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RESUMEN

El 4cido cafeico (AC) es un compuesto natural presente en la dieta humana
principalmente en productos de origen vegetal y en actual controversia por sus efectos
ya que se ha reportado como no genotdxico, antigenotdxico, genotdxico y cancerigeno.
La prueba SMART evalda la genotoxicidad originada por la exposicién a un quimico.
El objetivo del presente trabajo fue valorar la actividad genotdxica de concentraciones
altas de AC en la cruza Bioactivacion Elevada de Drosophila melanogaster con
SMART en ala. Se realizaron tres experimentos independientes utilizando
concentraciones de 57.8, 173 y 289 mM de AC. Los resultados muestran que el AC
presentd un efecto genotéxico débil en las concentraciones 57.8 y 173 mM
obteniéndose una frecuencia estadisticamente significativa s6lo en manchas pequefias,
lo cual sugiere que el AC pudiera tener efectos aneuploidogénicos y citostaticos. Por el
contrario, la concentraciéon 289 mM no causé efecto genotéxico. Estas observaciones
nos permiten sugerir que el AC es un promutdgeno o un mutigeno directo con efectos
citotoxicos. Se sugiere utilizar la cruza Estdndar que presenta niveles regulados de

citocromo P450 para poder confirmar estos resultados.



INTRODUCCION

Durante su evolucidn y su vida los organismos estdn sometidos a distintas presiones,
factores que pueden ser de tipo ambiental, biol6gico o quimico. Ante esto los

organismos deben reaccionar, adaptarse o perecer (Renzoni et al., 1993).

Actualmente los seres humanos se exponen a un sinnimero de productos industriales
sintéticos que se han venido a afiadir a los de origen natural y que se utilizan como
aditivos de alimentos, cosméticos, medicamentos, productos de limpieza, plaguicidas,

fertilizantes, u otro tipo de sustancias extrafias (xenobidticos) (Vogel, 1991).

El monitoreo de la contaminacién por andlisis directo de los agentes quimicos requiere
de gran precisién y conocimiento del contaminante a verificar, ademads, su evaluacién

estd limitada por la sensibilidad y especificidad del método utilizado.

Entre las sustancias con efecto téxico merecen destacarse aquéllas que por su estructura
son capaces de interactuar con los 4dcidos nucléicos, presentando una posible actividad
mutagénica y/o cancerigena. La toxicidad que afecta al material genético y que
manifiesta una expresion retardada en el tiempo se denomina genotoxicidad (Hofnung y
Quillardet, 1984). Algunas sustancias genotdxicas son cancerigenas, capaces de
incrementar la tasa de aparicion de tumores cancerosos, otras son recombinogénicas, y
algunas otras son mutigenos, es decir, capaces de incrementar la tasa de mutacion.
Algunas de estas dltimas se pueden clasificar como promutagenos, ya que necesitan ser
activados por determinadas enzimas como los Citocromos P450 (CYP450) (Figura 1)
para en algiin momento ocasionar dafios a moléculas como ADN vy proteinas al unirse

covalentemente a ellas (Figura 2) (Cérdaba, 2001; Murray et al., 1992).
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Fig. 1. Estructura del Citocromo P450 (Tomado de www.mogensgallardo.com/p450/estructu.html).

Los CYP450 constituyen una superfamilia enzimética involucrada en el metabolismo
oxidativo de compuestos endogenos como esteroides, acidos grasos o vitaminas
liposolubles (A y D) y en el metabolismo de xenobidticos entre los que se encuentran
muy diversas drogas, cancerigenos, pesticidas, alcaloides, entre otros (Figura 3)

(Santiago et al., 2002).
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Fig. 2.Esquema del metabolismo de una droga (R) cuando entra en una célula: Una vez que ha penetrado en la célula, tanto la droga
no metabolizada como su metabolito pueden ejercer un efecto beneficioso actuando sobre su diana terapéutica o por el contrario
pueden llegar a ser toxicos como consecuencia de una perturbacion en el ciclo celular o por la formacion de uniones covalentes con
acidos nucleicos o proteinas (Tomado de Santiago et al., 2002).
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Fig. 3. Hidroxilacién de una droga liposoluble por accién del citocromo P450. El producto R-OH aumenta la solubilidad en agua,

facilitando su excrecién (Tomado de Santiago et al., 2002).

Se ha demostrado experimentalmente que existe una correlacién positiva entre agentes
genotodxicos y cancerigenos (Purchase, 1982). No todos los agentes que contribuyen al
desarrollo de cdnceres humanos son genot6xicos. Un posible mecanismo de accién para
estos cancerigenos no genotdxicos consiste en su capacidad de interferir con los
mecanismos de reparaciéon del ADN o de incrementar la respuesta mutagénica a otros
agentes, motivo por el cual se les suele designar con el término de comutigenos

(Rossman, 1986).

La Genética Toxicoldgica estudia los dafios al dcido desoxirribonucléico (ADN), acido
ribonucléico (ARN) y proteinas. La informacién genética se encuentra en el ADN,
manteniéndose, replicindose, y transmitiéndose a las generaciones sucesivas con alta
fidelidad. El dafio a éste puede ocurrir a través de procesos bioldgicos normales o por el

resultado de la interaccién con algiin agente fisico o quimico (Young, 2002).

Los xenobidticos pueden dispersarse en el medio ambiente y producir efectos directos o
indirectos sobre el hombre y los animales, incluso a bajas concentraciones. Esto obliga a
la adopcidn de estrictas medidas de control, siendo imprescindible la realizacién de
pruebas de determinacién de genotoxicos y/o cancerigenos de todas las sustancias
quimicas de uso frecuente, asi como de mezclas complejas presentes en el medio

ambiente debidas a la actividad humana.



Los estudios epidemioldgicos sirven para determinar agentes especificos asociados con
una determinada ocupacién laboral y el riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer.
No obstante, estos métodos de deteccion de sustancias genotdxicas presentan también
algunas desventajas debidas principalmente a la naturaleza no experimental de la
investigacion. Existen diferentes tipos de marcadores bioldogicos como también
numerosos ensayos donde se emplean a diversos organismos como elementos de
investigacion para determinar el potencial genotéxico de una sustancia quimica o
muestra ambiental. Entre los ensayos de genotoxicidad con organismos superiores en
los cuales se pueden citar el ensayo de intercambio de cromdtidas hermanas en peces o
el ensayo de determinacidon de microntcleos en los linfocitos periféricos de larvas de
anfibios de los géneros Pleurodeles o Xenopus. También, un vegetal como la cebolla
(Allium cepa) ha sido empleado en un ensayo de determinacion de la genotoxicidad en
el que se investigan parametros citolégicos como el indice mitético, aberraciones
cromosOmicas, aneuploidia y mitosis. Los ensayos con células de mamiferos, roedores
fundamentalmente, son asimismo muy dtiles en la prediccién de mutagénesis celular

(Forni y Bertazzi, 1987). Estos son sélo algunos ejemplos de los muchos que existen.

Frente a estos ensayos cldsicos de determinacién de toxicidad a nivel genético, la
tendencia actual es el empleo de ensayos a corto plazo ya que éstos tienen la ventaja
econdmica y el empleo de grandes poblaciones en los ensayos. La mayoria de estos
utilizan como elementos de experimentacion a microorganismos, sobre todo bacterias, y

a cultivos celulares al igual que insectos como Drosophila (Venitt y Perry, 1984).

El uso de plantas con fines terapéuticos se remonta practicamente desde la prehistoria
hasta nuestros dias. Este conocimiento empirico se denomina Etnobotédnica (Popoca et
al., 1996). Esta medicina herbolaria tradicional tiene dos aspectos: El primero, muy
positivo, consiste en que a través de la historia de la humanidad e incontables
experiencias empiricas realizadas por diversas culturas, se ha logrado una seleccién
sumamente valiosa de un conjunto muy importante de vegetales con definidas acciones
sobre la salud. En este proceso, se han descartado muchas plantas ya sea por ser toxicas
o inocuas. El segundo aspecto, un tanto negativo, ya que no pueden descubrirse las
sustancias (y sus mecanismos bioquimicos de accién) responsables de las actividades
terapéuticas. Restando solamente estas propiedades medicinales a los testimonios

personales, opiniones o creencias (Podolsky, 2001).



En el Estado de San Luis Potosi se utiliza de manera empirica como protector solar el
género Buddleja escordioides el cual contiene un principio activo conocido como
verbascosido (Figura 4) compuesto fenilpropanoico constituido por dos moléculas de
azucares enlazados por uniones éster ademds, de anillos aromaéticos (Avila—Acevedo,
2002). Sin embargo, la piel podria absorber el verbascésido y llegar a hidrolizarlo, ya
que en las células existen enzimas de la clase hidrolasas, cuya funciéon es la
transferencia de grupos funcionales al agua. En el caso del verbascésido, éste presenta
un enlace éster el cual es el sustrato en el cual la hidrolasa del tipo esterasa puede actuar
y ésta es la via por la que posiblemente este compuesto es hidrolizado en dos moléculas:
una es el 2 (3,4 dihidroxifenil) etanol y la otra es el acido cafeico (Avila—Acevedo,

2002).

Fig. 4. Verbascésido (Tomado de Avila-Acevedo, 2002)

El 4cido cafeico (AC) (Figura 5) es uno de los principales representantes de la familia
de los 4cidos fendlicos orgdnicos, principios activos de origen vegetal de potente
actividad biolégica. Estd involucrado en muchas acciones metabdlicas y de manera
natural se encuentra en muchos productos comestibles derivados de plantas, frutas,
condimentos y bebidas (té y café) consumidas por los seres humanos (VanBesien y

Marques, 2003). "‘

FORMULA: CoHgO4 PM: 180.2 J f

Fig. 5. Molécula del 4cido cafeico (Tomado de VanBesien |

y Marques, 2003) . : -‘ ,‘-



Existe gran controversia respecto a los efectos que puede provocar este compuesto ya

que Podolsky (2001) ha recopilado para este 4cido las siguientes propiedades:

- Proteccién del colageno y de la elastina (condiciones bdsicas para regenerar la piel a
partir de heridas, dlceras o quemaduras)

- Disminucién de la actividad mastocitaria (efecto antihistaminico) que es compartida
también por la quercetina.

- Inhibicion de prostaglandinas proinflamatorias (en especial sobre las que originan
inflamaciones crénicas).

-Efecto antiapoptético sobre las células endoteliales, es decir, un efecto frenador de la
muerte de las células que tapizan nuestro sistema circulatorio (citoproteccion).

- Actividad antioxidante (potente protector de los tejidos frente al dafio de los radicales
libres).

Aunque esta propiedad se encuentra en discusién ya que se comprobd que el acido
cafeico no confiere ninguna proteccion antioxidante en una concentracién de 100 uM
causando dafio al ADN (presentando un efecto genotoxico) (Szeto et al., 2002).

- Cancerigeno en pruebas con mamiferos provocando hiperplasia, papilomas, tumores y
carcinomas a una concentracion de 2 mM (Kaneko et al., 2002; Gao et al., 2000; Hirose

etal., 1997).

Drosophila melanogaster

La seleccion de un organismo especifico para realizar estudios genéticos depende de las

ventajas que éste presente para la realizacion de la investigacién deseada.

La mosca del vinagre Drosophila melanogaster (Figura 6) resulta un excelente
organismo eucaridtico para experimentacién en Genética. Tiene las siguientes ventajas:
1) ciclo vital relativamente corto (10-14 dias) a 25°C; 2) facil cultivo en botellas o tubos
de vidrio con un medio barato y sencillo de preparar; 3) gran fertilidad (una pareja
produce varios cientos de descendientes); 4) nimero cromosémico bajo (4 pares); 5)
gran nimero de caracteres heredables que afectan la morfologia del adulto y 6) gran
similitud genética con el ser humano ya que su genoma se encuentra totalmente

secuenciado por lo que ahora se sabe que mas del 60 % de los genes implicados en



enfermedades humanas tienen ort6logos en Drosophila y un 25.5% de sus proteinas son

similares en un 80% de sus secuencias (Adams, 2000; Goni, 1993).

Fig. 6. Drosophila melanogaster (Tomada de Ramos et al., 1993).

El ciclo de vida de Drosophila consiste de varios estadios de desarrollo distintos (Figura
7). Después de que el 6vulo es fecundado, ocurre un periodo de embriogénesis durante
el cual el cigoto se convierte en una forma inmadura conocida como larva.

Después de la eclosion, cada larva experimenta varias mudas. Cada muda permite un
incremento de tamafio hasta que la larva estd lista para transformarse en pupa.

La pupacién implica una muda y el endurecimiento de la nueva cuticula externa, de
modo que la pupa queda por completo encapsulada. El insecto sufre entonces una
metamorfosis completa. En este tiempo la mayor parte de los tejidos larvales degeneran
y otros se diferencian (discos imagales) para formar los 6rganos de la mosca

sexualmente madura (imago) (Villee, 1998).
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Fig. 7. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Tomada de Ramos et al., 1993).

Los discos imagales son bolsas epiteliales de alrededor de 20 a 50 células que
permanecen indiferenciadas durante el estadio embrionario; pero durante la
metamorfosis dan origen a estructuras que conformaran al organismo adulto tales como
antenas, patas, 0jos, alas, etc. (Figura 8). De tal manera que, si ocurriera dafio genético
en una de estas células, éste se expresara en el adulto, como un clon de células mutantes

en el tejido.
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Fig. 8. Discos imagales de la larva que en la metamorfosis se estimulan y diferencian para formar las estructuras del cuerpo del

adulto: antenas, ojos, patas, genitales externos, alas, etc (Tomado de Lawrence, 1992).

PRUEBA SMART

La prueba de mutacién y recombinaciéon somdticas (SMART, por sus siglas en inglés)
de Drosophila melanogaster es in vivo, con gran potencial de aplicacién en estudios de
genotoxicidad bdsicos y aplicados. En este sistema se utilizan marcadores fenotipicos
para los tricomas o pelos de las alas (SMART en alas) o para el color de los ojos
(SMART en ojos). Los marcadores utilizados son recesivos, por lo que las moscas

adultas tienen fenotipo silvestre (Graf et al., 1984).

Organismos transheterocigotos y heterocigotos para los marcadores fenotipicos de una u
otra version de SMART se exponen durante la fase larvaria al posible genotéxico de
interés. Si durante el desarrollo ocurren eventos como mutacién (Figura 9e),

recombinacion (Figura 9b y 9d), delecion o pérdida de material genético (Figura 9¢) y

10



no disyuncién (Figura 9f) en las células somdticas se puede producir pérdida de
heterocigosis produciéndose clonas mutantes que en el adulto se expresarin como
manchas mutantes en un contexto silvestre (Figura 10a, 10b y 10c). En ausencia de
retraso o muerte celular, el tamafio de la mancha es indicativo del nimero de divisiones
que transcurren a partir de la alteracion original, y el tipo de mancha puede indicar si el
evento genético que le dio origen es recombinacién u otro de los sefialados en la Figura
9 (Graf et al., 1984).

El diagndstico del efecto se basa en la comparacion del tipo y la frecuencia de las
manchas recobradas. Como en otros sistemas de prueba, es necesario que la informacion
proporcionada reduzca al minimo la probabilidad de resultados falsos positivos y falsos

negativos (Frei y Wiirgler, 1995).

Este ensayo combina dos pruebas estadisticas:

(1) Contra la hipétesis nula H,. En ésta se asume que el tratamiento
experimental no incrementa la frecuencia de dafio genético por encima de la
del control

(ii) Contra la hipétesis alterna Ha. En esta se asume a priori que un tratamiento
dado aumenta la frecuencia de dafio genético por un cierto multiplo de la
frecuencia en el control. El rechazo de Ha implica que la frecuencia en los
tratamientos estd significativamente por debajo de cierta frecuencia definida

por el investigador como el nivel de riesgo genotéxico minimo no aceptable.

El contrastar los valores contra un riesgo igual a cero es imposible, por lo que se definié
un riesgo minimo, en términos de un cierto multiplo p de la frecuencia espontidnea. En
trabajos con radiaciones, el concepto del doblaje de la dosis p= 2 se aplica
frecuentemente.

En SMART se utiliza m donde m = p

11
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Fig. 10a. Mancha sencilla mwh.
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Fig. 10b. Mancha sencilla fI

Fig. 10c. Mancha gemela.
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LINEAS Y MARCADORES

En esta prueba se utilizan tres lineas, “multiple wing hairs” (mwh/mwh), “Oregon-
flare” (ORR (1); ORR (2); flr’ / TM3, Bd') y “flare” flr’/TM3,Bd" con los siguientes

marcadores:

mwh (multiple wing hairs): Mutacion recesiva localizada en el brazo izquierdo del
cromosoma 3 (3-0.3). Su expresién fenotipica es un cambio en el nimero de

tricomas por célula (2-5) (Figura 11) (Graf y van Schaik, 1992).

v
v A
o

Fig. 11. Marcador genético mwh.

f1r’ (flare): Es una mutacidn recesiva que se expresa como tricomas mal formados
y cortos, con apariencia de flama o roseta de maiz. Estd localizada en el brazo
izquierdo del cromosoma 3 pero en una posicién mas préoxima al centrémero que el
marcador mwh (3-38.8). Se conocen alelos mutantes para este locus, todos letales
con condicién homocigética. Sin embargo, las células individuales homocigotas en
los discos imagales de las alas son viables y pueden producir clones mutantes en las

células del ala del adulto (Figura 12) (Graf et al., 1996).

il ]
';F"
-

Fig. 12. Marcador genético fIr.

Bd’ (Beaded-Serratia): Este alelo del locus Beaded, se localiza en el cromosoma 3

(3-92.5), fue originalmente llamado Serratia (Ser), se identifica porque las moscas

14



que lo poseen presentan muescas en el borde de las alas. Este marcador dominante
se utiliza para reconocer a las lineas flare y Oregon- flare; en condicién

homocigética también es letal (Figura 13).
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Fig. 13. Marcador genetico Bd".

TM3 (Third Multiple 3): Como los marcadores ﬂr3 y Bd’ son letales en homocigosis
las lineas flare y Oregon-flare presentan un cromosoma balanceador con tres
inversiones: dos paracéntricas (L y R) y una pericéntrica (L + R) que impiden
recuperar eventos no deseables, producto de la recombinacién meidtica y permiten

mantener las lineas con los marcadores letales en hetorocigosis..

La linea Oregon-flare fue construida por Frolich y Wiirgler en 1990. Presenta los
cromosomas 1 y 2 de la linea Oregon R(R) resistente al DDT. El cromosoma 2
acarrea la mutacién dominante Rst (2) DDT localizada en (2-65) que provoca la
expresion constitutiva de una proteina inductora de los genes Cyp. Los genes Cyp se
expresan en las enzimas del complejo enzimatico CYP450. Esta mutacién confiere
en consecuencia, no sélo resistencia al DDT e insecticidas organofosforados en
larvas y adultos, sino también el incremento general en el metabolismo xenobidtico,

permitiendo valorar la activacidn, in vivo, de promutdgenos (Saner et al., 1996).

15



CRUZAS
La cruza bioactivacion elevada (B.E.) se caracteriza por presentar los niveles
constitutivamente altos de CYPP450. Un ndmero de promutigenos incrementa su
genotoxicidad cuando se emplea esta cruza.
Esta cruza se realiza con hembras virgenes ORR(1);ORR(2); ﬂrj/ T™3, Bd y
machos mwh/ mwh (Graf y van Schaik, 1992).

La cruza estidndar (E), que presenta niveles regulados de los CYP450,
se realiza con las lineas, flare (flr3/TM3, Bd') y multiple wing hairs

(mwh/mwh)(Graf y van Schaik, 1992).

16



ANTECEDENTES

En el estudio del AC se han reportado diferentes acciones las cuales han puesto en
controversia respecto a los efectos de este compuesto.

Ensayos con roedores han demostrado que el AC presenta efectos cancerigenos
propiciando la aparicién de papilomas en estémago, adenomas en células renales e
incidencia de hiperplasia renal (Hirose et al., 1997).

Ademas, se han utilizado lineas celulares de roedores en las cuales se han obtenido
resultados de genotoxicidad, degradacidon de proteinas y &4cidos nucleicos y se ha
determinado la ruta metabdlica del AC (Gao et al., 2000; Moridani et al., 2002; Szeto et
al., 2002).

También se han reportado resultados negativos en las pruebas de Ames y SMART en
ala (Karekar et al., 2000; Ojeda, 2002).

Existen investigaciones con resultados sobre efectos protectores al dafio celular causado
por H,O, en combinacién con AC presentando caracteristicas quimiopreventivas y
antioxidantes (Nakayama, 1999; Yagasaki et al., 2000).

En las tablas I-III se resumen los resultados de los antecedentes ya mencionados. La
tabla IV muestra algunos de los alimentos que contienen AC, el consumo de éstos y las

concentraciones en las cuales presentan efectos cancerigenos y toxicos para roedores.
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Tabla I. Referencias con resultados positivos para AC.

ANO INVESTIGADOR TIPO DE ENSAYO RESULTADO
El 4cido cafeico
Efecto cancerigeno del 4cido | provoca un efecto
1997 Hirose et al. cafeico en ratas (2 mM). sobre la
cancerinogénesis.
Interaccién de células U937 | El 4cido cafeico puede
2000 Gao et al. de ratas tratadas con dcido | degradar las proteinas
cafeico (0.11 mM y 0.44 y los 4cidos nucleicos
mM). de las células.
Los resultados
o Ruta metabdlica del 4cido | muestran el camino de
2002 Moridani ef al. cafeico en hepatocitos de rata | la toxicidad y de la
(1 Mm). desintoxicacion.
2002 Szeto et al. Ensayo cometa (1ImM) Efecto genotdxico.

Tabla II. Referencias con resultados negativos para AC.

ANO INVESTIGADOR TIPO DE ENSAYO RESULTADO
Efecto antigenotoxico de El 4cido cafeico
2000 Karekar et al. dcido cafeico en la prueba de | presenta un efecto
Ames y Drosophila (0.25, 0.5 antigenotoxico.
y 1 mM).
Ensayo SMART en ala de | Respuesta negativa en
2002 Ojeda Drosophila. las tres
27mM, 81 mM y 135 mM). concentraciones
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Tabla III. Referencias con efectos protectores a dafio celular.

ANO INVESTIGADOR TIPO DE ENSAYO RESULTADO
Efectos protectores contra El 4cido cafeico
1999 Nakayama. dafios en células inducidos presenta efectos
por H,O; en células de rata antioxidantes.
(1 mM).
Efectos inhibitorios del acido Proteccion de
2000 Yagasaki et al. cafeico en invasion de células radicales libres a
cancerigenas. células
(1 mM). tratadas con acido
cafeico.

Tabla IV. Riesgo existente en el consumo de algunos alimentos que contienen AC.

Exposicion humana

diaria media

Concentraciones
correspondientes a
cancerigenos para

roedores

Concentraciones toxicas

para los roedores

Café 13.3g

23.9 mg (0.13 mM)

Lechuga 14.9¢

7.90 mg (0.043 mM)

Manzana 32g

3.40 mg (0.018 mM)

867 ug (0.48 mM)

297 mg (1.64 mM)

Papa 54.9¢g
Apio 7.95¢g
Zanahoria 12.1g

858 ug (0.47 mM)
374 mg (2 mM)
276 pg (0.15 mM)
240 pg (0.13 mM)

Ciruela 2g
Pera 3.29¢

(Tomado de Ames y Swirsky, 1999).

19



JUSTIFICACION

Este proyecto es parte de una investigacion realizada en conjunto por los Laboratorios
de Genética Toxicologica y de Fitoquimica de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
(UBIPRO), en el cual se evalia la actividad genotdxica del verbascdsido (principio
activo de un filtro solar natural) y de su producto a causa de su hidrélisis (AC).

El AC es un compuesto que puede encontrarse en un gran nimero de productos
naturales utilizados por el hombre: desde alimentos hasta productos comerciales como
el vino y en un protector solar.

Diversas investigaciones sobre sus efectos lo ha reportado como: no genotdxico,
cancerigeno, genotoxico y hasta antigenotdxico; por lo tanto se realizé la presente

investigacion para poder obtener resultados que apoyen algunas de las ya mencionadas.

HIPOTESIS

Si el AC en altas concentraciones tiene un efecto genotdxico, habrd diferencias
significativas entre las frecuencias de manchas del testigo negativo y los

experimentales.

OBJETIVO

Valorar la actividad genotdxica de concentraciones altas del acido cafeico (57.8 mM,
173 mM y 289 mM) en la cruza de Bioactivacion Elevada de Drosophila melanogaster

en SMART en ala.
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MATERIALES Y METODOS.

Se aislaron hembras virgenes de las lineas Oregon-flare (ORR(1);ORR(2); ﬂr3/ TM3, Bd )
y machos de la linea multiple wing hairs (mwh/mwh).

Se realiz6 la cruza de Bioactivacion Elevada durante 72 h en un cultivo de 5g de puré de
papa en hojuela hidratada con 20 ml de solucién conservadora (Dueiias et al., 2001). Para la
colecta de huevos se trasvasaron las moscas a frascos con medio de levadura activada
durante 8 hrs a 25 °C y 65 % de humedad. Posteriormente se recuperaron las larvas de 72
+/- 4 h de vida.

Las larvas se sometieron a un tratamiento crénico durante 48 hrs, con 2 ml de AC (57.8,
173 y 289) y dos concentraciones de uretano (10 y 20 mM) como testigo positivo, en viales
con 0.5 g de Medio Instantdneo Carolina (Carolina Supply Co.).

Los imagos se recuperaron 10 dias después de la colecta de huevos y se fijaron en alcohol
al 70 %. Posteriormente se disectaron las alas de moscas transheterocigotas con fenotipo
silvestre (mwh + / + fIr’) y se realizaron preparaciones permanentes con solucién de Faure
(30 g de goma ardbiga, 20 ml de glicerol, 50 g de hidrato de cloral y 50 ml de agua).

Se analizaron las alas de fenotipo silvestre en un microscopio Optico a 40X para cuantificar
el nimero, tamafo y tipo de mancha (Graf et al., 1984). Se analizaron 60 individuos por
tratamiento siendo el tamafio de muestra 6ptimo para la prueba (Frei y Wiirgler, 1995). Los
datos obtenidos se analizaron con el programa estadistico SMART PC-version 2.1,
desarrollado por Frei y Wiirgler en 1988, el cual se basa en la prueba no paramétrica de ji
cuadrada para proporciones (de una cola), con un grado de libertad y una probabilidad de
0.05.

Para corroborar los resultados no concluyentes obtenidos con SMART se utilizé la prueba
de U de Mann-Whitney y Wilcoxon con modificacién para una cola para datos
individuales. Se empled para ello el programa estadistico STAT graphics version 6.0. En
este caso, el diagndstico estadistico puede ser no significativo con probabilidades menores

o iguales a 0.05, 0.01 6 0.001.
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Propagacion y mantenimiento de las lineas Oregon-flare y mwh de Drosophila
melanogaster

!

Aislamiento de hembras virgenis Oregon-flare y machos mwh

Cruza BE
Hembras: ORR(1);ORR(2); fl¥’/ TM3, Bd’ X Machos: mwh/ mwh

!

Colecta de huevos durante (8h a 250C y 65% de humedad)

v

Recuperacion de larvas de (72 £ 4 h) de cruza BE

v
Tratamientos crénicos (48 h), de AC (57.8, 173 y 289 mM), con 3 repeticiones, testigo

negativo (agua) y positivo (uretano 10 y 20 mM), en tres experimentos independientes

!

Los imagos se fijaron en alcohol 70%

!

Preparaciones permanentes de las alas con fenotipo silvestre

!

Andlisis al microscopio 6ptico a 40X

!

Analisis estadistico SMART prueba de ji cuadrada para proporciones
y prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon.

Fig. 14. Diagrama de flujo de la metodologia para SMART en ala.
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Tabla V. Resultados obtenidos con SMART para AC

Frecuencia de manchas por individuo.
Diagnostico estadistico™™
Manchas Manchas Manchas | Manchas totales
Compuesto | Concentracion| Numero de | pequeiias grandes gemelas m=2.00
mM individuos | (1-2 células)| (> de 2 células) | m=5.00
m=2.00 m=5.00
Control 0.0 7445 0.55 (407) 0.13 (94) 0.05 (39) 0.73 (540)
Acido cafeico 57.8 61 0.82 ( 50)+ 0.07 (4) - 0.03 ( 2)- 0.92 ( 56)-
173 60 0.83 ( 50)+ 0.08 ( 5)- 0.05 ( 3)- 0.97 ( 58)-
289 60 0.57 (34)- 0.12 (7)- 0.07 (4)i- 0.75 (45)-
Uretano 10 9 40.22 (362)+ 14.33 (129)+ 4.67 (42)+ 59.22 (533)+
20 3 50.67 (152)+ 2.67 (8)+ 1.00 ( 3)+ 54.33 (163)+

*Diagndstico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988). Donde: m: Factor de multiplicacién i: indecisos; Prueba estadistica de una cola. Niveles de probabilidad de o y f; resultados
positivos: + (o = 0.05); resultados negativos: - (B = 0.05). * Prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon utilizada para corroborar los resultados indecisos por la prueba SMART (Frei y Wiirgler

,1995).

**Control histérico de la cruza B.E. del Laboratorio de Genética Toxicologica de la FES-Iztacala UNAM correspondiente a 30 experimentos independientes.
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Frecuencia de Manchas por Individuo

RESULTADOS

Acido Cafeico Cruza Bioactivacion Elevada (B.E)

0.9+ ORI

0.8

0.7

0.6

@0.0 mM
m57.8 mM
0173 mM
0289 mM

0.5+

0.4

0.3+

0.2

0.1

pequenas grandes gemelas totales

Tipo de Mancha

Fig 15. Frecuencia de manchas por concentraciéon de dcido cafeico. *Significancia en la

frecuencia de manchas para la prueba SMART.

La Figura 15 y la tabla V muestran las frecuencias de manchas por
individuo obtenidas al alimentar larvas de Drosophila melanogaster con
AC. Estos resultados se analizaron con el control histérico del testigo agua

para transheterocigotos de la cruza B.E. obtenida en el Laboratorio de
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Genética Toxicolégica de la FES-Iztacala con los resultados de 30
experimentos independientes. Las concentraciones 57.8 y 173 mM
resultaron estadisticamente significativos para manchas pequeias; la
concentracién de 289 mM vy el resto de los diferentes tipos de manchas no

resultaron estadisticamente significativos.

Considerando la posibilidad de que estos resultados fueran falsos positivos se aplicé la
prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon para discernir en los resultados no concluyentes
y comprobar los positivos. Con este estadistico se obtuvo que los resultados no
concluyentes fueron negativos y se comprobo la genotoxicidad de las concentraciones 57.8

y 173 mM para las manchas pequeiias.

La Figura 16 muestra la frecuencia y distribucién de clones mwh dependiendo del tamafio
por numero de células. Se encontré una diferencia estadisticamente significativa en las
manchas con 1 célula con las concentraciones 57.8 y 173 mM vy la ausencia de diferencias

estadisticamente significativas en la concentracién 289 mM.
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Acido Cafeico cruza Bioactivacion Elevada (B.E)
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Fig. 16. Distribucién de clones mwh por tamafio y frecuencia por exposicién a diferentes concentraciones
de AC. * Significancia de los clones de una sola célula utilizando la prueba de U-Mann-Whitney y
Wilcoxon.
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DISCUSION

Muchos alimentos de origen vegetal contienen compuestos de los que no se conocen los
efectos especificos después de ser metabolizados, un ejemplo es el AC cuyas propiedades
estdn en controversia (Auger et al., 2004; VanBesien y Marques, 2003; Nardini et al., 2002;
Podolsky, 2001).

El anélisis de la prueba SMART en ala mostr6 que el AC presenta un efecto genotdxico
débil en las concentraciones 57.8 y 173 mM y no existe una dosis-respuesta clara. La
grafica de frecuencias y distribucion del tamafio del clon mwh muestra que las manchas
pequenas de una célula presentan significancia estadistica, lo cual indica que el compuesto
podria ser aneuploidogénico (Frei y Wiirgler, 1995; Graf et al., 1984) y citostatico al inhibir
el crecimiento y la divisién celular (Martinez et al., 2002). Lo cual puede concordar con
Gao et al. (2000) quien utilizé hepatocitos de rata de la linea U937 tratadas con AC (0.11 y
0.44 mM) y obtuvieron resultados positivos al dafio en los dcidos nucleicos, y con Szeto et
al. (2002) que encontraron resultados positivos para el AC 1 mM en el ensayo cometa

presentando una actividad genotdxica y de dafio celular.

Por otro lado, Karekar et al. (2000) mediante SMART en ala, cruza E obtuvieron resultados
negativos para el AC (0.25, 0.5 y 1 mM) e incluso reportan una acciéon antigenotdxica
contra la aflatoxina B;. Ojeda (2002) también report6 resultados negativos con SMART en
ala en la cruza B.E., a concentraciones altas de AC (27, 81 y 135 mM). La diferencia de los
resultados de Ojeda y la presente investigacion puede deberse al nimero de organismos
estudiados, 55 individuos (110 alas) por tratamiento para Ojeda y 60 individuos (120 alas)
por tratamiento para este estudio, ya que al realizar una comparacioén de las frecuencias
obtenidas la diferencia es minima (ver apéndice). Lo que podria indicarnos que el efecto

genotoxico esta en el limite inferior de lo positivo.

En base a que el AC puede ser biotransformado en la Fase I del metabolismo xenobidtico

por enzimas de la familia de los CYP450 (Moridani et al., 2002; James y Roberts, 2000;
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Mckinnon y Evans, 2000) o por fenol monooxigenasas que se encuentran presentes en
bacterias, plantas, insectos y mamiferos (White, 1978) y peroxidasas, en algunos casos por
iones metélicos y oxigeno molecular transformédndolo en o-quinona (Bolton et al., 2000;
Kallel et al., 2004; Urios et al., 2003; Moridani et al., 2002). La o-quinona puede producir
aductos sobre la guanina en el N7 lo que puede generar una transversion de guanina a

timina (G-T) (Figura 17) (Bolton et al., 2000; Harvey et al., 2003).

ADUCTOS POR 0-OUINONA
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OH
“
0

Q
Aducto por depurinacion
Sitio apurinico
Transversionde Ga T

Aducto estable
Transversionde Ga T

Fig. 17. Formacion de aductos a causa de la o-quinona (Tomado de Bolton et al., 2000).

Los resultados positivos encontrados en este trabajo se pueden explicar de dos maneras
1. Mutageno directo. E1 AC pertenece al grupo de los dcidos fendlicos los cuales pueden

incrementar la genotoxicidad y lesionar al ADN por mecanismos mediados por especies
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reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que producen desaminacion,
rompimientos simples o dobles de los enlaces fosfodiester en la cadena de ADN,
entrecruzamientos entre cadenas de ADN y entre ADN y proteinas (Friedberg et al., 1995;
Duarte et al., 1999; Smith y Jones, 1999); ademas el AC se puede transformar en o-quinona
como consecuencia de la reduccién de la (NAD (P) H) sin intervencién de enzimas. En este
proceso se pierden dos electrones del AC, los cuales producirian ROS. Por otro lado los
radicales hidroxilo (OHe) que se encuentran en el AC pueden enlazarse con amidas del
grupo C=0 y ésto a su vez afecta a las proteinas causando plegamientos o estructuras de
forma helicoidal (Szeto et al., 2000; Gao et al., 2000), ademds estos radicales generan
multiples productos al unirse con las bases del ADN (Figura. 18) (Halliwell, 1999). Los
dafios causados por los mecanismos descritos serian directos y se esperaria que
incrementaran significativamente las frecuencias de manchas simples (pequeias y grandes)
y gemelas, lo cual no ocurri6 (Figura 19a). Aunque por otro lado un efecto directo se podria
ver reflejado con un aumento en la frecuencia de manchas pequefias, con respecto al
testigo, simpre y cuando este compuesto tuviera efecto aneuploidogénico y posteriormente
citostatico evitando la divisién celular (Figura 19b). Lo anterior apoyaria los resultados
mostrados en la tabla V y la Figura 15 donde se observa que la frecuencia de manchas

pequenas es estadisticamente significativa.
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Fig. 18. Modificacién de la guanina a causa del ataque de OHe (Tomado de Halliwell, 1999).
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2. Promutageno. Las frecuencias positivas en las manchas pequefias también se pueden
explicar si el dafio al ADN hubiera ocurrido en las células de los discos imagales al final de
la etapa larvaria (Graf et al., 1995). Como se mencioné anteriormente el AC también se
puede transformar en o-quinona con la reduccién de un electron por enzimas
mitocondriales o microsomales (CYP450/P450 reductasa) (Szeto et al., 2000),
posteriormente se establece el ciclo redox, el cual puede amplificar la produccién de ROS
oxidando el ADN (Figura 19c) (Bolton et al., 2000; Urios et al., 2003; Friedberg et al.,
1995).

Debido a que la cruza BE presenta altos niveles constitutivos de los CYP450s, deberiamos
encontrar incremento estadisticamente significativo en las frecuencias de manchas
pequenas, grandes y gemelas si la produccién enzimdtica de ROS estuviera relacionada
intimamente con el metabolismo xenobidtico del AC (Figura 19d). Sin embargo, esta
opcién no estd apoyada por los resultados que muestran un aumento en la frecuencia de

manchas pequeias.

La concentracion de 289 mM dio resultados estadisticamente negativos, esto puede
explicarse a que existié un bajo niimero de sobrevivientes, los cuales probablemente fueron

resistentes al agente quimico.

El testigo positivo (uretano 10 y 20 mM), presenta una frecuencia elevada en todos los tipos
de mancha como se esperaba, lo cual ayuda a verificar la presencia de los marcadores de la

cruza B.E. Estos resultados coinciden con los reportados por Frolich y Wiirgler (1990).

El AC mostré ser un genotéxico débil, lo cual es importante ya que se encuentra presente
en grandes cantidades en alimentos de origen vegetal como la manzana, café, ciruela, apio,
y en bebidas como el vino rojo. La exposicién diaria a este compuesto por la dieta fluctia
entre 200 a 800 mg, lo que depende del consumo y de los hédbitos alimentarios (Auger et
al., 2004; Nardini et al., 2002). Los métodos de la toxicologia clédsica indican que més de

50 % de la sustancias ensayadas a elevadas concentraciones son genotdxicas o cancerigenas
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para el animal de laboratorio lo cual es confirmado en este proyecto. La exposicién de un
organismo a las concentraciones ensayadas en este trabajo podrian ocurrir por dos caminos:
uno menos probable es la sobre-exposicion al compuesto y a sus reactivos intermedios. El
otro mds probable seria por la aplicacién continua o ingestiéon de productos de origen
natural. Un ejemplo de ello es el caso del verbascdsido, que se utiliza en el Norte de nuestro
pais como filtro solar natural y que al hidrolizarse libera una molécula de AC por cada una
del compuesto (Avila-Acevedo, 2002). Si se trata de sustancias cancerigenas y genotoxicas,
una sola molécula bastaria para provocar la mutacién de una célula, sin embargo, este
dogma puede ser discutido ya que todos los organismos poseen mecanismos de defensa
como: la transformacién metabdlica de la molécula responsable de las mutaciones, lo que
reduce su toxicidad y favorece su eliminacién; la inhibicién de la unién entre la molécula y
el material nucleico; los procesos diversos de la reparacion del ADN; la estimulacion de las
comunicaciones intercelulares que limitan la multiplicacién de células mutadas (Ames y

Swirsky, 1999).

Por el momento, no se puede dar una respuesta contundente sobre los efectos genotoxicos
del AC. Sélo el conocimiento completo de los mecanismos de accion de este dcido podrin
ayudar a tener una adecuada conclusion. Por lo tanto se recomienda continuar las

investigaciones con respecto a los efectos genotdxicos y el metabolismo del AC.
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PROMUTAGENO DIRECTO
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Fig. 19. Diagrama de las posibles rutas del AC después de la ingesta. a) dafio directo todo
tipo de manchas, b) dafio directo con manchas pequeiias, c¢) dafio indirecto manchas
pequeiias y d) dano indirecto todo tipo de manchas
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CONCLUSIONES

El AC presenta efectos genotdxicos débiles en altas concentraciones (57.8 y 173 mM) en la

cruza BE.

Los efectos genotdxicos débiles se presentan como un incremento estadistico significativo

de las manchas pequenas respecto al control agua pero muy por abajo del testigo positivo.

La presencia de manchas pequefias podria indicar que el AC es un promutidgeno o un
mutageno directo con efecto aneuploidogénico o citostatico. Se recomienda utilizar la cruza

E para corroborar lo anterior.



APENDICE

Frecuencia de manchas por individuos. Diagnéstico
estadistico*
Manchas Manchas Manchas Manchas
Investigador | Concentracion | Nimero de pequenas grandes gemelas totales
en mM individuos | (1-2 células) (mas de 2 células) m=5.00 m=2.00
m=2.00 m=5.00
Control 0.0 T44%%* 0.55 (407) 0.13 (94) 0.05 (39) 0.73 (540)
historico
Ojeda, 2002 27 55 0.60 (33) - 0.05 (3)- 0.05 (3)- 0.71 (39)-
Presente 57.8 61 0.82 ( 50)+ 0.07 (4) - 0.03 ( 2)- 0.92 ( 56)-
Investigacién
Ojeda, 2002 81 55 0.78 (43)- 0.11 (6)- 0.05 (3) 0.91 (50)-
Ojeda, 2002 135 55 0.78 (43)- 0.11 (6)- 0.02 (1)- 0.91 (34)-
Presente
Investigacion 173 60 0.83 (50)+ 0.08 ( 5)- 0.05 ( 3)- 0.97 ( 58)-
Presente
Investigacion 289 60 0.57 ( 34)- 0.12 (7)- 0.07 (4)- 0.75 ( 45)-

*Diagndstico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988). Donde: m: Factor de multiplicacién; Prueba estadistica de una cola. Niveles de probabilidad de o y 3; resultados positivos: + (o = 0.05);
resultados negativos: - (B = 0.05).
**Control histérico de la cruza B.E del Laboratorio de Genética Toxicologica de la FES-Iztacala correspondiente a 10 experimentos independientes
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