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RESUMEN

Se ha reportado que el brocoli (Brassica oleracea var. italica) previene o impide la
transformacion de células neoplésicas e promueve la desintoxicacion por induccién de las
enzimas de la fase II del metabolismo xenobidtico. Los brotes jovenes de este vegetal son
fuentes ricas y excepcionales en glucosinolatos, indoles, flavonoides, hierro, y vitaminas A,
C y E. Los glucosinolatos, son heterésidos mayoritariamente glucésidos que contienen
azufre. Dentro de éstos se ha reportado que uno de los principios activos mas importantes
debido a su concentracion es el sulforafano (200 pg/ 500 mg de brécoli). Algunos de estos
compuestos pueden ser insecticidas y en ciertos mamiferos pueden inducir hipotiroidismo y
bocio. En la cruza Bioactivacion Elevada (BE) de la prueba SMART en ala en Drosophila
melanogaster, el metabolismo xenobidtico dependiente de los citocromos P450 es
constitutivo y se desconocia si éste pudiera biotransformar a alguno de los componentes del
brécoli haciéndolo(s) genotoxico(s). Para valorar lo anterior se us6 brocoli comercial
liofilizado, sin control conocido de contaminantes quimicos agricolas (no organicos). Para
valorar el efecto insecticida se realizaron pruebas de toxicidad (CLsp) en las tres lineas
(flare, mwh y Oregon-flare) de D. melanogaster que se usan para SMART en ala, a 0, 25,
50, 100% de brécoli con respecto al Medio Instantdneo para Drosophila. La genotoxicidad
de esta Brassicacea se valor6 con SMART en ala (cruza BE) utilizando las mismas
proporciones de brécoli/ MIC descritas. Contrariamente al efecto insecticida reportado para
otro diptero, la mortalidad fue nula en todos los tratamientos y en todas las lineas por lo que
no se determind la CLsyp, En SMART en ala se encontr6 un efecto dosis respuesta
estadisticamente significativo presentado por la reduccion de la tasa de mutacién basal en
los tratamientos con 50 y 100 % de brocoli. Este resultado puede ser explicado: 1. Por la
accion de alguno(s) de los diversos componentes que contiene el brdcoli y que pueden
atrapar radicales libres (ROS) y/ o 2. Por la accién del sulforafano ya que éste interviene en
la fase II del sistema de desintoxicacion.



INTRODUCCION

Desde la década de los 80 ha habido notables avances en el drea de la Genética
Toxicoldgica. Las investigaciones en este campo han permitido el entendimiento del efecto
de las mutaciones en la estructura del ADN (Carnevale, 1992) que pueden ser de diferentes
tipos y magnitudes: si afectan al genoma somatico se perpetian solo en la clona
correspondiente a la célula que sufrié la mutacién original, mientras que si los gametos
participan, la mutacién se transforma en hereditaria a través de la reproduccién sexual

(Pérez, 1990).

Todos los dias los seres vivos estdn expuestos a agentes fisicos, quimicos y bioldgicos los
cuales son potencialmente téxicos y/o peligrosos y algunos de ellos estdn relacionados con

el inicio y la promocidn del cancer (Loomis, 1994; Vazquez, 1994).

Existen compuestos vegetales con efecto protector, que pueden ser capaces de intervenir
para impedir de forma directa o indirecta las alteraciones de los &4cidos nucleicos
presentando asi una posible actividad antimutagénica y/o anticancerigena. Estas sustancias

se pueden encontrar en plantas como la coliflor y el brécoli (Figura 1) (Talalay, 2001).



BROCOLI:

Fig. 1 Brocoli (Brassica oleracea var. italica)

El brocoli es originario de Asia Occidental y Europa. La palabra brécoli deriva del italiano
brocco, que significa brazo o rama y se refiere a un brote del repollo, mientras que brécoli
es el plural de broccolo refiriéndose a los numerosos retofios que se desarrollan en esta
forma de Brassica oleracea (Ross et al., 2000). El brécoli pertenece a la familia de las
brassicdceas y su nombre cientifico es Brassica oleracea, variedad italica. Es una planta
similar a la coliflor aunque la pella o cabeza que forma es mds pequeiia y estd formada por
un conjunto de yemas florales junto con sus pedinculos carnosos, las hojas son de color
verde oscuro, algo rizadas y festonadas, la raiz es pivotante con raices secundarias y
superficiales (Carlson, 1987). A diferencia de la coliflor puede producir otras pellas

pequeiias laterales que salen de las axilas de las hojas del tallo principal (Nestle, 1998).

El consumo de este vegetal no es elevado por varias razones: falta de hdbito alimenticio,
poca difusién y poco conocimiento de las caracteristicas culinarias y nutricionales. La parte

comestible, es la cabeza o pella (Nestle, 1998).

El brécoli fresco contiene 1.670 mg de fibra por 100 g de porcién comestible, el doble que
el apio. Es una buena fuente de vitamina A, C y E (Toporek, 1984). Una porcién de brécoli
proporciona 68% de las necesidades diarias de vitamina A y de 4dcido ascorbico (vitamina
C) correspondiente a un adulto. También brinda una cantidad considerable de hierro y otros
minerales. Ademads, es bajo en calorias, ya que 100 g de porcién comestible aportan tan

solo 26 calorias (Kall ef al., 1997).



Después de varios dias de refrigeracion el brécoli conserva las proporciones de tiamina,
riboflavina y 4cido nicotinico, de forma contraria pierde sus propiedades a temperaturas

altas (Mozafar, 2000).

El brécoli también es rico en indoles, flavonoides, glucosinolatos e isotiocianatos. Estudios
epidemioldgicos han demostrado que la ingestion en la dieta de cantidades considerables de
vegetales verdes con glucosinolatos e isotiocianatos proporcionan una proteccion natural
frente a agentes cancerigenos al inhibir la activaciéon de sustancias procancerigenas y
activar la accién de enzimas desintoxicantes (NADPH-Quinona reductasa y Glutation S-

Transferasa) (Clapper et al., 1997, Bradburne y Mithen, 2000).

Los glucosinolatos (Figura 2), también llamados heterésidos azufrados, son
mayoritariamente glucésidos, contienen azufre y se biosintetizan a partir de aminodcidos
diversos, lo que da lugar a diferentes estructuras quimicas. El enlace heterosidico se

produce en este caso entre la funcion reductora del aziicar y un grupo tiol (Stoner, 1999).
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Fig. 2 Estructura general de los glucosinolatos.

Un ejemplo de estos glucosinolatos es el sulforafano (Figura 3) (4-metilsulfinilbutil
isotiocianato) que estimula la produccién de enzimas del metabolismo de la fase II, las
cuales facilitan la excrecion de agentes xenobidticos del organismo. Estd reportado que 500

mg de brécoli contienen 200 pg de sulforafano (Nestle, 1997; Talalay, 1999).
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Fig.3 Sulforafano.

Otros estudios demuestran que los glucosinolatos de origen vegetal, cuyos productos
catabdlicos son los isotiocianatos, reaccionan con los grupos amino de la lisina
modificando de esta forma la estructura proteinica. Esta es una modificacién a nivel de la
tubulina de los axones, este tipo de dano es similar a la que se produce por otras vias como
en la neuropatia diabética y en la alcohdlica y por agentes quimicos. Esto puede
fundamentar bioquimicamente un posible efecto neurotéxico por la ingestiéon excesiva de

glucosinolatos e isotiocianatos en la dieta (Mainguet y Louveaux, 2000).

Los glucosinolatos son téxicos para algunos insectos y en ciertos mamiferos pueden inducir
hipotiroidismo y bocio, debido a la actividad antitiroidea de los isotiocianatos. Ademas,
pueden llegar a provocar aborto. Solamente algunas drogas con glucosinolatos e
isotiocianatos han sido y son empleadas en la industria farmacéutica (Giamoustaris y

Mitthen, 1995).

Actualmente los seres humanos estdn expuestos a un sinnimero de productos industriales
sintéticos como, alimentos, cosméticos, medicamentos, productos de limpieza entre otros
(Vogel, 1991). Aunado a todo esto la mayor parte de los vegetales que el ser humano
consume hoy en dia contienen gran cantidad de herbicidas utilizados para destruir plantas
indeseables (maleza) para la agricultura, inhibir o alterar su crecimiento e interferir y
malograr la germinacion de sus semillas (Gomez, 1993). Con frecuencia los dafios de los
herbicidas a la salud humana no se traducen en alteraciones sensibles e inmediatas, sino que

a la larga pueden producir sintomas téxicos de diagndstico dificil (Burroughs et al., 1999).



CITOCROMO P450

Una de las principales familias de enzimas implicadas en dicho metabolismo son los
citocromos P450 (CYP450), los cuales estdn formados por complejos de hierro-porfirina
conocidos como grupo hemo, que también constituyen parte integral de la hemoglobina, el
pigmento respiratorio de los globulos rojos (Nelson y Cox, 2001). Como otras
hemoproteinas poseen una parte proteinica (apoproteina) y un grupo prostético donde se
localiza el 4&tomo de hierro (Black y Coon, 1986), desde el punto de vista bioquimico, los

CYP450 se caracterizan por ser capaces de transportar electrones (Nelson y Cox, 2001).

Los CYP450 (Figura 4) estin involucrados tanto en el metabolismo oxidativo de
compuestos endogenos como esteroides, dcidos grasos o vitaminas liposolubles (A y D),
como en el metabolismo xenobidtico de diversas drogas, cancerigenos, pesticidas y

alcaloides, entre otros (Ortiz de Montellano, 1995).

Alfa-hélice

Fig. 4 Citocromo P450 (tomada de Kopplin, 2001)



El complejo enzimatico de los CYP450 estd distribuido en humanos, animales, plantas y
protistas (Black y Coon, 1986). En mamiferos se ha encontrado en gran variedad de
organos, gldndulas y tejidos, pudiendo destacar entre otros, rifiones, cerebro, testiculos,

mucosa intestinal, membrana nasal, garganta e higado (Gandhi et al., 1992).

En organismos eucariotas esta superfamilia enzimdtica ha sido detectada practicamente en
todas las membranas subcelulares examinadas, principalmente el reticulo endopldsmico liso

(Lee et al., 1981).

Los CYP450 funcionan como monooxigenasas, es decir, catalizan reacciones en las que se
incorpora uno de los dos dtomos de la molécula de oxigeno y el otro se reduce para formar
agua. Ademds, precisa de dos sustratos reductores de los dos dtomos de la molécula de

oxigeno (Nelson y Cox, 2001).

Gracias a su intervencion los CYP450 producen una hidroxilacién del sustrato que tiene
como consecuencia la formacién de productos solubles en agua; generalmente se producen
derivados farmacoldgicos menos potentes que pueden ser excretados directamente, o
después de una conjugacién con el dcido glucurénico o el glutatiéon (Sipes y Gandolfi,

1986).

De esta forma, entre las funciones que ejercen los CYP450, y teniendo en cuenta que
también pueden ser mediadores de la activaciéon de precancerigenos, destaca el papel
desintoxicador que realizan gracias al cual se facilita la eliminaciéon de muchas drogas y

sustancias perjudiciales para el organismo (Deutsh et al., 1978).

Las enzimas que transforman los compuestos xenobidticos se han clasificado en dos
categorias: la fase I, que cumple una misién metabolizadora y la fase II (Figura 5), que
tiene la misién de conjugar los metabolitos (Kopplin, 2001) por accién de enzimas como
las glutation-S-transferasas (GST por sus siglas en inglés) y las N-acetiltransferasas (NAT)

(Nebert, 1999).



Fase 1

Reacciones de oxidaciéon

Compuesto . Reduccioén e hidrolisis Produ.cto p.rlmE.lI:IO o me.tabo.l/lto
lipofili Xenobidtico P (Funcionalizazién o activacion)
ipofilico
Fase 11
Conjugacién

\4

Producto
Eliminacién  «¢ secundario

Compuesto
hidrofilico

Fig. 5 Vias clasicas de la biotransformacion de xenobioticos

Las sustancias toxicas van a ser reconocidas por la célula como sefiales exdgenas mediante
diversos mecanismos de recepcién y entrardn en ella por difusiéon pasiva o mediante
transportes activos. Una vez dentro, actuardn las enzimas de la fase I. Los metabolitos que
se generen y las propias moléculas no metabolizadas podrdn actuar sobre su blanco y ser
eficaces, o podrén resultar toxicos para la célula por formar uniones covalentes a proteinas
y 4cidos nucleicos o por una perturbacion en el ciclo celular provocado por un estrés

oxidativo (Nebert, 1999).

El que una droga, cancerigeno o agente terapéutico resulte inocuo para la célula impidiendo
su efecto benéfico o perjudicial va a depender de la cantidad de sustratos intermedios
formados, de la estabilidad quimica de éstos y de la presencia cercana de enzimas de la fase
IT (Nebert y Gonzalez, 1987). Si dichas enzimas pueden actuar, formardn conjugados que
serdn excretados de la célula no teniendo ninguno de los efectos mencionados (Nebert,
1999).

Como se menciond anteriormente la fase II consiste en reacciones de conjugacion,

catalizadas por un conjunto de enzimas, la mayoria de ellas localizadas en el citosol. Las



reacciones consisten en agregar un grupo polar de tamafio relativamente grande a los
productos de las reacciones de la fase I o a los xenobidticos originales que contienen los
grupos funcionales apropiados para ser substratos de las reacciones de conjugaciéon. Los
donadores de los grupos polares tienen que ser compuestos de alta energia, ya que las
reacciones de conjugacién no son termodindmicamente favorables (Murray et al., 1992;
Kopplin, 2001; Stanley, 2003). El resultado que se logra con estas reacciones es un
incremento de la solubilidad en agua del xenobidtico. Estas reacciones pueden ser (Murray

et al., 1992; Kopplin, 2001):

Glucuronidacién: Consiste en agregar un grupo glucuronil a un grupo hidroxilo, amino o
sulthidrilo de la sustancia toxica. La enzima que cataliza la reaccion es la glucuronil
transferasa (UDP por sus siglas en inglés) y el donador del grupo polar es el dcido UDP
glucurénico. La enzima se encuentra localizada en el reticulo endopldsmico y en el citosol.
Los compuestos glucuronidados son muy solubles en agua y se excreta por la orina y la

bilis. Existe un nimero muy grande de xenobidticos que son substrato de esta enzima.

Sulfatacion: Consiste en la transferencia de un grupo sulfato del 3’-fosfoadenosil-5’-
fosfosulfato (PAPS por sus siglas en inglés), a un grupo hidroxilo o amino en el
xenobidtico. La reaccién es catalizada por sulfotransferasas, enzimas solubles localizadas
en el citosol. El producto de la reaccién es un sulfato orgédnico ionizado, muy soluble en

agua, que se excreta en la orina.

Aminoacidacion: Consiste en la formacién de una unién peptidica entre el grupo amino de
un aminodcido, normalmente glicina, y un carboxilo en el xenobidtico. Obviamente para
que esta reacciéon se pueda dar es indispensable que el xenobidtico tenga un grupo
carboxilo. Estos conjugados son eliminados en la orina debido a que el sistema de

transporte del rifién reconoce al aminoécido.

Glutationizacion: Consiste en la adicién de glutation (GSH por sus siglas en inglés), a
través de su grupo sulthidrilo (nucleofilico) con un carbono electrofilico del xenobidtico.

La reaccion es catalizada por la glutation-S-transferasa que se encuentra en el citosol de



hepatocitos y el glutation mismo es el cofactor de alta energia. El glutatién es un tripéptido
de Glu-Gli-Cis. El compuesto que se forma es hidrolizado en células renales produciendo el
derivado, que se acetila para producir un conjugado del 4cido mercaptirico, el cual se
excreta en la orina. Esta reaccidon es importante en la desintoxicaciéon de epdxidos y
peréxidos. La glutation-S-transferasa se encuentra en muy diversos tejidos. Si esta reaccion
disminuye significativamente el nivel celular de glutatién, el organismo puede sufrir danos

considerables debido a la peroxidacién de lipidos o por otros tipos de agresion quimica.

Metilacién: La metilacion juega un papel menor en la biotransformaciéon de xenobidticos,
excepto en la desintoxicacién de arsénico. Los compuestos inorgénicos de arsénico se
transforman en metabolitos monometilados y dimetilados que son menos toxicos. La
reaccion general consiste en la transferencia de un grupo metilo a un hidroxilo, amino o
sulfthidrilo, que es catalizada por las metiltransferasas y el compuesto donador de grupos

metilo es la S-adenosil-metionina (SAM por sus siglas en inglés).

Las reacciones de la fase I activan grupos funcionales, pero la metilaciéon los enmascara
impidiendo que participen en reacciones de la fase II, por lo tanto, si se metilan los
xenobidticos se disminuye la tasa de eliminacion del compuesto. Como se ha visto, varias
de las reacciones de la fase II requieren de los mismos grupos funcionales, asi que los
compuestos que pueden ser modificados por mas de una enzima entran en reacciones

mutuamente competitivas (Kopplin, 2001).

Las sustancias toxicas pueden actuar como agonistas o antagonistas para inducir o reprimir
los genes que codifican para las enzimas de las fases I y II. Esto les va a permitir regular su

propio metabolismo (Nebert, 1999).

Para valorar la genotoxicidad de un agente quimico es necesario realizar previamente una
serie de experimentos con el fin de conocer la concentracién que tolera el organismo
modelo para asegurar que el nimero de individuos sobrevivientes sea estadisticamente

representativo.



La mayoria de los estudios en insectos estdn disefiados para determinar la concentracion
media de la sustancia toxica CLsy que es la concentracién a la que muere el 50 % de la
poblacién. Se utiliza la CLsg, debido a que los organismos para los que se aplica son muy
pequeiios y no se tiene un parametro de la cantidad que ingieren del compuesto a probar,

como sucede con la DLsy (Worthing y Raymond, 1991).

Para identificar y analizar la accién directa o indirecta de los agentes que pudieran
modificar a los componentes hereditarios de los sistemas vivos y detectar las propiedades
de un grupo de agentes que pudieran inducir cambios a los dcidos nucleicos y/o producir
efectos deletéreos en las dos estirpes celulares (somdticas y germinales), es necesario
recurrir al uso de pruebas, ya que no es ético exponer a las personas a los posibles

cancerigenos ambientales (Vogel, 1991).

Bajo este contexto, la Genética Toxicoldgica ha desarrollado diversos métodos para evaluar
los dafios o beneficios que los compuestos y sus metabolitos intermediarios pudieran causar
sobre los dcidos nucleicos del organismo. Esta disciplina se encarga de analizar el efecto de
un compuesto sobre el material hereditario, tratando de comprender los eventos que ocurren
desde la interaccion de ADN con el xenobidtico, hasta la expresion fenotipica del dafo

(Vogel, 1991).

Se ha propuesto que el uso de antimutidgenos y anticancerigenos, en un futuro no muy
lejano serd el procedimiento mas efectivo para prevenir el céncer y las enfermedades
genéticas, dado que existen diferentes rutas por las cuales un compuesto con caracteristicas
antimutagénicas puede estar reduciendo o previniendo el dafio, formando complejos
inactivos ya sea con el mutdgeno o con sus metabolitos o bien cuando actian como agentes

antimutdgenos (Shigenaga, 1993)

Dada la complejidad que implica el identificar a un posible mutdgeno o antimutageno entre
diversos organismos y a lo largo de todo su ciclo de vida, la tendencia actual es el empleo

de ensayos a corto plazo que permitan la obtencidn de resultados en intervalos de tiempo



relativamente breves. La mayoria de estos ensayos utilizan como elementos de
experimentaciéon a microorganismos, sobre todo a bacterias, cultivos celulares, insectos y

mamiferos (Dean, 1981).



Drosophila melanogaster

La mosca del vinagre o de la fruta Drosophila melanogaster (Figura 6) por muchos afios ha
sido un organismo de investigacién prominente para los genetistas. Se han aislado gran
cantidad de mutantes y ha estado sujeta a estudios exhaustivos, lo que contribuye a un
conocimiento genético y molecular de su genoma. Al comparar la homologia de muchos de
los genes implicados en diversas especies de organismos, incluyendo los seres humanos, se
ha revelado que hay mecanismos comunes involucrados en la respuesta de mutagenicidad

(Rusell et al., 1990).

Otra ventaja de D. melanogaster como modelo experimental es la semejanza de los
CYP450 con los del ser humano ya que estos realizan funciones enziméticas parecidas a las
que se efectiian en el reticulo endopldsmico liso (REL) de hepatocitos humanos. El reticulo
endopldsmico es considerado el responsable del metabolismo de drogas y pesticidas en
insectos; las enzimas involucradas tienen accidn de oxidasas y se caracterizan por carecer
de especificidad al sustrato, tal como ocurre en hepatocitos de mamiferos (Guzman-Rincén

y Graf, 1995). Ver anexo 1.

Macho Hembra

Fig. 6 La mosca de la fruta Drosophila melanogaster



PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS (SMART)

Uno de los bioensayos a corto plazo que ha dado excelentes resultados es la prueba de
mutacién y recombinacion somadticas (SMART por sus siglas en inglés) que detecta
mutaciones puntuales, aneuploidias y recombinaciones somadticas provocadas por la
exposicion a distintas dosis de algin agente quimico o fisico, utilizando como modelo

experimental a D. melanogaster (Guzman- Rincén y Graf, 1995).

Con esta prueba también son posibles estudios de antigenotoxicidad de compuestos
especificos o de mezclas usando cotratamientos cronicos, asi como pretratamientos
separados con un agente antigenotéxico seguido por un tratamiento crénico con una

genotoxina (Graf y Wiirgler, 1996; Graf et al 1998). Ver anexo 2.



ANTECEDENTES

Estudios epidemioldgicos recientes indican que personas que tienen una dieta rica en
vegetales de la familia brassica tienen menos riego de desarrollar cdncer en comparacion a
las que no los consumen (Zhang et al., 1992; Zhang et al., 1994; Munday y Munday, 2004),
ademds de reducir la incidencia de tumores en rata (Talalay, 1992; Talalay, 1994a, 1994b)
y considerar al brécoli y sus compuestos como anticancerigenos (Verhoeven et al., 1997,
Faulkner et al., 1998; Brooks, et al., 2001; Shapiro et al., 2001; Ye y Zhang, 2001; Keck et
al., 2003; Petri et al., 2003).

Los vegetales de la familia Brassicacea han demostrado tener diversos compuestos, como
los glucosinolatos (Zhang et al., 1992; Pérez y Hurtado 1997; Verhoeven et al., 1997,
Faulkner et al. 1998; Kushad et al. 1999; Brooks, et al. 2001; Munday y Munday, 2004).

El brécoli es la Brassicacea con mayor concentracion de glucosinolatos (Kushad et al.
1999), los cuales se encuentran en mayor cantidad en el brécoli fresco (Talalay, 1992;
Conaway et al., 2000), crudo (Talalay, 1994a; 1994b; Friedman, 1997; Fahey et al., 1997),
en el cultivado en época de frio (Troyer et al., 2001) y en las inflorescencias primarias

(Rosa y Rodriguez, 2001).

El producto de la hidrdlisis de los glucosinolatos son los isotiocianatos de los cuales el mas
importante es el sulforafano que interviene en el sistema de desintoxicacién (Talalay, 1992;
Zhang et al., 1992; Talalay, 1994a; 1994b; Verhoeven et al., 1997; Faulkner et al. 1998;
Kushad et al. 1999; Conaway et al. 2000; Rosa y Rodriguez, 2001; Troyer et al., 2001; Ye
y Zhang, 2001; Shapiro et al., 2001; Keck et al., 2003; Munday y Munday, 2004).

Se ha demostrado que el sulforafano presenta actividad antimutdgenica estimulando la fase
IT del sistema de desintoxicaciéon, en la que éste reduce la incidencia de tumores
cancerigenos hasta en un 60%. Se ha demostrado que 500mg de brécoli contienen 200ug de
sulforafano (Talalay, 1992; Talalay, 1994a; 1994b; Nestle, 1997 Talalay, 1999; Brooks, et
al. 2001; Petri et al., 2003; Keck et al., 2003).



Los isotiocianatos se acumulan rdpidamente en las células de algunos 6rganos como
conjugados del glutation y de la quinona reductasa, esta acumulacion intracelular induce la
expresion de las enzimas de la fase II del sistema de desintoxicacidén inactivando la accion
toxica de algunos compuestos (Talalay, 1992; Zhang et al., 1992; Talalay, 1994a; 1994b).
También aumentan la eficacia de los antioxidantes (Verhoeven et al., 1997; Ye y Zhang,
2001; Munday y Munday, 2004) y protege quimicamente a las células animales de la
induccién del céncer (Zhang et al., 1994; Shapiro et al., 2001; Petri et al., 2003).

Una version bibliogréfica acerca de la actividad anticancerigena de vegetales que contienen
glucosinolatos e isotiocianatos (Brassicas) se revela que estos componentes si son
efectivos, ya que como se menciond anteriormente activan la fase II del metabolismo de
biotransformacién, pero esto sélo puede suceder si es aplicado adecuadamente en el
experimento. Por otro lado hay que tomar en cuenta el modelo biolégico utilizado porque
estos compuestos pueden llegar a ser téxicos, la magnitud del dafio que se va a producir, el
tiempo y la cantidad del vegetal administrado porque en algunos casos se llega a obtener un
dafio mayor de lo esperado al no tomar en cuenta todas estas consideraciones. Esta
investigacion nos revela que estos vegetales no siempre actian como un protector natural
sino que muchas veces tienen efectos adversos (Giamoustaris y Mitthen, 1995; Verhoeven

etal., 1997).



JUSTIFICACION

Con base a la revisién anterior sobre los efectos anticancerigenos y téxicos del brécoli se
decidi6 estudiar la posible actividad téxica y genotdxica sobre nuestro modelo biolégico D.
melanogaster. Este proyecto es parte de una investigacion del Laboratorio de Genética
Toxicoldgica de la FES Iztacala, en el que se probara el efecto antigenotéxico del brécoli
ante diversos mutigenos por lo que es importante primero verificar si hay accién
insecticida contra D. melanogaster y la posible accién genotdxica del brdcoli a través de la

prueba SMART.

HIPOTESIS

El broécoli es una planta rica en glucosinolatos, de acuerdo con referencias bibliograficas
estos tienen un efecto antimutagénico, por lo tanto se espera que al adicionarse al medio de
cultivo de D. melanogaster no exista diferencia estadisticamente significativa entre el

testigo negativo (agua) y los tratamientos experimentales.

OBJETIVOS
GENERAL:
e Evaluar el efecto toxico y genotoéxico del brécoli (Brassica oleracea, var. italica) en

Drosophila melanogaster.

PARTICULARES:
e Determinar si el brécoli tiene efecto insecticida en las lineas mutantes (“multiple
wing hairs” (mwh/mwh), “flare” (ﬂr3 /TM3, Bd"” )y “Oregon-flare” (OR (1); OR
(2); fIrr/TMB, Bd"®) de Drosophila melanogaster.
¢ Evaluar el posible efecto genotoxico del brocoli, utilizando SMART en ala cruza

BE.



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES:

1) Bioldgicos:

Lineas de D. melanogaster:
mhw (mwh/mwh).
Oregon-flare (OR(1); ORR(2);flr’ /TM3,Bd" )
flare (flr’ /TM3, Bd")

Las lineas fueron donadas por el Dr. Ulrich Graf del Instituto de Toxicologia (Swiss
Federal Institute of Technology) y de la Universidad de Zurich, Schwerzenbach, Suiza. Las
cuales han sido propagadas y mantenidas en el Laboratorio de Genética Toxicoldgica en la
FES Iztacala, UNAM.

Bréceoli (B) (Brassica oleracea var. italica): Se adquiri6 en el supermercado.

2) Quimicos:

Medio Instantdneo Carolina (MIC) (Carolina Biological Supply Company, Burlington,
North Carolina).

Solucién de Faure (30 g de goma ardbiga, 20 ml de glicerol, 50 g de hidrato de cloral y 50
ml de agua de la llave).

Solucién conservadora (5 ml de tegosept al 12 % (OH), 5 ml de 4cido propionico: dcido
ortofosforico (1:10) y 1 litro de agua) (Dueiias et al., 2001).

Agua desionizada para hidratar el MIC.

METODOS:
Propagacion de las lineas:

La propagacion de las lineas flare, Oregon-flare y mwh de D. melanogaster se efectud

colocando a las moscas en una serie de frascos de vidrio de 250 ml, con 5 g de puré de papa



instantdneo en hojuelas, mds 20 ml de soluciéon conservadora (Duefias et al., 2001)

manteniéndose en incubadora a 25° C y 60% de humedad.

Simultdneamente a la propagacion se procedié a la liofilizacién del brécoli (B) fresco
congelado (20g) la cual se realizé por un periodo de 24 horas a -50° C en una liofilizadora

modelo, LABCONCO, Freeze Dry System ly Ph Lock 4.5.

Para determinar el posible efecto toxico (CLsp) del brécoli sobre las tres lineas de D.
melanogaster (mwh, flare y Oregon-flare) se alimentaron larvas de 3er estadio con
diferentes concentraciones de brocoli liofilizado. Se realizaron tres experimentos
independientes con cinco repeticiones por concentracion. En cada tubo de ensayo
esterilizado, se colocaron 20 larvas de 72 £ 4 h con 0.5 g de (MIC) mas 2 ml de agua
desionizada para el grupo control (BO) y para los demds se utilizaron diferentes
concentraciones de B25% (0.125g de B + 0.375g de MIC), B50% (0.25g de B + 0.25g de
MIC) y B100% (0.5g de B).

Para determinar el efecto genotéxico (SMART) del brécoli se procedié a separar hembras

virgenes Oregon-flare y machos mwh.

Para confirmar que las moscas hembras fueran virgenes se separaron en tubos de ensayo
que contenia 0.5g de puré de papa hidratados con 2 ml de solucién conservadora para su
manutencion durante un periodo de 72 horas. Si en este lapso de tiempo no se encontraban

larvas se procedia a realizar la cruza.

La cruza BE se efectu6 con hembras virgenes Oregon-flare (ORR (1); ORR (2); flr3
/TM3,Bd’ ) y machos mwh (mwh/mwh) en frascos de vidrio de 250 ml con puré de papa
fresco por un lapso de tiempo de aproximadamente 72 horas, lo que permitié que las

hembras fueran fecundadas, para asi proseguir a la colecta de huevos.



La colecta de huevos se realizé en frascos de vidrio de 250 ml estériles a los que se les
agregd levadura fresca de uso comercial previamente activada con sacarosa y agua. En este
medio se colocaron los organismos de la cruza, durante 8 h a 25° C y 60% de humedad en
completa oscuridad. Se sacaron los adultos de los frascos y estos ultimos se mantuvieron a

25° C y 60% de humedad, hasta completar 72 h + 4 h después de la colecta de huevos.

Las larvas se obtuvieron lavando la levadura con agua corriente a temperatura ambiente en

una coladera de acero de malla fina.

Se realizaron dos experimentos independientes con cinco repeticiones por concentracion.
Se colocé aproximadamente la misma cantidad de larvas de 72 + 4 h de edad en tubos de
ensayo con 0.5 g de MIC y 2 ml de agua desionizada para el grupo control, en el caso de los
experimentos se utilizaron las concentraciones de B25%, B50% con respecto al MIC y de
B100% y 2 ml de agua desionizada. Los tubos se incubaron a una temperatura de 25° C

hasta que las larvas completaron su desarrollo y emergieron los imagos.

Una vez emergidos los imagos se colectaron y almacenaron en frascos con alcohol al 70 %.
Se analizaron las alas de fenotipo silvestre en un microscopio Optico a 40X para cuantificar
el nimero, tamafio y tipo de mancha (Graf et al., 1984). Se analizaron 60 individuos por
concentracion, (tamafilo de muestra 6ptimo para la prueba) (Frei y Wiirgler, 1998). Los
datos obtenidos se analizaron con el programa estadistico SMART PC-version 2.1 (Frei y
Wiirgler, 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 utiliz6 la prueba
de U de Mann-Whitney y Wilcoxon con modificaciones para dos colas para datos
individuales. Se empled para ello el programa estadistico STAT graphics version 6.0. En
este andlisis estadistico, el diagndstico puede ser no significativo cuando hay

probabilidades menores o iguales a 0.05, 0.01 6 0.001.



METODOLOGIA

Propagacion y mantenimiento de las
lineas Oregon-flare, mwh y flare

'

Obtencién
del brécoli

Aislamiento de hembras virgenes L Toxicidad en las lineas
Oregon-flare y machos mwh (CLs)
Cruza de bioactivacion elevada
(BE) Oregon-flare X mwh Liofilizacién del brécoli
Colecta de huevos (8h a 25°C y
65% de humedad)
Recuperacion de larvas
transheterocigotas de 72 £ 4 h
Tratamientos I
Testigo negativo (agua) Brécoli y medio Carolina
[0, 25,50 y 100%]
J
Los imagos tratados se fijan en alcohol al 70%

Preparaciones permanentes de alas de

fenotipo silvestre con solucion de Faure

Andlisis al microscopio 6ptico a 40x (Graf et al., 1984)

Analisis estadistico por medio de programa SMART (ji cuadrada) y
prueba de U (Mann - Whitney y Wilcoxon)




RESULTADOS
TOXICIDAD:

En investigaciones previas (Giamoustaris y Mitthen, 1995; Verhoeven et al., 1997), el
brécoli presentd un efecto insecticida sobre algunos dipteros. En el presente trabajo se
observé el 100% de sobrevivencia en todos los tratamientos y en todas las lineas. De
acuerdo a estos datos el brocoli resultd ser inocuo para Drosophila melanogaster, por lo
que se decidié utilizar las mismas concentraciones probadas para encontrar la CLs, para
determinar el posible efecto genotéxico del brocoli mediante la prueba SMART en ala

(Graf et al., 1984)

GENOTOXICIDAD:
Los resultados obtenidos en la prueba SMART se muestran en la Tabla I y en las Figuras 7

y 8.

Tabla I Resultados obtenidos con SMART para PC (Frei y Winglier, 1988) donde se
muestra la frecuencia y el nimero de manchas por mosca para cada concentracion, asi

como el diagndstico estadistico

Frecuencia de manchas por individuo (nimero de
manchas por mosca). Diagnéstico estadistico *
Concentracion | Numero de] Manchas Mancha | Manchas Manchas
en % individuos | pequeiias grandes gemelas totales
(p/p) (1-2 células) (>de 2 m=5 m=2
m=2 células)
m=5
0 691%* 0.60 (417) 0.13(88) | 0.06 (39) | 0.79 (544)
25 60 0.57 (34)- 0.07 (4)- | 0.05 (3)- 0.68 (41)-
50 60 0.43 (26)- 0.07 (4)- | 0.00 (0)- 0.50 (30)-
100 60 0.35 (21)- 0.10(6)- | 0.05 (3)- 0.50 (30)-

*Diagn0stico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988). Donde m: Factores de multiplicacién; Prueba
estadistica de una cola. Niveles de proporcién de & resutados negdivos: — (G=0.05). **Confrd histérico de
la cruza BE del Laboratorio de Genética Toxicoldgica de la FES-Iztacala de UNAM correspondiente a 30
experimentos.



Brocoli:Cruza BE
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Fig. 7 Frecuencia por mosca de cada uno de los tipos de manchas a las diferentes concentraciones de brécoli.
Se observa una disminucién de la frecuencia de manchas con respecto al testigo agua. El brécoli sefiala las
barras estadisticamente signicativas con una p = 95%.

La Tabla I y la Figura 7 muestran la frecuencia de manchas por individuo obtenidas al
alimentar larvas de D. melanogaster con bréocoli. Estos resultados se analizaron
contrastando con control histdrico del testigo agua para transheterocigotos de la cruza BE,
obtenido en el Laboratorio de Genética Toxicoldgica de la FES Iztacala con los resultados
de 30 experimentos independientes. Se obtuvieron resultados negativos para todas las

concentraciones y para todos los tipos de manchas.

El brécoli, como muchas plantas comestibles se expone a herbicidas y a otros quimicos
usados en la agricultura. Por lo tanto, las consecuencias de biotransformacién deben ser
tomadas en cuenta porque el efecto en las formas de activacion pueden representar una

amenaza a la salud publica (Gémez, 1993).

Se utilizé la cruza BE (que presenta niveles altos constitutivos de citocromos P450)
tomando en cuenta que el brécoli fue adquirido en el supermercado y se desconoce su
procedencia y su contenido respecto a estos quimicos. Si en el brdcoli hubiera residuos de

pesticidas o compuestos endégenos que requieren activacion metabdlica (promutdgenos) su



efecto se veria mas claramente en esta cruza. No obstante con el anélisis para la prueba

SMART present6 resultados negativos con respecto al testigo agua.
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Fig.8 Distribucién de clones mwh por individuo, de diferente tamafio y a diferentes concentraciones de
brécoli. Se observa una disminucién significativa para los clones mwh de una célula en 50 y 100% con
respecto al testigo agua.

En vista de que las frecuencias de manchas estuvieron por debajo del testigo agua (Figura.7
y 8), se procedié a correr de forma inversa el programa SMART, para detectar si esta
diferencia era estadisticamente significativa. Esto se hizo tomando en cuenta a cada

concentracion como si fuera el testigo agua y al agua como si se tratara de un experimental
(Tabla2 A, By C).

De acuerdo a estos datos se puede observar que las frecuencias de manchas pequenas para
las concentraciones del 50 y 100% resultaron estadisticamente significativas por debajo del
testigo agua. Se asumié que el brécoli redujo la frecuencia de mutacién basal, esto nos

puede sugerir que existe una posible actividad quimioprotectora.



Tabla II. Resultados obtenidos con SMART inverso para PC Donde se muestra la
frecuencia y el nimero de manchas para las concentraciones del 25% (A), 50% (B) y 100%

(C) asi como el diagndstico estadistico.

Frecuencia de manchas por individuo (nimero de
manchas por mosca) Diagnostico estadistico * *
Concentracién | Numero Manchas Mancha Manchas Manchas
en % de pequefias (14 grandes (>de| gemelas totales
(p/p) individuos 2 células) 2 células) m=5 m=2
m=2 m=5
A
25 60 0.57 (34) 0.07 (4) 0.05 (3) 0.68 (41)
0 691%* 0.60 (417)-1 0.13 (88)i, ns| 0.06 (39)- | 0.79 (544)-
B
50% 60 0.43 (26) 0.07 (4) 0.00 (0) 0.50 (30)
0% 691%* 0.60 (417)+| 0.13 (88)i, ns| 0.06 (39)+] 0.79 (544)+
C
100% 60 0.35 (21) 0.10 (6) 0.05 (3) 0.50 (30)
0% 691%** 0.60 (417)+| 0.13 (88)+ | 0.06 (39)+ | 0.79 (544)+

*Diagn0stico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988). Donde m: Factores de multiplicacién; Prueba
estadistica de una cola. Niveles de proporcién de & resutacts negdives: (G= &= 0.05), i = indeciso ns = no
significativo

**Control historico de la cruza BE del laboratorio de Genética toxicoldgica de la FES-Iztacala de UNAM
correspondiente a 30 experimentos.



DISCUSION

En informes anteriores del brdcoli, este presenta un efecto insecticida sobre algunos
dipteros (Giamoustaris y Mitthen, 1995; Verhoeven et al., 1997), en el presente trabajo no
se presentd este efecto, sino que se obtuvo un 100% de sobrevivencia en todos los

tratamientos y en todas las lineas de D. melanogaster.

El encontrar resultados negativos en todas las concentraciones con respecto al testigo agua
nos hace suponer que el brécoli tiene un efecto protector (Talalay, 1992; Zhang et al., 1992;
Talalay, 1994a; 1994b; Verhoeven et al., 1997; Faulkner et al. 1998; Kushad et al. 1999;
Conaway et al. 2000; Rosa y Rodriguez, 2001; Troyer et al., 2001; Ye y Zhang, 2001;
Shapiro et al., 2001; Keck et al., 2003; Munday y Munday, 2004).

Ademads de que este trabajo se realizé con inflorescencias primarias de brécoli fresco y
crudo del supermercado adquirido en época de frio el cual segin (Kushad et al. 1999;
Talalay, 1992; Conaway et al., 2000; Talalay, 1994a; 1994b; Friedman, 1997; Fahey et al.,
1997; Troyer et al., 2001; Rosa y Rodriguez, 2001) este es el que tiene mayor

concentracion de compuestos de mejor calidad.

El brécoli contiene varias vitaminas como la A, E, C y K (Murray et al., 1992), indoles,
flavonoides y glucosinolatos los cuales tienen un efecto protector (Talalay, 1992; Zhang et
al., 1992; Talalay, 1994a; 1994b; Verhoeven et al., 1997; Faulkner et al. 1998; Kushad et
al. 1999; Conaway et al. 2000; Rosa y Rodriguez, 2001; Troyer et al., 2001; Ye y Zhang,
2001; Shapiro et al., 2001; Keck et al., 2003; Munday y Munday, 2004).

El andlisis de la prueba SMART en ala mostré que el brécoli presenta un efecto
quimioprotector estadisticamente significativo con efecto dosis respuesta a las

concentraciones de 50 y 100% de brécoli.



La Figura 8 muestra la significancia estadistica de las manchas pequefas de una célula, lo
que podria ser explicado si el brécoli fuera citotéxico o citostitico al matar o inhibir el
crecimiento y la division celular, sin embargo el hecho de encontrar manchas de 2 o mas

células, contradicen esta suposicion.

El encontrar baja frecuencia de manchas de una sola célula nos hace suponer que el efecto
protector del brocoli se da de manera tardia en el desarrollo larvario de D. melanogaster. La
frecuencia de manchas de 2 6 mas células no es diferente estadisticamente con respecto al

testigo agua.

Se asumid que el brécoli al ser comercial pudo tener residuos de pesticidas o compuestos
enddgenos que requieren activacion metabdlica (promutdgenos), por este motivo se utilizé
la cruza de BE en la que se presentan altos niveles constitutivos de citocromo P450, y se
observaria mds claramente la actividad de estos compuestos. Lo que no sucedié al obtener

resultados negativos con respecto al testigo agua.

La reduccidn de la tasa de mutacion basal en el ensayo SMART en ala de D. melanogaster

puede ser explicada segun lo siguiente:

1) Ademds de la mutacidon espontdnea que se debe a errores durante la replicaciéon del
ADN. Los 4cidos nucleicos pueden sufrir mutaciones por efecto de los radicales libres se

generan por el metabolismo propio de la célula.

2) El brécoli contiene diversos antioxidantes como las vitaminas A, E, C y K que atrapan
radicales libres, impidiendo asi el dafio al ADN, (Murray et.,al 1992) y en consecuencia

reducir la tasa de mutacion basal.

3) Estos resultados también pueden ser explicados a través del mas importante principio
activo del brécoli, el sulforafano, que estimula la fase II del sistema de desintoxicacién
(Talalay, 1992; Zhang et al., 1992; Talalay, 1994a; 1994b; Verhoeven et al., 1997,
Faulkner et al. 1998; Kushad et al. 1999; Conaway et al. 2000; Rosa y Rodriguez, 2001;



Troyer et al., 2001; Ye y Zhang, 2001; Shapiro et al., 2001; Keck et al., 2003; Munday y
Munday, 2004), y asi poder eliminar eficientemente a los agentes potencialmente
genotoxicos. Se ha propuesto también que inhibe la fase I de metabolismo xenobidtico,
impidiendo asi la activacion de promutigenos (Talalay, 1992; Talalay, 1994a; 1994b;
Nestle, 1997 Talalay, 1999; Brooks, et al. 2001; Petri et al., 2003; Keck et al., 2003).

Sin embrago en este trabajo no puede ser probado esto dltimo ya que la cruza BE presenta
niveles altamente constitutivos de citocromos P450 por lo que seria interesante probar el
brécoli comercial a estas mismas concentraciones con la cruza E que tiene niveles

regulados de citocromos P450.

Para determinar el efecto antimutagénico del brécoli y el sulforafano, es importante realizar
experimentos con estas mismas concentraciones ante mutdgenos con efecto conocido en

ambas cruzas de la prueba SMART para ala.



CONCLUSIONES
De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que:
1) El brécoli (Brassica oleraceae var. italica) adquirido en el supermercado, no tuvo efecto
téxico sobre las lineas (mwh, flare y Oregon-flare) de D. melanogaster ya que resultd ser
inocuo para ellas.
2) Los tratamientos con brécoli al 50 y100% disminuyeron significativamente la frecuencia
de manchas pequefas por mosca con respecto al testigo agua, mostrando un efecto dosis—

respuesta.

3) El brécoli disminuy6 la tasa de mutacién basal de D. melanogaster, 1o que sugiere una

probable actividad quimioprorectora.

4) Los resultados de este trabajo pueden ser explicados por el efecto quimioprotector del

brécoli ya que presenta altas concentraciones de antioxidantes y sulforafano.

RECOMENDACIONES

Se propone probar al brécoli de supermercado con la cruza E, al brécoli orgdnico y a su

principio activo el sulforafano frente a mutdgenos y promutdgenos con ambas cruzas



ANEXO 1:

Drosophila melanogaster.

El ciclo de vida de D. melanogaster (Figura 9) incluye cuatro fases: huevo, larva, pupa y
adulto. La duracién del ciclo varia con la temperatura de incubacién del cultivo. A
temperaturas superiores las moscas pueden quedar estériles o morir y a bajas temperaturas

se reduce su viabilidad. La temperatura 6ptima de cultivo es de 25° C.

El desarrollo embrionario del huevo tarda aproximadamente 1 dia. La fase larvaria dura
alrededor de 4 dias. La fase de pupa es considerada la fase reorganizativa del ciclo de vida
de D. melanogaster; las estructuras adultas se desarrollan a partir de los tejidos
embrionarios presentes llamados discos imagales. Estos tejidos han permanecido latentes
en el animal desde su diferenciacién en el huevo. La fase de pupa tarda alrededor de 5 dias,
el imago emerge del pupario. El adulto es considerado la fase reproductiva del ciclo

(Mitchel y Combes, 1984).
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Fig. 9 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (tomado de Ramos et al., 1993)



El promedio de vida de las moscas adultas es de 37 dias a 25° C. La hembra empieza a
depositar huevos aproximadamente a los 2 dias de haber emergido y puede depositar hasta
50-75 huevos en un dia, posteriormente disminuye la produccién de huevos. Durante la fase
larvaria la ingestion de alimento es continua, llegando a consumir de tres a cinco veces su
peso, lo que hace que éste se incremente de 0.05 a 2.0 mg. Los imagos de D. melanogaster
pueden aparearse 8 horas después de haber emergido de la fase de pupa (Mitchel y Combes,

1984).

Las larvas de D. melanogaster tienen dos linajes celulares: larvario e imagal (discos
imagales) (Figura 10); el primero estd implicado exclusivamente en el crecimiento y en la
fisiologia de la larva, el segundo, son pares de bolsas epiteliales que permanecen
indiferenciadas desde el estadio embrionario. En la metamorfosis, los discos se invaginan y
diferencian para formar las estructuras particulares del cuerpo del adulto: antenas, ojos,

halterios, genitales externos, entre otros (Russell, 1998).
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Fig. 10 Distribucién de los discos imagales en la larva de D. melanogaster (tomado de Russell, 1998)



Desde el punto de vista genético, los discos imagales constituyen un excelente material de
estudio. Cada disco aparece como primordio desde el primer estadio larval y consiste de 25
a 50 células. A partir de ese momento, el nimero de células por cada disco se incrementa
por mitosis hasta el final de la fase larval, en la que llega a tener 24,400 células por disco.
Al final del tercer estadio larval se inicia el periodo de pupa, en el que parte del material
larval degenera, las células indiferenciadas forman tejidos y las estructuras del adulto
derivan de cada disco imagal. De tal manera, si ocurre dafio genético en una célula de los
discos imagales, éste se expresaria en el imago como un clon de células mutantes en el

tejido correspondiente (Mitchell y Combes, 1984).



ANEXO 2:
PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS (SMART)

SMART tiene como fundamento la pérdida de heterocigosis de genes marcadores en las
células de los discos imagales de las larvas que dardn origen a las alas. Al exponer a las
larvas portadoras de los marcadores a un agente sospechoso, el dafio se expresard como
clones o manchas de células mutantes en las alas de los imagos. Estas ultimas se pueden
observar y contabilizar con ayuda del microscopio 6ptico y analizar por medio de métodos
estadisticos, comparando el tipo y frecuencia de manchas en los tejidos correspondientes
con la obtenida en organismos no expuestos (Graf et al., 1984, Guzmén-Rincén y Graf,

1995).

SMART en ala de D melanogaster ha sido validada con mas de 400 compuestos (Graf et
al., 1984, Guzmén-Rincén y Graf, 1995) obteniéndose resultados positivos con varias
drogas antineoplésicas, alquilantes pequefios, compuestos formadores de aductos grandes,
compuestos formadores de entrecruzamiento, intercaladores, inhibidores de la
topoisomerasa, antimetabolitos de la sintesis de ADN, andlogos de nucleétidos y muchos
otros. La prueba SMART detecta facilmente los promutdgenos que requieren bioactivacion
(productos de pirdlisis, nitrosaminas, hidrazinas, dihaloalcanos, hidrocarburos policiclicos
aromadticos, alcaloides de pirolizidina, aflatoxinas, y otros) (Frei et al.,, 1998). Esta prueba
in vivo puede ser vista como un enlace entre los sistemas de prueba in vitro de

microorganismos y los in vivo de mamiferos.

En general, los resultados que son positivos en ésta pueden ser considerados como vélidos
para la prediccién de posible genotoxicidad y antigenotoxicidad en mamiferos (Guzman-
Rincon y Graf, 1995; Sharpe et al., 2002).

LINEAS:

En esta prueba se utilizan tres lineas: “multiple wing hairs” (mwh/mwh), “flare” (fIr’

/TM3, Bd"”) y “Oregon-flare” (OR (1); OR (2); flr’/TMB, Bd").



La linea: Oregon-flare: fue constituida por Frolich y Wiirgler en 1989. Presenta los
cromosomas 1 y 2 de la linea Oregon R (R) resistente al DDT. El cromosoma 2 acarrea la
mutaciéon dominante Rst (2) DDT localizada en la regiéon 43E (2-65) que provoca la
expresion constitutiva de una proteina inductora de los genes Cyp (Cyp6a8 y Cyp6a9 del
cromosoma 1 y Cyp6a2 del cromosoma 2). Esta mutaciéon confiere en consecuencia, no
sOlo resistencia al DDT e insecticidas organofosfarados en larvas y adultos, sino también el
incremento general en el metabolismo xenobidtico, permitiendo valorar la activacion, in

vivo, de promutdgenos (Saner et al., 1996).

MARCADORES:

mwh (multiple wing hairs): Mutacién recesiva localizada en el brazo izquierdo del
cromosoma 3 (3-0.3). Su expresion fenotipica se observa como un cambio en el nimero de
tricomas por célula (2-5) (Figura 11), mientras en el fenotipo silvestre a cada célula le

corresponde un solo tricoma (Figura 12).

Fig. 11 Mancha mwh Fig. 12 Tricomas normales

3 - . . )
JfIr’ (flare): Es una mutacion recesiva que en homosigosis es letal, se expresa como tricomas
mal formados y cortos con apariencia de flama o de roseta de maiz (Figura 13). Este
marcador estd localizado en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-38) pero en una

posicién mds proxima al centrémero que mwh (Ramos, 1993).



Fig. 13 Mancha fIr’

Bd’ (Beaded-Serratia): Este marcador dominante es para reconocer fenotipicamente a la
linea flare, se manifiesta como muescas en los bordes de las alas (Figura 14). En

condiciones de homocigosis es letal y se localiza en el cromosoma 3 (3-92.5) (Ramos et al.,

1993).

Fig. 14 Ala serratia

In(3LR)TM3 (Inversion (3 Left, Right) Third Multiple 3): Como los marcadores ﬂr3 y Bd §
son letales en homocigosis, para mantener las lineas flare y Oregon-flare se requiere la
presencia del cromosoma balanceador TM3 que porta tres inversiones que reducen la
probabilidad de obtener recombinacién entre los cromosomas del par tres durante la
meiosis, manteniendo asi intacto el gen mutante de interés, ya que se impide la formacién
de nuevos arreglos cromosémicos originados por recombinacién y sélo se producen los

individuos heterocigotos para los marcadores letales (Graf y Wiirgler, 1996).

CRUZAS:

SMART presenta dos tipos de cruzas: La estandar (E) en la que cruzan hembras virgenes
flare con machos mwh es decir (fIr’/TM3, Bd® X mwh/mwh) esta cruza tiene niveles

regulados de los CYP450, por ello, requiere una concentracién minima del compuesto a



metabolizar para que haya sintesis de estas enzimas (Graf et al., 1984, Parke et al., 1991).
La Cruza de bioactivacion elevada (BE): hembras virgenes de la linea “Oregon-flare” (OR
(1); OR (2), ﬂrSH“MS, Bd"™ ) X machos ‘multiple w ing hairs” (mwh/mwh) , (Graf y van
Schaik, 1992) con altos niveles constitutivos de CYP450. Esta dltima es mds sensible para

identificar un gran nimero de promutdgenos y/o procancerigenos.

Las larvas obtenidas son transheterocigotas con un genotipo mwh flr+ | mwh+ fr o
heterocigotas mwh flr’+ | TM3,Bd’, teéricamente en proporcién 1:1. Ambos tipos de larvas
son indistinguibles pero al recuperar los imagos, el primer genotipo genera moscas con alas
de fenotipo silvestre y el segundo alas tipo Beaded Serratia (Figura 14). Los genotipos
obtenidos proporcionan diferente informacion: el que presenta alas con fenotipo silvestre,
permite observar manchas sencillas mwh (Figura 11), sencillas flare (Figura 13) y gemelas.
Sin embargo, en los organismos que presentan el fenotipo Beaded Serratia, sélo se podran
observar manchas sencillas tipo mwh originadas por mutacién, ya que la presencia del
balanceador TM3 no permite la recombinacion (Graf y van Schaik, 1992; Graf y Wiirgler,
1996).

Al utilizar marcadores localizados en cromosomas homologos, se permite discernir
z . .z PR .-, . . 3
fendmenos de recombinacion somdtica en la region delimitada por el marcador fIr" y el

centrémero o en la regién entre los dos marcadores (Figuras 15).
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Figura 15 Eventos que ocasionan la perdida de heterosigocis

en Drosophila melanogaster
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