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REBUMEN

La actividad genotéxica de la aleacién zinc, aluminio, cobre,
Zinalco, fue evaluada mediante la prueba de mutacién vy
recombinacién som&tica (SMART) en las alas de Drosophila
melanogaster, utilizando las cruzas estandar (E) y de alta
bioactivacién (AB). Larvas de 72h de edad fueron tratadas
crénicamente via oral con concentraciones de 0, 1, 2, 4, 8 y
16mg de zinalco por ml de agua. El testigo positivo fue Cro, al
0.0025mM. E1 andlisis estadistico se hizo mediante el programa
de cémputo de Frei y Wiirgler con P=0.05. Otros aspectos como
el tamafio de particula, asi como la ingestién de zinalco
administrado fueron evaluados. Teniéndo como resultado que el
tamano de particula obtenido mediante sonicado fue de 16 um de
largo por 5.9 um de ancho, y no resultd téxico a las larvas.
Ademds, utilizando la técnica de activacién neutrénica se
comprobé la ingestidén del zinalco en las mismas. Con relacién
al efecto genotéxico, los tipos de manchas que se analizaron
fueron simples (mwh o flr) pequefias (1 6 2 células) y grandes
(mds de 2 células) y dobles (mwh y flr). Ninguna de las
concentraciones probadas fue genotéxica en las larvas de D.
melanogaster de ambas cruzas.
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INTRODUCCION

1.1 BIOMATERIALES

1.1.A) Definicién

Los biomateriales son productos sintéticos hechos de metales,
plidsticos o cerdmicos, gue entran en contacto con los tejidos
durante tiempos prolongados (Williams, 1981a).

El tiempo es un punte importante para distinguir a un
biomaterial de un material utilizade séle por un cirujano o
médico (como el acero de un bisturi), en donde sélo hay una
interaccién breve del material con el paciente, este ejemplo
nos muestra que la definicién excluye a los materiales gque
tienen contacto con el tejido por un perfocdo de tiempo muy
corto, pero incluye a todos los que interactGan mis alla de
pocas horas. Actualmente, un concepto generalizado precisa a un
biomat:rial como un material empleado clinicamente para
reemplazar (directa o indirectamente) la funcién de algan
érgano o miembro atrofiado del cuerpo, interactuando con el

tejido por tiempo prolongado o permanentemente (Elves, 1981).

Uno de los principales aspectos aceptados del concepto de
biomaterial es que debe ser disefiado especialmente para el
érgano, miembro o cualquier otra estructura biolégica con 1la

que estard en contacto.

Los biomateriales son distinguidos de otros materiales por
poseer una combinacion de propiedades quimicas, fisicas,
biomecanicas y bicldégicas que los hacen seguros, efectivos y

confiables para ser usados en un ambiente fisiolégico, el cual



resulta extremadamente adverso para la mayoria de los
materiales conocidos. Ademds deben ser aceptados por el
organismo sin causar problemas de rechazo o reaccién
inmunolégica negativa al ser implantados en el cuerpo humano
(Williams et al. 1985).

Con 1la implantacién de cualquier sustancia extrafia 22
organismo, se crea una interaccién entre ambos. E1 material
puede presentar cambios lentos de degradacién debido al
contacto con el tejido vivo, que siempre responderd rechazando
al cuerpo extrafo.

La relacién material-sistema biolégico, implica la coexistencia
entre ambos, con 6ptimos resultados que dependen por un lado,
de un indice minimo de toxicidad y por el otro, de buenas
propiedades biomecAnicas (Haudenschild, 1984).

1.1.B) Propiedades
Un buen biomaterial es aquel gque cumple con los siguientes
requisitos:
i) Biocompatibilidad.
No causar ningGn dafio al orgarismo que .~ recibe ni ser
danado por él.
ii) Estabilidad Quimica.
Tener minima sensibilidad a la degradacién o corrosién
del material.
iii) Propiedades Fisicas y Mecdnicas adecuadas.
Tener baja densidad, elevado médulo elastico,
resistencia y dureza, entre otras.
iv) cCosto.
Precio accesible a todos los niveles del nicleo
poblacional.

De estas caracteristicas resalta la biocompatibilidad. Para su
evaluacién deben realizarse pruebas tanto in vitro como in
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vivo, para comprobar que el material no sea téxico, genotéxico
o carcinogénico al organismo (Pifia, 1992c).

1.1.C) Tipos de Biomateriales

Entre los principales tipos de biomateriales encontramos a los
hechos de metales, de ceradmicos, poliméricos, compuestos
fibrosos y de maltiples combinaciones de materiales, por
ejemplo:

Metdlicos.- Acero, titanio y sus aleaciones, tantalo, oro,
platino y aleaciones de cobalto y cromo.

Cerdmicos.- Este tipo de biomaterial estd basado en otros
materiales como la alamina, vidrio, fosfato de calcio,
carbonato de calcio y circonia.

Poliméricos.- Polisiloxano y polisulfano.

Compuestos Fibrosos. - Basados principalmente en el
carbdn/carbén y carbon/cerémico.

Combinaciones Maltiples .- Encontramos, por ejemplo, a los gue
contienen un centro o nilcleo metdlico recubierto con

material cerémico.

1.1.D) Biomateriales Metélicos

Son de gran interés, debido a su naturaleza quimica y su
compleja interaccién con los organismos vivos, por este motivo
han evolucionado a medida que el hombre a descubierte

combinaciones adecuadas para su aplicacién.

Williams (1985) refiere la historia de los biomateriales como
sigque:

En 1930, The American Iron and Steel Institute (AISI), designé
numéricamente diferentes tipos de acero puro para aplicaciones
clinicas en implantes, estos son, segun catdlogo el 302 y 304,
posteriormente el 316 y 316L.

En 1936, Howmet Corporation (HC) introduce la aleacién cobalto-
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cromo-molibdeno (Co-Cr-Kb), que permite realizar formas mas
complejas y resistentes que las logradas con los aceros.

En 1952, HC lanza al mercado la combinacién cobalto-cromo-
niquel (Co-Cr-Ni), mucho mis resistente gue la anterior y se
usa en sitios donde se requiere la accién de mucha fuerza, por
ejemplo en las articulaciones §seas.

El titanio (Ti) y sus aleaciones tienen la caracteristica de
presentar densidad y mdédulo de elasticidad mds bajo que otros
metales de uso comin en implantes, ademds tienen alta
resistencia y baja tasa de corrosién.

El tantalo (Ta), presenta caracteristicas biomecanicas de mucha
resistencia lo que permite su uso para enmendar suturas y
elaborar placas craneales.

Todos estos materiales metalicos reanen las caracteristicas
requeridas para emplearlos como biomateriales.

1.2 BIOCOMPATILIBIDAD

1.2.A) Concepto

Es el término para describir la interaccién de un biomaterial
con el medio fisiolégico en la que no se presentan efectos
adversos. El concepto encierra también las interacciones
quimicas que se dan entre el material y los flufdos con su
respectiva respuesta fisiolégica (Williams, 1981a).

1.2.8) Biocompatibilidad de metales.

Entre 1los problemas de biocompatibilidad de materiales
metélicos, resaltan las interacciones electroquimicas, las
relaciones idénicas, particulas insolubles en el tejido y la
toxicidad. Por tanto, en este caso, la biocompatibilidad se



determina por el indice de liberacién de los iones metélicos
del 1implante, es decir, la tasa de corrosién (desgaste
superficial que sucede cuando los metales se exponen a
ambientes reactivos) y la probable toxicidad provocada por
éstos (West, 1986).

1.2.C) Interaccién de los metales en procesos bioldgicos.

Los tejidos humanos contienen pequefias cantidades de varios
metales, algunos son esenciales para procesos fisiolégicos
facilitando o controlando cambios bioquimicos especificos a
nivel celular.

Un mecanismo relativamente sencillo es aguél en el que los
iones metalicos cargados positivamente atraen a las partes
negativas de otras moléculas como las proteinas, mediant=2
enlaces gque mantienen asociadas a dos moléculas diferentes, o
bien, a dos o mas partes de una macromoclécula. Estas uniones
mantienen juntas a las subunidades formando una riqueza
multimolecular en los tejidos, como en el hueso o en las fibras
musculares. Si los iones se encuentran firmemente asociados a
las proteinas, pueden entonces, participar activamente en el
metabolismo constituyendo metaloenzimas (De Fernicola y Jauge,
1985) .

Estos iones también intervienen en la dinamica de los procesos
biolégicos, como en las reacciones de tipo reductor. Los
metales pueden presentarse en diferentes estados de oxidacién,
dado que su habilidad para donar o aceptar electrones
alternativamente posibilita su funcién como reductores
cataliticos muy importantes (Lehninger, 1982).

La permeabilidad selectiva de las membranas celulares regula la
concentracion de los iones metdlicos dentro y fuera de la
célula. Los metales traza encontrados dentro de ésta, siempre

estan asociados con funciones cataliticas, son requeridos por
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las metaloenzimas y las prote .nas reductoras, para la formacion
de su centro activo o como cofactores. Sin embargo, la
acumulacidén local de iones o su deficiencia en el sistema de
transporte puede dar como resultado un incremento anormal en
sus concentraciones, y en consecuencia ejercer efectos téxicos
al organismo, aunque esta toxicidad puede ser interferida por
procesos enzimaticos (Anderson, 1979).

La mayoria de los datos toxicoldgicos que se tienen, estan
basados en observaciones hechas después de que una sustancia ha
sido administrada al organismo. Sus efectos estan relacionados
con la toxicidad intrinseca de la misma y con su tasa de
absorcién (Williams et al. 1985).

Entre las rutas de administracién de una sustancia tenemos: 1la
ingestién, 1la inhalacién, 1la absorcién dermal, 1la via
intravenosa, la intramuscular, la subcuténea Y la
intraperitoneal. La Fig. 1, muestra estas rutas con sus
respectivas distribuciones en todo el cuerpo humano (Williams,
1981b) .

En este trabajo la aleacién empleada se administré via oral por
lo gue hubo de tomarse en cuenta que 1la absorcién
gastrointestinal de 1los metales, depende de diferentes
factores:

1. Caracteristicas fisicas y quimicas del ién.

2. pH del tracto gastrointestinal.

3. Permanencia del metal en el tracto.

4. Concentracién y tipo de agente portador del metal
ingerido.

5. Interacciones entre los metales metabdlicamente
similares.

6. Condicidén fisiolégica del organismo.

7. Mecanismos bioquimicos que facilitan la absorcién del
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1.2.D) Relacién entre biocompatibilidad y toxicidad.

Hay dos aspectos a considerar cuando se compara la toxicidad de
sustancias extranas administradas por diferentes rutas, estas
son la Toxicidad General y la Toxicidad Local.

La toxicidad general o de sistema, se refiere a sustancias
extrafas que entran al organismo por rutas como la ingestidn,
inhalacién o via dérmica y que pueden ser absorbidas por
membranas celulares, ya sea en la mucosa intestinal, epitelio
pulmonar o epidermis. Estas membranas ofrecen varios mecanismos
de resistencia (por 1o que la tasa de absorcién es un factor
limitante para la toxicidad). Si una sustancia es incapaz de
pasar a través de la pared intestinal cuando es ingerida, puede
o no provocar toxicidad en el sistema (aungue fuera
citotéxica), pero una vez absorbida al torrente sanguineo, 1la
sustancia ejercer& sus efectos téxicos (Williams, 1981b).

Los productos solubles inyectados via intravenosa o
intraperitoneal, se distribuyen rapidamente en el organismo,
sin embargo, mediante 1las inyecciones intramuscular vy
subcutdnea lo hacen muy lentamente. En todos estos casos, la
absorcioén a través de barreras membranales no es necesaria, ya
que son productos solubles que circulan libremente en el
sistema (De Bruin, 1981).

Un implante intramuscular o subcut&neo elimina las barreras de
absorcién a través del epitelio u otras entidades membranales
que puedan evitar su introduccién al torrente sanguineo, por 1lo
tanto es relativamente facil que el organismo los excrete (Fig.
1) . Esto sucede con los iones liberados por implantes metdlicos
({Anderson, 1981).



En cuanto a la toxicidad local, es especifica para una zona del
cuerpo, estd relacionada con el sitio de implantacién de una
sustancia o material en el organismo y depende de las
caracteristicas fisicas y quimicas del implante. Por lo tanto,
es relevante comparar la biocompatibilidad de los materiales en
diferentes condiciones; implantes en sitios especificos, como
lentes en la cérnea, dentadura en la mucosa oral, dispositivos
en el endometrio, etc. (Williams, 1981b).

Lo anterior nos muestra que hay diferencias entre la toxicidad
de un material que ha sido implantado y el administrado por
otras rutas. Por lo que es importante que la valoracién de la
biocompatibilidad de biomateriales se realice mediante
diferentes pruebas y a distintos niveles tisulares y celulares
para determinar los efectos que provoca.

1.3 PRUEBAS DE BIOCOMPATIBILIDAD

1.3.A) Legislaciones internacionales que regulan la
ertandarizacién de las pruebas de biocompatibilidad.

Para la evaluacién de biomateriales y su biocompatibilidad es
necesaria la colaboracién de diferentes disciplinas como la
fisica, la quimica, la medicina, la biologia y la ingenieria.
Estas investigaciones interdisciplinarias se eszan llevando a

cabo en muchos paises, incluyendo México (Pifia, 1992c).

En los Estados Unidos, The American Society for Testing and
Material (ASTM-Standard), recomienda una serie de pruebas
estandar para valorar la biocompatibilidad de un material,
estas pruebas abarcan 1los eventos mas significativos en
relacién al uso especifico del material a evaluar; consideran
aspectos fisicos como la corrosidén, mecanicos y de resistencia,

entre otros. Cuando se han cubierto satisfactoriamente los



requerimientos fisicos minimos de biocompatibilidad para un
material, es aconsejable realizar estudioss, como los

biomecanicos y toxicoldégicos (Williams, 1981a).

La ASTM-standard y 1la Sociedad Ortopédica Alemana (DGOT)
establecen que los rateriales propuestos para aplicaciones
ortopédicas deben probarse tanto en tejidos suaves como en
tejido 6seo, en experimentos a corto y largo plazo, tanto in
vitro como in vivo, los cuales son estimados cualitativa y
cuantitativamente. Las respuestas de los tejidos se dividen en
reacciones locales Yy generales. Todos los materiales,
independientemente de su estructura (placas, discos, polvos),
deberan analizarse para evaluar estas reacciones (Griss et al.
1981).

1.3.B) Tipos de pruebas y sus respuestas toxicolégicas
Las pruebas toxiccldgicas se realizan en sistemas bioldgicos
estaklecidos en donde se desarrollan ensayos tanto in vitro

como in vivo.

En los experimentos in vitro el muterial se pone en contacto
con cultivos celulares para determinar sus efectos. Es
necesario repetir estos experimentos para cada tipo de célula
que formara parte del ambiente del material y, aGn cuando pase
estas pruebas, s6lo se puede sugerir que es uGtil como
biomaterial, pues todavia deben realizarse otros tipos de

pruebas para coniirmar que es biocompatible (Gibbons, 1982).

Los ensayos in vivo se llevan a cabo implantando el material a
diferentes niveles, subcutaneo, muscular y 6seo en animales de
laboratorio. Al cabo de varios meses el material se retira y se
estudian los efectos que el implante causdé al organismo. El
tiempo de implantacion debe ser al menos de un 20% de la vida
media del animal, si después de este tiempo no se detecta dafo,

puede decirse que es biocompatible, pero este concepto
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solamente se aceptard después de una serie de pruebas todavia
mas severas, como la de estabilidad quimica, degradacioén,
dureza, resistencia, carga de compresién a 1la tensién,
flexibilidad, etc. (Pina, 1992c).

Los resultados deben cumpararse con testigos paralelos, uno
positivo, que consiste de una sustancia o material toéxico
conocido que garantiza la sensibilidad del bioensayo, y otro
negativo, en Adonde al sistema biolégico se le agrega una

sustancia inoc.a (Williams, 1985).

Las respuestas de estos bioensayos pueden dividirse en dos

niveles de toxicidad:

a) Citotoxicidad.- Donde se valora el dafio a rutas
metabélicas, membranas u organelos.

b) Genotoxicidad.- Dafios inducidos directa o
indirectamente al genoma celular, provocando
mutaciones gque incluso pueden generar procesos

carcinogénicos o alteraciones en la descendencia.

1.3.C) Genética Toxicolédgica

La genotoxicidad es estudiada por la Genética Toxicoldgica.
Esta ciencia identifica y analiza la accién directa o indirecta
de agentes que modifican los componentes hzreditarios de los
sistemas vivos. Tiene como objetivo primario detectar las
propiedades de un grupo de agentes ("mutdgenos") los cuales son
altamente especificos para inducir cambios a 1los 4&cidos
nucléicos, en particular para el ADN, y que producen efectos
deletéreos (Brusick, 1988).

Estudios realizados en mamiferos demuestran una cocrelacién
entre la carcinogénesis y mutagénesis inducidos por agentes
quimicos. La genética toxicolégica evaltGa el dafio en el ADN en
las dos estirpes celulares, somdticas y germinales (Fig. 2) y
tiene como principales funciones 1) desarrollar pruebas vy
métodos para definir el impacto de los agentes genotéxicos
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encontrados en el ambiente, que alteran la integridad del
material genético que dard origen a la siguiente generacion
(efecto en células germinales), y 2) elucidar la relacién entre
genotoxicidad y la iniciacién de la transformacién, induccién
de tumores & cdancer (efecto en células somdticas) (Vogel,
1991).

1.3.D) Modelos Bioldgicos empleados para evaluar genotoxicidad.
Para realizar los estudios anteriores se cuenta con modelos
animales, que implican el uso de una especie que exhiba una
respuesta genotéxica similar a la de humanos bajo condiciones
de exposicidn relativas (Clements et al 1990).

Los mamiferos eran uno de los grupos mas empleados para este
tipo de pruebas, posteriormente perdieron popularidad con el
descubrimiento del complemento S9 microsomal, citocromo P-450,
cultivo de células e inclusive pequefios animales de
laboratorio, teniendo asf nuevas alternativas para 1la
realizacién de pruebas tanto in vitro como in vivo (Frdlich y
Wirgler 1991).

De lo anterior podemos concluir que la biccompatibilidad debe
ser determinada después de una serie de pruebas que evallen las
diferentes interacciones entre el material en cuestién y el
individuo receptor. Las pruebas de genotoxicidad miden un
parametro muy importante de esta relacién.

1.4 TOXICOLOGIA DE LOS METALES

1.4.A) Abundancia de 1os metales en la naturaleza y su
relacién con los niveles encontrados en los seres vivos.
Como se mencioné en el inciso 1.1.D, los metales tienen gran

importancia en la elaboracién de biomateriales, sin embargo,
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estos pueden resultar de alto riesgo si no se conoce la
interaccién de su naturaleza quimica y el medio fisiolégico con
el que estarid en contacto.

La reaccién de cualquier molécula receptora con un quimico,
puede inducir serios efectos como cancer, mutaciones, toxicidad
fetal, reacciones hipersensitivas y necrosis de tejidos (De
Bruin, 1981).

Existe una correlacién entre los niveles de los metales en el
cuerpo, tanto de vertebrados (Tabla 1) como invertebrados y su
abundancia en la naturaleza, debido a que durante la evolucién,
las especies se han adaptado al ambiente desarrollando
mecanismos homeostdticos para mantener la relacién con ellos;
si la concentracién excede el nivel midximo tolerable, puede
ser considerada como anormal y potencialmente peligrosa
(Brusik, 1988). Por esta razén, cuando un implante metdlico
libera sus iones al tejido, deben de tomarse en cuerta los
siguientes aspectos: 1) grado de alteracién de los niveles
normales del metal en el tejido, 2) efecto de la liberacidén de
estos iones al mecanismo de homeostasis normal y 3) relacién
entre la toxicidad local y la toxicidad general o del sistema
(Williams, 1981b).

De acuerdo con Underwood (1977), 26 de los 90 elementos
naturales que conocemos son esenciales para la vida animal,
estos incluyen los 11 llamados elementos mayores y 15 son
referidos como metales traza o metales menores (Tabla 2). En
vertebrados se consideran elementos traza aquellos cuyas
concentraciones en los tejidos son menores que las del hierro;
esto es diferente para los invertebrados terrestres, porque el
nivel de Fe en sus tejidos es menor que los de metales traza

conocidos en vertebrados (Hopkin, 1989)
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Los elementos esenciales satisfacen los siguientes requisitos:
1) estar presentes en todos los tejidos vivos, siendo un
componente esencial de alguna enzima, hormona u otra substancia
biolégicamente activa, 2) presentar una concentracién
claramente constante de una especie a otra, 3) su disminucién
induce anormalidades fisiolégicas y estructurales, 4) estas
anormalidades son reversibles cuando se regresa al nivel normal
y 5) estas anomalias estan acompanadas de cambios bioquimicos
especificos (Muntau, 1984).

1.4.B) Niveles 6ptimos y deficiencia de los iones metdlicos
en el cuerpo humano.

De acuerdo a los niveles OJOptimos del metal, su tasa de
absorcién en el estémago o intestino, rara vez se ve
incrementada por el contenido dietético. La Fig. 3, muestra la
Ley de Bertrand de la Concentracidén Nutritiva Optima de los
Elementos Esenciales, en esta se presentan los efectos
benéficos en funcién de la concentracién de metales. En cuanto
a los elementos no esenciales esta ley no puede ser aplicada,
porgue estos metales se dividen en 2 categorias: los gue son
téoxicos afln en cantidades muy pequehas como el cadmio,
mercurio, plomo y  berilio, Yy los que parecen ser
fisiolégicamente inactivos como el aluminio y el titanio
(Hopkin, 1989).

1.4.C) Toxicidad de los metales en los organismos vivos y sus
principales efectos.

La toxicidad se manifiesta cuando la concentracién de los
metales en los tejidos excede los niveles #ptimos, que son
especificos para cada metal (Newesly, 1991).

En cuanto a sus mecanismos de accién, tenemos que los elementos
metdlicos mayores ejercen sus efectos a través de una
alteracién electrolitica y elevada presién osmética, como el

sodio y el potasio, que son toxicos debido a su capacidad para
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formar complejos que interfieren con reacciones bioquimicas
vitales, miertras que los metales traza son relativamente
toxicos y su efecto generalmente depende de la naturaleza y

cantidad de otros metales presentes (Williams et al. 1985).

El cobre es un metal traza cuya concentracidn de iones en todo
el cuerpo humano es aproximadamente de 1.7 ppm (Francis et al.
1988) ; su distribucién depende de la presencia de otros metales
en los tejidos y su concentracidén parece mayor en el higado y
en los tejidos aledafios, su saturacidon en animales, ocasiona
hepatitis o cirrosis seguida de una anemia aguda. Este efecto
se desconoce en el hombre, excepto en el caso de la enfermedad
de Wilson, genéticamente transmitida por un error metabdlico
que afecta la homeostasis del cobre (Mello-Filho y Meneghini,
1991) .

Entre los elementos no esenciales se encuentra el aluminio. La
toxicidad de este metal es poco conocida (Octive et al. 1991).
En altas concentraciones puede interferir con la absorcién de
fosfato, produciendo un complejo de aluminio-fosfato en el
intestino, causando un decremento en ATP y un incremento en ADP
y AMP (Leonard y Gerber, 1988). La hemodidlisis ha sido
asociada con la toxicidad del aluminio en algunos lugares en
donde el agua usada en la didlisis tiene una alta concentracién
de estos iones (Kumar et al. 1990).

GENOTOXICIDAD

Ya que muchos de los metales traza son utilizados para la
fabricacidn de biomateriales, es importante tomar en cuenta dos
conceptos: el dafic en ei genoma inducido por el metal
(genotoxicidad) y la alergia a los mismos (Pilliar et al.
1982).

La genotoxicidad de metales implica los efectos mutagénicos y

carcinogénicos provccados por éstos. En los ultimos afios se ha
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incrementado el interés por investigar el papel gue juegan los
iones metédlicos en la induccién de tumores.

Seqin Sunderman (1977), cuatro metales (arsénico, cadmio, cromo
y nfiquel) han sido identificados como carcinégenos para los
humanos. El berilio, cobre, fierro. plomo, titanio y zinc, se
han reportado como inductores de tumores en experimentos con
animales.

Recientemente la atencién se ha enfocado a las interacciones
metal-acido nucléico. Al respecto, Mello-Filho y Meneghini
(1991), demostraron que el arsénico inhibe el aumento de la
metil-timidina en cultivos de fibroblastos, obstruyendo 1la
sintesis del ADN. Asimismo comprobaron gque numerosos tipos de
iones metd’! 'cos producen ineficiencia en la duplicacion del ADN

in vitro.

Los diferentes mecanismos de genotoxicidad, muestran que los
iones metdlicos tienen un papel significativo en la induccién
de tumores por medio de sus relaciones con enzimas y
probablemente con Acidos nicléicos, siendo potencialmente
capaces de propiciar la formacién de un tumor por medio de un
implante (Williams, 1981Db).

Por otro lado, la alergia que pueden provocar los metales
frecuentemente se manifiecta como dermatitis. La sensibilidad
a estas alergias, alerta al sistema inmunoldgico del cuerpo
formando un anticuerpo. La presencia de iones metdlicos
liberados por el implante alrededor del tejido y su capacidad
para ligarse con proteinas, proporciona condiciones para dar

una reaccién de rechazo por los tejidos (Haudenschild, 19&4).

1.4.D) Tamafio de particula y efecto carcinoginico.
Un aspecto importante en las reacciones toxicoldgicas de un
metal, es el tamafio de particula liberada en el cuerpo por un
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implante.

Al respecto, se tiene informacién de bioensayos realizados para
determinar la toxicidad que produce el tamafio de particula de
metal, asbestos u otros, y su relacién con la induccién de

tumores y procesos cCancerosos.

Aeroparticulas asociadas a compuestos de hidrocarburos
aromaticos policiclicos de tamafio promedio de 10;m,
administradas por inhalacién, resultaron ser genotdxicos para
Drosophila melanogaster {Delgado et al. 1994}.

Respecto a asbestos, warticulas de tamano O.lum a 0.5um
ocasionan fibrosis en ratas (Wagner, 1974).

Estudios realizados en ratas, inyectando via intravenosa
particulas de Al0, (aldmina) de 20um, produjeron una
proliferacién de células de von Kupfer en el higado sin qu=:
causaran dafio al organismo. Es importante mencionar gque 1la
aliumina se emplea como un biomaterial en implantes ortopédicos
y dentales (Griss et al. 1981).

La altmina implantada subcutaneamente en ratones, no revela
ninguna respuesta inflamatoria o reaccién progresiva en
fibroblastos adn después de 5 meses. En este caso el tamaho de
particula administrada era de 0.5um a 5um (Griss et al. 1981).

La aleacién Co-Cr-Mb inyectado en misculo de rata, provocé una
incidencia de tumores en el 28% de los organismos puestos a
prueba (22 de 80). El1 tamano de particula determinado fue de
0.lum a 5Sum. En estudios posteriores se observé que la
incidencia varia en las distintas cepas de ratas y otros
animales en los que fue probado (Williams, 1981b).

El implante de fibra de vidrio en pleura de ratas, evidencié
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que particulas mayores de 8um, tienen gran probabilidad de
inducir un sarcoma pleural. En este caso la incidencia estéa
directamente relacionada con el tamafio de 1la particula
(Williams, 1981b).

Tomando en cuenta estos antecedentes, no existe realmente un
tamafio promedio de particula que pueda decirse en general, que
sea toéxica, ya que esto dependerd principalmente de 1la
naturaleza y caracteristicas del material (Pedley, 1981).

1.5 GENERALIDADES DEL ZINALCO

1.5.A) Aleacién Zinc-Aluminio-Cobre

En 1976, se inicié un programa de investigacién en el Instituto
de Investigaciones en Materiales (IIM) de la UNAM sobre las
propiedades del zinc y sus aleaciones con el objetive de
desarrollar nuevos campos de aplicaciones para este metal, del
cual México es un gran productor (6° lugar a nivel mundial). Los
resultados de las investigaciones condujeron m&s tarde al
desarrollo de una nueva aleacién 1llamada zinalco (Torres-
villasefior, 1988).

El zinalco es una aleacién eutectoide del Zn-Al (78% y 20%)
modificada con Cu (2%) (Negrete et al. 1990) la cual presenta
caracteristicas fisicas y mecanicas muy particulares (Tablas 3
y 4) (.nrres-Villasefior et al. 1990).

1.5.B) Principales caracteristicas y usos del zinalco

Una de las propiedades mas sorprendentes de esta aleacién es la
de comportarse como un pléastico (caracteristica de
superplasticidad), ya que puede laminarse facilmente y tiene
excelentes cualidades para la forja, incluso mejores que las
del latén. Su resistencia a la compresién es muy alta (del
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orden del 65% mejor que la del Cu) antes de que presente
grietas el material (Saenz et al. 1992). En suma, tiene las
propiedades mecanicas adecuadas para usarse como material
ortopédico (Pifia et al. 1992b).

Debido a sus caracteristicas, el zinalco ha suscitado un gran
interés para valorarlo como un posibie biomaterial (Pina et al.
1992a).

Al respecto, la UNAM a través de un programa general
multidisciplinario, ha realizado investigaciones a nivel
citotdéxico en implantes de zinalco.

1.5.C) Ensayos bioldégicos con zinalco.

En 1991, Hernandez y col. realizaron pruebas a corto plazo en
cultivos de *ejidos in vitro de fibroblastos y macréfagos. Al
término de éstas no se observaron efectos de citotoxicidad en
las células.

Ensayos realizados en linfocitos humanos por Agquilar y col.
(1994), mostraron res. ltados negativos en en cuanto a 1la
citotoxicidad provocada por el zinalco en estas células.

Con respecto a 1la biocompatibilidad de 1la aleacién, se
efectuaron ensayos in vivo en animales de 1laboratorio,
llevandose al cabo 2 experimentos. El primero consistié en
implantar subcutdneamente placas rectangulares de 15x8x1mm de
zinalco tal y como se produce en el pais, en 5 ratas de la cepa
Wistar. El tiempo de implantacidén fue de 6 meses, durante los
cuales no se detectaron reacciones de rechazo en la piel y los
organismos presentaron buena salud. Posteriormente, se
sacrificaron las ratas y se retiraron las placas, éstas
presentaron corrosién debido a la presencia de Fe' en la
aleacién (Pina et al. 1992b).
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En el segundo experimento, se obtuvo el zinalco libre de
impurezas, se trakajé con 30 ratas de la cepa Wistar, a 12z se
les implantd el material a nivel subcutdneo, 12 a nivel
muscular y 6 se mantuvieron como grupo testigo durante 4, 6 y
8 meses.

Los niveles de Zn y Cu en la sangre fueron practicamente
iguales en los grupos testigo y experimental. Se analizé la
respuesta local del organismo al implante en los tejidos
aledafos al mismo, se realizaron estudios histopatolégicos a
los d6rganos y tejidos susceptibles de sufrir dafio por productos
de corrosién liberados al torrente sanguineo, no encontrandose
efecto alguno. Se ha determinado que la velocidad de corrosién
del material en suero es de 0.0075mm por ano (Pifa et al.
1992b) .

De lo anterior se concluyd que el material no es téxico al
organismo y que el zinalco cumple con los requisitos de
compatibilidad, por lo que se le ha valorado como un posible
biomaterial.

Por otro lado, para evaluar los efectos genotdxicos in vivo del
zinalco o de cualgquier otro material o sustancia, es necesario
contar con un sistema de prueba eficaz y confiable que nos
permita evidenciarlo. Por esta razén, para el presente trabajo
de tesis se eligidé a Drosophila melanogaster como organismo de
prueba por las caracteristicas que a continuacidén se detallan,

1.6 Drosophila melanogaster COMO ORGANISMO DE PRUEBA Y EL
ENSAYO DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICA (SMART).

1.6.A) Caracteristicas de Drosophila melanogaster.
Constantemente se implementan diferentes sistemas de prueba
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para llevar a cabo estudios de mutagénesis y carcinogénesis,
entre ellos los bacterianos y los de mamiferos de talla pequeha
(ratones y conejos) son los mas utilizados.

Los mamiferos est&n mas relacionados fisioldgicamente con el
hombre, las pruebas in vivo pueden detectar rompimientos
cromosémicos, mutaciones génicas y no disyuncién. Sin embargo,
el tiempo requerido asi como el costo de este tipo de estudios,
dificultan su realizacién (Victorin et al. 1990).

Los microorganismos ofrecen la ventaja de poder detectar
mutaciones génicas con rapidez, ser econémicos y tener alta
sensibilidad. Los sistemas huésped-intermediario permiten
ademds que se realice la activacién metabdlica in vivo de
algunos mutagenos, sin embargo, las conclusiones obtenidas con
este sistema, deben ser confirmadas en organismos
pluricelulares, con metabolismo similar al del humano y en este
sentido Drosophila melanogaster presenta algunas ventajas
(Zordan et al. 1991).

Utilizada durante muchos afios en estudios de genética bdasica,
la Drosophila se ha constituido como uno de los organismos mas
adecuados para realizar experimentos sobre los efectos
genéticos de diferentes mutdgenos, ya que no solamente permite
estudiar variaciones hereditarias, sino que ademds se han
desarrollado técnicas que garantizan la existencia de muestras
homogéneas en poblaciones celulares meidticas en aigunas de las
etapas sucesivas en su ciclo de vida, lo que permite
utilizarlas como un indicador de dafo genético (Guzman et al.
1990) .

En la actualidad, el sistema Drosophila esta considerado como
un bioensayo rutinario para detectar mutAgenos, en parte, su
utilidad se apoya en el conocimiento gue se tiene acerca de su
biologia y desarrollo (Getz y Van Shaik, 1991).
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Entre las ventajas de este organismo como sistema de prueba
estd la posibilidad de tener gran cantidad de individuos en
espacics reducidos y ser un sistema eucariote que permite
verificar la presencia de dafo genético in vivo en un periodo
de tiempo corto, ya que su ciclo de vida es proximadamente de
10 dias a 25*1°C (Ramos et al., 1993), por lo gue el espectro
de valoracién de riesgo genético que es detectado con el uso de
este insecto es muy amplio (Katz y Foley, 1993).

Otra ventaja, es gque Drosophila puede realizar la mayoria de
las funciones enzindticas que se efectian en los microsomas del
higado humano, lugar donde se activan gran cantidad de los
carcinégenos y mutdgenos indirectos. El reticulo endopldasmico,
es considerado el responsable del metabolismo de drogas Yy
pesticidas en insectos; las enzimas involucradas tienen accién
de oxidasas y se caracterizan por carecer de especificidad al
sustrato, tal como ocurre en el higado de mamiferos (Fréliclh y
wirgler, 1989, Guzman y Graf, 1995).

Drosophila es un organismo holometdbolo, porque tiene
metamorfosis completa, se inicia con el huevo y atraviesa por
varios estadios larvales y la pupa, hasta llegar al imago o
adulto (Fig. 4). La mosca adulta surge en gran parte de grupos
de células denominadas imagales, que se encuentran en los
estadios larvales, organizadas en paquetes llamados discos
imagales. Los discos son bolsas epiteliales que durante la
metamorfosis se evaginan y diferencian para formar las
estructuras del adulto (Fig. 5) (Graf et al. 1984).

Si durante el proceso de diferenciacién de las células de los
discos, ocurre una alteracidén heredable, éstas dardn origen a
una estirpe celular con 1la misma caracteristica alterada
originando asi un clon que sera observado como una mancha en la
estructura imagal correspondiente si se emplean los marcadores
fenotipicos adecuados (Van Shaik y Graf, 1993).
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Deb1do a que se han detectado y caracterizado mutaciones en D.
melanogaster que alteran la diferenciacién final de las células
qgue daran origen a los tricomas, es posible utilizarlas como

marcadores fenotipicos (Graf et al. 1990).

1.6.B) Prueba de mutacién y recombinacion som&tica (SMART).
El ensayo SMART tanto de ojo como de ala en Drosophila se basa
en la expresion de mutaciones recesivas en células somdticas de
organismos heterocigéticos origindndose por 1la pérdida de
heterocigocidad. En el ensayo del ala se presenta
fenotipicamente como una mancha sobre la cuticula del ala en el
adulto.

SMART permite detectar cambios ocurridos en las células de los
discos imagales de ojos (Rodriguez-Arnaiz y Hernandez, 1994) y
alas (Howe y Clements, 1990, Negishi et al. 1991, Tripathy et
al. 1989) de los organismos adultos. De esta manera detecta la
actividad genotéxica de agentes quimicos que inducen diferentes
tipos de mutaciones ademds de recombinacién mitética (Graf et
al. 1990, Manguson y Ramel, 1990).

Una de 1las ventajas mas importantes de esta prueba es gue
solamente se necesita una generacidén de D. melanogaster para la
obtencién de ~esultados, también permite conocer si los
compuestos evaluados tienen un efecto directo (mutageno) o
indirecto (promutageno).

Con el objeto de conocer la actividad de 1los promutagenos
(compuestos que requieren activacién del citocromo P450 para
gue sus formas mutagénicas puedan ligarse al ADN y actuar como
mutaneno), Frilich y Wirgler (1989 y 1991) construyeron dos
nuevas lineas que incluyen a los cromosomas 1 y 2 de la linea
Oregon R(R) resistente al DDT la cual se caracteriza por tener
niveles elevados de éste citocromo, esperando que la respueata

genotbéxica de esta linea sea mayor pov la actividad de esta
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monooxidasa (Graf y Van Shaik, 1992).

Por lo tanto, basindose en los antecedentes mencionados vy
teniendo en consideracién 1la capacidad de respuesta del
bioensayo SMART para evaluar efectos genotdxicos, surgidé el
interés de valorar la genotoxicidad del zinalco como un aspecto
mi4s dentro de un macroproyecto multidisciplinario en el cual,
uno de los principales objetivos es analizar el potencial de

esta aleacidbn como un biomaterial.

Los resultados de su evaluacién citotéxica c
histocompatibilidad sugieren el planteamiento de las siguientes
hipbtesis:

H, = El1 zinalco no produce efectos genotdxicos en larvas de D.
melanogaster.

H, = E1 zinalco produce efectos genotdéxicos en larvas de D,
melanogaster.

Para tal propésito se plantearon los siguientes npjetivos:



OBJETIVOS

GENERAL
1.- Evaluar el efecto genotéxico del zinalco para su uso
potencial como un posible biomaterial.

PARTICULARE:

1.- Determinar «tilizando la técnica de microscopia
electrénica, el tamafio de particula del zinalco que
pueda ser ingerido por las larvas.

2.- Cuantificar la ingestién del zinalco administrado en
larvas de D. melanogaster mediante el anilisis de

activacién neutrénica.

3.- Evaluar la genotoxicidad del zinalcc por medio de la
prueba de Mutacién y Recombinacidén Somatica (SMART).
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MATERIALES Y METODOS

En el apéndice A se enlictan los materiales utilizados.
El cronograra general de los métodos sedguidos en este trabajo
de tesis, est& representado en la Fig. 6.

En previos experimentos realizados al que se describe, se
emplearon particulas de zinalco con un di&metro de 25 a 50um
que resultaron ser téxicas a las larvas de D. melanogaster
posiblemente por la obstruccién de conductos internos, por 1lo
que se procedié a fraccionar estas particulas mediante el

método de sonicacion.

SONICACION DEL ZINALCO

El método consiste en que las ondas continuas producidas por la
corriente eléctrica en el agua, inducen una alta vibracién que
provoca que las particulas se fracturen haciéndose mas pequehas
(Aoki et al. 1984).

Se depositaron en 6 tubos de ensayo las siguientes cantidades
0, 45, 90, 180, 360 y 720mg de zinalco en 45ml de agua cada uno
dentro del aparato sonicador.

El tiempo de sonicacién fué de 3 horas (este periodo se
determind en experimentos previos realizados por Aguilar y col.
{comunicacién personal] en los gque se observé que en este
tiempo se producen particulas de zinalco con un tamafo menor a
las 5um, adecuado para realizar experimentos de citotoxicidad
en linfocitos). Cada 10 min. durante las 3h de sonicacién, se
agitaron los tubos para que la muestra quedara suspendida. De

este modo se logré que la sonicacién fuera homogénea.

Posteriormente, parte del zinalco se analizé por microscopia

electrénica para determinar el tamano de particula obtenido por
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la sonicacién. Este andlisis se realizé en el Instituto de
Investigaciones en Materiales de la UNAM.

BIOLOGICOS

Se utilizaron las siguientes lineas progenitoras:
a) flr'/TM3,Ser

b) ORR1/ORR1;0ORR2/ORR2;f1r'/TM3,Ser

c) mwh/mwh

Obtencién de hembras virgenes y machos.

Para realizar las cruzas se procedié a eterizar a los
organismos, observarlos en el microscopio de diseccién, se
aislaron a las hembras virgenes de las lineas flr'/TM3,Ser y
ORR/ORR; f1r'/TM3,Ser, asi como machos mwh/mwh, aproximadamente
cada 6h puesto gue alcanzan su madurez sexual a las 8h después
de nacer (Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992).

Cruzas

1) @0 flr'rM3,Ser x oo mwh, cruza estandar (E)

2) 99 ORR1/ORR1;ORR2/ORR2;fl1r'TM3,Ser x <o mwh, cruza de alta
bioactivacién (AB).

Obtencién de larvas

72h después de realizadas las cruzas, se colectaron los huevos
colocando a los progenitores en frascos con medio fresco
durante 6h, después de las cuales fueron removidos. Los adultos
y los huevos fueron incubados a 24°C. 3 dias después se
separaron las larvas empleando el método de Noéthinger (1970),
el procedimiento se basa en la formacién de un gradiente de
densidad que hace que las larvas que se encuentran en el
frasco, floten separandose del medio de cultivo, disminuyendo
asi el efecto de manipulacién. Para protegerlas de la alta

osmolaridad, se utilizé una solucién de sacarosa al 20%.
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Disefio experimental
Los tratamientos se administraron a larvas transheterdcigas de

72 hrs. de edad resultantes de las cruzas antes mencionadas.

La edad es un factor importante puesto que de ella depende el
nimero de células blanco y el tamano del clén producido. Se ha
comprobado que un clén es mas grande cuando se induce en larvas
jévenes, en ese caso, los individuos adultos mostraran pocas
manchas que tendrén gran tamafno debido a que en larvas jovenes,
el namero de células que forma el disco imagal es pequefio, pero
las células se dividen varios ciclos. Si el tratamiento se
aplica a larvas de mayor edad, el clén es mas pequefo y las
manchas mas numerosas, porque el numcro de células blanco es
mayor pero pasan por menos ciclos de divisién (Wiirgler y Graf,
1990).

Es importante seflalar que previo a cualquier ensayo de
valoracién genotdéxica a través de SMART-ala, se debe
seleccionar el protocolo adecuado, tanto para la ruta de
administracién como para la edad larval al momento de realizar
el experimento (Graf et al. 1992).

El protocolo seleccionado (Fig. 7) consistié en la exposizién
crénica por via oral de las larvas del seqgundo estadio durante
48h. El tratamiento se administré a larvas procedentes de las
cruzas estandar y alta bioactivacién en experimentos que se
corrieron paralelamente.

Las larvas, se dividieron en 7 grupos con igual numero de
individuos y fueron colocadas en tubos homeopiticos con 1.5g de
medio de cultivo sintético para Drosophila reconstituido con
Sml de agua conteniendo al zinalco en concentraciones de 0, 1,
2, 4, 8 y 16mg/ml de agua. Al séptimo grupo se le administré
una solucioén de Cro0, 0.0025mM y fué el control positivo por su
efecto genotéxico descrito en Drosophila melanogaster por
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Olvera et al. (1993). finalmente los tubos se taparon con
tapones de poliuretano y se incubaron a 24*1°C durante 30h y
otras durante 8 dias.

Las larvas incubadas por 30h se analizaron por medio de
activacién neutrdnica para cuantificar 1la ingestién del
zinalco.

Esta técnica se encuentra entre los cuatro principales métodos
mis efectivos e importantes que se utilizan para determinar la
concentracién de metales en 1los tejidos de invertebrados
terrestres (Tabla 5). Ha sido empleada para el andlisis de
arsénico en ortépteros y de distintos elementos en la lombriz
de tierra (Hopking, 1989).

Algunas de sus ventajas son que los organismos se analizan sin
previa degradacién o descomposicién de los mismos, 1las
interferencias quimicas son despreciables, bajo ciertas
condiciones es posible analizar el material en vivo, y tiene
una gran capacidad de deteccién (Matsumoto y Fuwa, 1986).

La técnica consiste en irradiar a las larvas empleando
neutrones térmicos de un reactor. Al ser irradiadas, los
nicleos de los elementos que componen el material (Zn-Al-Cu)
capturan neutrones y se convierten en radioniclidos, los que al
decaer emiten radiacién, ésta se evalia empleando un sistema de
espectrofotometria gamma, determinando as{ la cantidad de estos
elementos en el organismo (Matsumoto y Fuwa, 1986).

Este estudio se realizé en el Centro Nuclear de México en el
reactor Triga Mark III tipo piscina de uranio, enriquecido con
un flujo nominal de 1.3x10'n/seg cm’.

Para determinar la genotoxicidad, al terminar el periodo de

exposicion (8 dias después), los adultos que emergieron fueron
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convervados en alcohol al 70%. Posteriormente se procedidé a
separarles las alas y montarlas en preparaciones permanentes
con solucidén Fauré para su andlisis al microscopio (Graf et al.
1994) .

La descripcién de los marcadores involucrados es la siguiente:

a) mwh: "multiple wing hair" (pelos miltiples en el ala)

La lineca portadora de este genotipo, se reconoce
fenotipicamente porque expresa una alteracién en el namero de
tricomas por célula en el ala, llegando a presentar de 2 hasta
5 en lugar de 1, como seria en el fenotipo silvestre (Fig. 8).
Este locus se localiza en el cromosoma 3 a 0.0 unidades de mapa
(Sierra et al. 1991).

b) flr: "flare" (pelos en forma de flama)., Se reconoce por la
presencia de tricomas en forma irregular en el térax y el
abdomen (Fig. 9 y 10). Se ubica a 39 unidades del mapa sokre el
cromosoma 3, y en condicién homéciga es letal, por lo tanto,
para mantener esta linea, se necesita la presencia de un
cromosoma balanceador con inversiones midltiples, (TM3), que
ademds porta el marcador dominante “serratia" (Ser), el cual
permite el reconocimiento fenotipico de la linea fl1r'/TM3Ser,
por la expresion de "serratia" (alas con bordes discontinuos).
El marcador Ser, es también letal en condicién homocigota, por
lo que la descendencia de la linea estd formada por individuos
heterécigos para los marcadores flr' y Ser (Fig. 11), es decir,
individuos f1r'/TMSer (Lidsley y Zimm 1992).

C) ORR1 y ORR2: Estos marcadores estan presentes en el primero
Y segundo cromosoma de la linea Oregon R(R}, y presentan una
mayor actividad metakSlica dependiente del complejo microsémico
P-450 (Frélicn y Wiirgler, 1989), el incremento de su capacidad
metabdélica se debe al gene RI, ubicado en el cromosoma 2, a
65.0 unidades de mapa.
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Es importante mencionar gque estos marcadores son Y25 que se
observan cuando se analizan los resultados, determindandose cada
clén de acuerdo con los siguientes criterios (Graf et al.
1984):

1) Ubicacién en el ala.- Debe anotarse de acuerdo con el sector
del ala predeterminado en un mapa, donde la regién distal queda
dividida en siete secciones: A,B,C,C’,D,D’ y E (Fig. 12,
Garcia- Bellido y Merriam, 1971).

2) Tamafio de las manchas.
a) Pequefias de 1 o 2 células afectadas.

b) Grandes con 3 o mas células afectadas.

3) Fenotipo de mancha.
a) Pequefias simples con fenotipo mwh o flr’.
b) Grandes simples con fenotipo mwh o flr’.
c) Dobles o gemelas con fenotipo mwh y flr' en un area
adyacente.

REGISTRO DE DATOS

Cuando una larva es tratada con algin compuesto, podemos
evidenciar su efecto genotéxico al analizar las estructuras de
la mosca adulta, en este caso, 1 .s alas. De las cruzas
desarrolladas en ercte trabajo, se produjeron dos tipos de
descendientes: los gque presentan alas de tipo "serratia”
(mwh/T¥3,Ser) y los que presentan alas normales (mwh/flr’), en
este caso s6io se analizaron las del tipo normal.

El andlisis se 1llevé a cabo en un microscépio Hptico marca
Zeiss a 40x aumentos analizando ambas superficies del ala.

El total de manchas se analizan por separado. Sin embargo, se
debe considerar que aunque la mayoria de los clones grandes son

continuos, algunos pueden presentar interrupciones cdzbido a la
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separacién parcial de 1las células del clon durante el
desarrollo por presiones tisulares o movimientos
independientes. Por 1lo tanto, se contabilizan como clones
independientes aquellos gque se encuentren separados por tres
hileras o mas de tricomas normales (Wirgler y Graf, 1990).

ANALISIS ESTADISTICO DEL SISTEMA SMART.

Frei y Wiirgler (1988) publicaron una comparacién de métodos
estadisticos para decidir a través de la prueba de mutagénesis
SMART-ala, los tipos de respuesta. Los métodos estadisticos
comparados fueron la prueba binominal condicional, la prueba de
X' para proporciones y un método alternativo basado en el
establecimiento de 1limites de confianza observados en las
frecuencias de mutacion.

En principio estos métodos son equivalentes y conducen a las
mismas conclusiones, por 1o que Frei y Wirgler utilizando el
método gque establece intervalos de confianza, generan el
software SMART versidén PC (sin publicar), que permite un manejo
mas 4&gil y wuna forma estandarizada en el reporte de los
resultados para esta prueba.

Este programa fue utilizado para el procesamiento de los datos,

cuyos resultados se presentan en el capitulo siguiente.
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RESULTADOS

TAMANO DE PARTICULA

Como se mencioné previamente, 1los primeros experimentos
realizados con particulas de zinalco de un tamafio entre 25u
Yy 50, resultaron ser téxicas para las larvas.

Después de sonicar las particulas, se observé dque los
tratamientos administrados no modificaban la viabilidad de las
mismas.

El andlisis de microscopia electrénica mostrd un tamafio de
particula promedio de 16um de largo por 5.9um de ancho (Fig.
13).

ACTIVACION NEUTRONICA

Los resultados de tres experimentos mostraron un incremento en
ppm de los elementos de la aleacién en las dosis de 4 y 16mg/ml
con respecto al grupo testigo.

Hubo diferencias significativas entre las cruzas esténdar y de
alta bioactivacidén de acuerdo al andlisis multifactorial de
varianza ANOVA (Statgraphics ver. 5.0) con un valor alfa=0.041
(Tabla 6, Fig. 14).

Comparando el grupo control con los de 4 y 16mg/ml, se observa
que hay un incremento de las concentraciones de los elementos
dependiente de la dosis, mateniéndose wuna diferencia
significativa entre las cruzas E y AB, de acuerdo al mismo
andlisis estadistico.
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Los resultados también muestran gue el zinc estd presente en
una mayor proporcién en ppm en las larvas tratadas, siguiéndole
el aluminio y cobre (Tabla 6, Fig. 14).

EVALUACION DEL ZINALCO MEDIANTE LA PRUEBA SMART

Con respecto a la valoracién genotdxica del zinalco por medio
del bioensayo SMART-ala, en las tablas 7 y 8, se presentan los
resultados obtenidos.

Los grupos testigos resultantes de cuatro experimentos
presentaron una frecuencia de manchas muy semejante, por lo que
fueron tratados como un grupo uUnico de 172 alas para la cruzas
E y 160 alas para la de AB.

Las manchas chicas fueron las md&s abundantes en todos los
tratamientos, con frecuencias de 0.250, 0.254, 0.314, 0.398,
0.450, para la cruza estandar, y de 0.214, 0.263, 0.313, 0.178,
0.350 y 0.750 para la cruza de alta bioactivacién en los
tratamientos de 1, 4, 8 y 16mg de zinalco por ml de agua
respectivamente (Tablas 7 y 8).

El testigo positivo (Cro,) produjo una frecuencia de manchas
elevada, siendo mas en la cruza E (0.937) que en la de AB
(0.750).

Para manchas grandes, gemelas y totales el comportamiento fue
muy semejante, y no se pudieron detectar diferencias
significativas para ninguno de los grupos tratados con zinalco.
Sin embargo, el tratamiento con tridéxido de cromo incrementd

significativamente la frecuencia de todos los tipos de manchas.
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El andlisis estadistico mostré un respuesta negativa en todas
las concentraciones de zinalco administradas en las larvas, no
habiendo diferencia entre las cruzas (Figs. 15, 16, 17 y 18;
Tablas 7 y 8).
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DISCUSION

Uno de los primeros problemas presentados para la valoracién
genotdxica del zinalco, radicd en el hecho de que el material
no es un compuesto soluble, por lo que fue necesaric preparar
una suspensidén lo mds homogénea posible pulverizando 1la
aleaciédn hasta formar particulas suficientemente pequefias que
permitieran su ingreso al interior de la larva.

Los resultados obtenidos demuestran que este tamafio de
particula no representa un riesgo desde el punto de vista
genotdxico, aunque haya sido mayor que los reportados por
Wagner (1974), Williams (1981b) y Delgado (1994).

Los primeros experimentos realizados con zinalco en D.
melanogaster, dieron como resultado la toxicidad en 1los
organismos, la diferencia entre estos experimentos y 1los
reportados en este trabajo fue basicamente el tamafio de
particula (25 a 50um) que resultd ser demasiado grande para las
larvas.

En linfocitos humanos, en dosis de 200mg de zinalco/ml de agua,
con un tamafo de particula menor a 5Sum, no provocaron efectos
téxicos ni genotdxicos a las células (Aguilar et al. 1994).

Varios autores atribuyen el dafio causado por particulas de
metal a diferentes factores y no solo al tamafio de las mismas,
como la composicién y accién quimica del metal, el peso y forma
de las particulas, entre otros (Hench, 1985). Pedley (1981)
menciona que el tipec de dafio también depende de la especie,
cepa o linea del organismo experimental, asi como del nivel
celular en el que se trabaje.
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Por otra parte, un aspecto importante para la ralizacién de las
pruebas de mutagenicidad, es la introduccién y permanencia del
zinalco en las larvas de D. melanogaster, a este respecto,
podia cuestionarse el ingreso del particulado y por lo tanto la
evaluacién adecuada de su genotoxicidad. E1 wuso de la
activacién neutrénica como una técnica muy validada nos
permitié evidenciar el ingreso y la persistencia del material
en ellas de acuerdo a los resultados obtenidos, reflejando un
incremento en los diferentes elementos componentes del zinalco
(Zn, Al, Cu) con respecto al grupo testigo. Este incremento fue
dependiente de la dosis, y mostrd una proporcién diferencial
entre los elementos gue la componen.

La relacién porcentual de los elementos no se mantuvo como se
presentan originalmente en la aleacién, es decir, del 78%, 20%
y 2% de Zn-Al-Cu respectivamente, sino que cambib esta relacién
a 96% para el zinc, 3% para el aluminio y 0.4% para el cobre.
Esto podria deberse a varios factores como la proporcién en que
se encontraban estos elementos en el sonicado cuando fue
administrado, por 1o tanto, al ingerir 1las larvas el
particulado, probablemente 1la mayor cantidad de polvos
ingeridos fue de zinc, ésto es posible ya que es el componente
mds abundante y si a esto sumamos que es el cuarto i6n metélico
en mayor proporcién en la Drosophila (Nelwiyn et al. 1983), su
porcentaje se incrementa.

Con respecto al aluminio y cobre, no se podria hablar de una
pérdida de estos elementos en las larvas via excresién.
Probablemente 1la razén sea la proporcién en la gque se
encontraban estos elementos en el sonicado al ser
administrados.

Considerando brevemente este aspecto, tenemos que el polvo de
zinalco proporcionado para su analisis genotéxico, fue tomado

de una placa con las proporciones ya conocidas de la aleacién,
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pero cabe mencionar que el 2% de cobre, no se encuen ra
distribuido uniformemente en ella, sino que se encuentra
embebido en ciertas partes de la misma, por lo que fue muy
posible que el porcentaje de cobre en el polvo, desde un
principio haya sido menor. Ademds caba la posibilidad de
pérdida de los elementos (aungue sea en ura minima proporcién)
por el continuo manejo del polvo (durante el sonicado, 1la
administracién, etc.).

Por tal motivo, se propone para posteriores ensayos un andlisis
cuantico de los elementos en el sonicado.

Otro aspecto de discusién serian los mecanismos necesarios para
la absorcién gastrointestinal, que dependen, como se vidé con
anterioridad, de las caracteristicas fisicas y quimicas del

material.

Estudios previos muestran que bajo condiciones extremas de
corrosién, el comportamiento de la aleacién es el tipico de
cualquier material expuesto a estas pruebas. Es decir, forman
una capa de 6xidos que recubren el material, en el caso del
zinalco fue de Al,0, x H,0O (Genesc& y Uruchurto, 1994).

Otro factor gque controla la ingestién, almacenamiento vy
excresién de metales en invertebrados terrestres estableciendo
una tasa de asimilacién y toxicidad es 1la anatomia del
intestino.

Al respecto, se ha demostrado en dipteros, que el intestino
medio es el sitio principal de almacenamiento de metales como
el cadmio y cobre (Tabla 9) (Aoki et al. 1984), siendo ademas
el principal sitio de secrecién de enzimas y de absorcién de
productos de digestién. Por su parte, el zinc es almacenado en
los tibulos de Malpighio (Fig. 19, Tabla 9) (White y Rainbow,
1985) .
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Estudios realizados por diferentes autores muestran que algunos
metales como el hierro, cobre y el zinc, entre otros, son
absorbidos por las células del intestino medio siempre que el
pH del tracto sea igual o menor a 4.0 (Fig. 19) (Hopkin, 1989).
En Drosophila melanogaster se ha encontrado en el intestino de
larvas un pH menor a 3.0 (Graf, comunicacién personal). De
cualquier forma, el material permanecié6 dentro de la larva
durante el periodo de desarrollo larvario, permitiéndo en tal
caso, realizar su evaluacién genotéxica.

Esto nos sugiere que 1los iones met&licos liberados por el
zinalco en su paso a través del tracto gastrointestinal de la
larva, si la aleacién fuera descompuesta en sus elementos
originales, probablemente serian absorbidos por los microvilli
de la pared intestinal (Terra y Ferreira, 1981).

Si bien, la técnica evidencié la presencia del zinc, aluminio
y cobre dentro de las larvas tratadas demostrando su ingestién,
esta prueba no determina si el zinalco se encuentra como tal o
si ha sido descompuesto en sus componentes.

Por lo tanto, podemos asegurar que el zinalco fue ingerido por
las larvas, pero no sabemos si éste permanecié como tal o la
evaluacidén se hizo a los productos generados por el metabolismo
de la larva, de cualquier manera, es de esperar gue al menos

una parte del producto haya permanecido intacto.

Si tomamos esto en cuenta y observamos los resultados obtenidos
con el bioensayo SMART~ala, podemos asegurar que este bioensayo
es sensible y que las condiciones a las que se llevaron al cabo
los experimentos fueron adecuados puesto gque el testigo
positivo mostré una frecuencia significativa de manchas
pequefas, grandes, gemelas y totales como se esperaba. Sin
embargo, la frecuencia de manchas encontrada para los grupos

tratados con zinalco fue similar a la frecuencia encontrada en
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el grupo testigo, sin importar 1la dosis de zinalco
administrada.

Esto nos sugiere que el tratamiento fue innocuo desde el punto
de vista genotéxico.
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CONCLUSIONES

1.- El zinalco administrado por via oral utilizando el tamafio
de particula obtenido por sonicacién, no resulté téxico a
ninguna de las dosis administradas.

2.~ Mediante la técnica de activacion neutrénica se pudo
demostrar que las larvas tratadas con las diferentes dosis de
zinalco fueron capaces de ingerirlo puesto gque al hacer el
andlisis se puso en evidencia un incremento en los contenidos
de zinc, aluminio y cobre.

3.- El1 zinalco no mostrd ninguna actividad genotéxica tanto en
la cruza E como en la AB. Sugiriendo que en las condiciones a
las que se li:varon al cabo los experimentos no actué como
mutdgeno directo ni como mutageno indirecto.

4.- Sin embargo, como ocurre para todos los sistemas de prueba,
los resultados de esta valoracién deben ser siempre confirmados
con los resultados obtenidos en otros sistemas para poder
definir adecuadamente el perfil genot6xico de la aleacién.

Dentro de las perspectivas de trabajo con zinalco, se pretende
evaluar in vivo la genotoxicidad de los productos de corrosién
ya determinados, porque no se ha descartado la posibilidad de
que éstos causen dafio genético a largo plazo.

40



Tabla 1. Concentracidn de los elementos en la corteza terrestre

Yy en tejidos de vertebrados (Williams, 1981).

EN LA CORTEZA EN TEJIDOS
ELEMENTOS TERRESTRE DE VERTEBRADOS
(PPM) (PPM)
MAYORES
Calcio 36,300 15,000
Sodio 28,300 1,500
Potasio 25,900 2,000
Magnesio 20,900 500
Azufre 5,200 2,500
Fésforo 1,200 10,000
Cloro 200 1,500
MENORES
Silicio 280,000 120
Hierro 53,000 70
Manganeso 1,000 0.2
Fluor 700 2-400 (a)
Cromo 200 0.2
Vanadio 110 0.1
Niquel 80 0.1
Zinc 65 100
Cobre 45 2
Cobalto 23 0.05
Yodo 6 0.3(b)
Estano 3 1
Arsénico 2 0.05
Molibdeno 1 0.2
Selenio 0.1 0.5
NO ESENCIALES
Aluminio 18,000 1
Titunium 4,400 0.2
Boro 20 0.5
Plomo 15 0.5
Mercurio 0.5 0.2
<admio 0.2 0.1
Plata 0.1 0.01
Berilio 0.01 0.001
oro 0.005 0,001

(a) El nivel alto corresponde en los tejidos mineralizados.

(b) La mayoria est& contenido en la tiroides.
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Tabla 2. Elementos Esenciales comunes en vertebrados.
(Underwood, 1977)

ELEMENTOS MAYORES ELEMENTOS MENORES
Hidrégeno Fluor
Carbono silicio
Nitrégeno Vanadio
Oxigeno Cromo
Sodio Manganeso
Magnesio Fierro
Foésforo Cobalto
Azufre Niguel
Cloro Cobre
Potasio Zinc
Calcio Arsénico

Selenio
Molibdeno
Estaiio
Yodo
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Tabla 3. Propiedades Fisicas del Zinalco
(Torres-Villasefior et al. 1990}

Temperatura de Fusion ..........ccve0.. 421 a 481 C I
Densidad ..........ccocevn. s aeeseaanns 5.5 g/cc

Médulo El&stico ...... ressrcecerve o 110-130 GPa
conductividad Eléctrica ..... e aaeeas 37%  *

Conductividad Térmica ............00.., 37% *
Coef. de Expansidén Térmico ............ 25 m/mk

COLOT s.ivvvsvernvessasssnnsseeaneneeses.. Blanco grisaseo

* mayor que la del cobre
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Tabla 4. Propiedades Mecanicas del Zinalco

(Torres-Villasefior et al. 1990)

Fundicién Fundicién Extruido

en arena inyeccién 270-300°C | Laminado
Re .istencia a
la tensién 290-300 310~320 380-410 270-290
(MPa)
Esfuerzo de
cedencia 280-300 290-310 280-320 300-310
{MPa)
Def. Maxima % 3~5 8-10 30-35 80-100
Dureza (Rb) 50-55 60-65 40-55 25-30
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Tabla 5. Rango de sensibilidad de técnicas analiticas para

determinar metales (Matsumoto y Fuwa,

1986) .

METODO

LIMITE DE

O N

Espectrometria de absorcién atémica:
flama
sin flama

Espectrometria de emisién por conduccién
Andlisis por activacién neutrénica
Fluorescencia de rayos x:

energia dispersiva
longitud de onda dispersiva

DETECCTI

ng g’
ng g’

ng g'
ng g'
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Tabla 6. Analisis de varianza gque muestra las diferencias
significativas con respecto a las ppm encontradas entre
el Zn-Al-Cu, las concentraciones y las cruzas.
(andlisis de varianza multifactorial ANOVA, P=0.05

NIVEL DE
ANALISIS SUMA DE CUADRADOS VALOR DE F SIGNIFICANCIA
CRUZAS 6.6215 4.393 0.0414
METALES 1.4503 4.811 0.0125
CONCENTRACION 1.2975 4,304 0.0191
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Tabla 7. Frecuencias de manchas obtenidas en las alas de D.
melanogaster en presencia de zinalco en la cruza

estandar.
Conc. No. CHICAS GRANDES GEMELAS TOTALES
(mg/ml) ALAS (1-2 CEL) (>2 CEL.)
m=2 m=5 m=5 m=2

0 172 | 0.348- (60) 0.040- (7) 0.011- (2) 0.401- (69)

1 40| 0.250- (10) |o0.125- (5) | 0.000i (0) ]0.375- (15)

2 118 | 0.254- (30) 0.067- ({8) 0.016- (2) 0.337- (40)

4 124 | 0.314- (39) 0.032- (4) 0.048- (6) 0.395- (49)

8 108 | 0.398- (43) 0.064- (7) 0.000i (0) 0.462- (50)

16 40| 0.450~ (18) 0.000i (0) 0.025- (1) 0.475- (19)

Cro, 160 | 0.937+(150) 0.425+(68) 0.187+(30) 1.612+(258)

Diagnosis estadistico de acuerdo con Frei y Wirgler (1988).
+=positivo, -=negativo, i=no concluyente, m=factor de
multiplicacién.
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Tabla 8.

Frecuencias de manchas obtenidas en las alas de D.
melanogaster en presencia de zinalco en la cruza de
Alta Bioactivacioén.

conc. No. CHICAS GRANDES GEMELAS TOTALES
(mg/ml) ALAS (1-2 CEL.) (>2 CEL.)
m=2 n=5 m=5 m=2
0 160 ] 0.293~ (47) 0.050- (8) 0.006- (1) 0.350- (56)
28 1 0.214~ ( 6) 0.107- (3) 0.000i (0) 0.321- ( 9)
1
2 114 | 0.263~ (30) 0.061- (7) 0.017- (2) 0.341- (37)
4 118 | 0.313- (37) 0.017~ (2) 0.020- (4) 0.364- (43)
8 28| 0.178- ( 5) 0.143- (4) 0.000i (0) 0.321- { 9)
16 40 | 0.350~ (14) 0.050~ (2) 0.000i (0) 0.400- (16)
Cro, 120 | 0.750+ (90) 0.266+(32) 0.116+(14) 1.133+(136)

Diagnosis estadistico de acuerdo con Frei y Wirgler (1988).
+=positivo,
multiplicacién,

-=negativo,

i=no
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Tabla 9. Distribucién de zinc y cobre en dipteros de diferentes
edades con una dieta de sacarosa (control),
complementada con 500ug g' peso humedo de sulfato de

zinc o cobre.
(De Sohal y Lamb 1979, tomado de Hopking 1989).

Concentracién de Zn (ug g' peso humedo)
Edad Tdbulos de Intestino
Dieta (dias) Malpighio Medio Resto del cuerpo
Control 1 0 0 4
10 0 o 7
17 0 0 11
25 o 0 7
500ug g’ 1 40 2 41
Zn SO, 10 77 4 55
17 105 1 70
25 182 11 B4
Concentracién de Cu (ug g' peso humedo)
Control 1 4 3 :
10 4 24 22
17 5 40 26
500ug g 1 5 6 7
Cuso, 10 8 59 45
17 14 77 35
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EFECTOS DE LA MUTACION EN EL ORGANISMO
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Fig. 4. Ciclo de vida de D. melanogaster que nuentra el desrrollo
de las estructuras de los o6rganos del adulto.
(Tomado de Ramnos et al. 1993)
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Los discos imagales de Drosophila melanojaster daran
lugar a las diversas estructuras del adulto por una serie
de divisiones mitéticas (Gilbert, 1990. Tomado de Ramos

et al. 1993)
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Zinalco en polvo Lineas progenitoras, ,8,C
Cruzas progenitoras
Sonicacion del zinalco linea f x Iinea C
linea B x Iinea C
Microscopfa electrinica tbtenclm de larvas

TRATAHIENTO-_IG——J

Exposicion crmlca via oral a larvas
de 72 hrs. ~ Activacion
L ¥ Neutrdnica
Desarrol lo a estado adulto

Conservacion en alcohol al ¢/,

Montaje de las alas de los individuos
heterocigos en preparaciones permanentes

ANALISIS MICROSCOPICO

49 alas por tratamiento en un microscopio
dpticoa 40 x

ANALLISIS ESTADISTICO

Prueba SM AR T

rd
Fige. & Cronograma del metodo
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Cruzas: A) vv Flr'/TM3,Ser x B) 7 mwh/mwh

B) ¥YvY ORR1/ORR1;ORR2/ORR2;Flr'/TM3,Ser x C) oo mwh/mwh

Edad de las larvas al tratamiento: 72 hrs.

Compuesto: ZINALCO

Tratamiento: CRONICO VIA ORAL

Gpo. Control: 5ml DE AGUA EN 1.5g DE MEDIO SINTETICO

PARA D. melanogaster.

Gpos. Experimentales: 1, 2, 4, 8 y 16émg/ml de agua

Repeticiones: 3

Analisis Microscoépico: SE ANALIZARON LAS ALAS A 40x Y SE
REGISTRO EL NUMERO, TIPO Y TAMANO
DE MANCHA POR ZONA.

Andlisis Estadistico: PROGRAMA DE COMPUTO SMART (FREI Y
WURGLER 1989)

Fig. 7. Caracteristicas del Protocolo



Fig. 8. Fenotipo del marcador mwh

(20mm: 10um) 40KV
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Fig. 9. Fenotipo del marcador flr'
(lomm:1lum) 40KV
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Fig. 10. Mancha alar con el fenotipo flr
(20mm:10um) 40KV

59



Mantenimiento de la
linea de hembras: flr'/TM3,Ser

f1r TM3, Ser
flr/flr f1r'/TM3, Ser
flr
LETAL Serratia
£lr'/TM3, Ser TM3,Ser/TM3, Ser
TM3, Ser
Serratia LETAL

Fig. 11. Esquema de letales balanceados en la cruza
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Fig. 12. Secciones en gue se divide el ala de D. melanogaster.
(Garcf{a-Bellido, 1371)



Fig. 13 Fotomicrografia del zinalco sonicado
durante 3h. 1000¥%
(M0mem : 100 )
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CONCENTRACION (ppm)

CONCENTRACIONES (PPM) DE
Zn, Al Y Cu EN LAS LARVAS DE
LAS CRUZASE Y A.B.

£
f. ae. LINEA

METAL/DOSIS (mg/mi) 4 16

FIG, 14
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Fig.17 Frecuencia de manchas gemelas en
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Fig.18 Frecuencia de manchas totales en
las cruzas E y AB
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Fig. 19 Diagrama del intestino de Lucilia cuprina
larva (Diptera), mostrando el pH del intestino
y las regiones de absorcién de Fe y Cu.
(Hopkin, 1989)
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APENDICE A

MATERIALES UTILIZADOS PARA:

Determinacidn del tamafio de particula:

-Zinalco en polvo, proporcionado por el Instituto de
Investigaciones en Materiales de la UNAM.

-Aparato sonicador LR técnica alemana 115v, 60 ciclos.

-Microscépio electrénico de barrido marca Joel. IIMUNAM.

Andlisis por activacién neutrénica:

-Reactor Triga Mark III, tipo piscina

Prueba de genotoxicidad:

~Medio de cultivo para Drosophila (Rodriguez-Arnaiz y Ramos,

Aislamiento de hembras y machos:
-Microscépio de diseccién
-Eterizador

~Agujas de diseccién

-Tubos homeopaticos (35m!) con medio de cultivo

Colecta de huevos:

-Frascos de 250ml con medio de cultivo

Colecta de larvas:
-Embudo de separacidn
-Embudo de plastico
~Tela de malla
~Piceta

~Sogporte universal
-Pincel

~Vaso de precipitado de 100ml

1992)



Tratamiento:

~Zinalco sonicado

-Triéxido de cromo (Sigma, México)

-Tubos homeopaticos con medio sintético para Drosophila (Carolina
Biological Supply Co.)

Montaje de alas:

-Microscopio de diseccién

-Agujas de relojero

-Portaobjetos y cubreobjetos
~Solucidn Fauré (Graf et al. 1984)
-pesas de 250g
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APENDICE B

Concentracién de los elementos en la corteza
terrestre y en los tejidos humanos.
Elementos esenciales comunes en vertebrados.
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