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RESUMEN
Estudios sobre el Brocoli sefialan que este vegetal posee efecto anticancerigeno mientras
otros concluyen lo contrario. Por ello, se estudio6 la interaccién del Brécoli (Brassica oleracea,
var. italica) con los mutdgenos carbamato de etilo (uretano), metil metanosulfonato (MMS)
y 4-nitroquinolina-1 6xido (4-NQO) en larvas de las cruzas Estandar (E) y Bioactivacion
Elevada (BE) de la prueba SMART en ala de Drosophila melanogaster. Brocoli fresco y crudo
de supermercado fue liofilizado y pulverizado. Larvas de 72 + 4 h se expusieron a
diferentes tratamientos: Agua, T-OH (Tween 5%-OH 5%), T-OH+Brocoli, Uretano (20mM),
MMS (0.5mM), 4-NQO (2mM), Brécoli, Uretano (20mM)+ Brécoli, MMS (0.5mM)+Brécoli,
4-NQO (2mM)+Broécoli. Posteriormente permanecieron en incubadora (25° C y 65% de
humedad) hasta la emergencia de los imagos. Estos se colectaron en alcohol al 70%. Las
alas de fenotipo silvestre se disectaron y montaron en preparaciones permanentes con
solucion Faure y se observaron al microscopio 6ptico 40x. Los resultados se analizaron con
el programa SMART para PC. El Brécoli de supermercado utilizado en este trabajo tuvo
un efecto genotdxico disuelto en Agua y T-OH. La interaccion Uretano+Brécoli mostré un
efecto sinérgico en la cruza E y en la cruza BE hubo una disminucién en la frecuencia de
manchas grandes. En el co-tratamiento MMS+Brocoli se encontré una reduccién en la
frecuencia de manchas grandes con respecto al testigo MMS. Finalmente en el co-
tratamiento 4-NQO+Broécoli no se encontraron diferencias en la frecuencia de manchas con

respecto al testigo 4-NQO.



INTRODUCCION

La Genética Toxicologica es la disciplina cientifica que identifica y analiza la acciéon
de agentes fisicos o quimicos capaces de interactuar con el material genético de los seres
vivos (genotoxicos). Pretende establecer la correlacion que existe entre la exposicién a tales
agentes genotoxicos y la induccion de alteraciones genéticas tanto en las células
germinales como en las células sométicas de los organismos, y definir a partir de ello, los
efectos que las toxinas ambientales producen sobre la integridad genética de los seres
Vivos.

La induccién de dafio genético por exposicién a agentes genotdxicos es un proceso
de varios pasos. Durante este, el agente ingresa al organismo, se absorbe, se distribuye y
atraviesa las membranas celulares. Una vez dentro de la célula, el agente puede ser
reactivo por si mismo (accion directa), o bien puede ser activado por las enzimas del
Metabolismo Xenobiético (accion indirecta) por lo que se le llama promutigeno. Se da
entonces la interaccion con el DNA, que puede ser reparada eficiente o ineficientemente de
manera tal que el dafio genético inicial se fijard o no, expresdndose en las diferentes

estirpes celulares (Murray et al., 1992).

METABOLISMO XENOBIOTICO

El metabolismo de los compuestos exdégenos, también llamados xenobidticos, es
esencialmente un mecanismo de desintoxicacion, pero en ocasiones puede ser un proceso
de activacion de compuestos inicialmente inertes a metabolitos intermedios muy reactivos
(Rodriguez-Arnaiz, 2004).

El metabolismo de los sustratos exdgenos es un fendémeno dual en el que
intervienen tanto la activacion como la desintoxicaciéon. En la mayoria de los casos los
metabolitos intermediarios son bioactivados y desintoxicados, pero en otros pueden
provocar cambios fisiolégicos y bioquimicos como consecuencias de una deficiente
desintoxicaciéon y/o reaccion de los metabolitos intermedios con los constituyentes
celulares, lo cual produce efectos tdéxicos, desde el dafio celular hasta la muerte

(Rodriguez-Arnaiz, 2004).



El metabolismo xenobiético es el proceso mediante el cual un sustrato exégeno
(xenobidtico), esencialmente poco soluble en agua, se convierte en un metabolito mas
hidrosoluble y asi facilita su excrecién. Este proceso se divide en dos fases (Murray et al.,
1992; Rodriguez-Arnaiz, 2004).

La fase I consiste en todas las reacciones que introducen grupos funcionales o
reactivos a las moléculas. Estas transformaciones metabolicas incluyen diversas reacciones
quimicas, como la hidrodlisis, la oxidaciéon y la reduccién. Esta fase es catalizada
principalmente por un sistema enzimético denominado citocromos P450 (CYP450), que
son hemoproteinas monooxigenasas de funcién mixta. La fase II consiste en la conjugacion
de los metabolitos generados en la fase I, usualmente compuestos electrofilicos muy
reactivos, con el glutatiéon (GSH), reaccién que es catalizada por la superfamilia de genes
que codifican para las glutation-S-transferasas (GST). Estas conjugaciones facilitan el
transporte y la eliminacion de los metabolitos electrofilicos y por lo tanto la fase II es

esencialmente de desintoxicacion (Cuadro 1) (Rodriguez-Arndiz, 2004).

Cuadro 1. Principales reacciones de algunos compuestos xenobidticos en las diferentes fases del metabolismo.

Reaccion Enzima Sustrato

Fase I Funcionalizacion

Oxidacion Oxidasas de funcién mixta | Alcanos, alquenos, aminas
(CYP450)

Oxidacion Alcohol deshidrogenasa Alcoholes

Reduccion Oxidasas de funcién mixta | Grupos azo y nitro

Hidrdolisis Esterasas Esteres

Fase II Conjugacion con:

Agua Epoéxido-hidrolasa Epoxidos

Glutation Glutation-transferasa Electrofilicos

Acido glucorénico Glucoronil-transferasa Fenoles, tioles, aminas

Acido acético (Acetil-CoA) | N-acetiltransferasas Aminas




Citocromos P450 (CYP450)

La estructura de los CYP450 contiene un grupo hemo, que se sintetiza a partir del

precursor inmediato la protoporfirina IX, unido a la cadena polipeptidica de la

apoproteina por medio de dos uniones, una de ellas covalente cisteina-hierro. Todas las

isoformas tienen un peso molecular entre 42 y 60 kilodaltones. El atomo de hierro presenta

seis uniones: cuatro con los atomos de nitrégeno del grupo hemo, una con el residuo

cisteina del CYP450 y el altimo generalmente con una molécula de agua, pero también

puede establecerse con los grupos hidréfilos de los aminoécidos serina, treonina y tirosina

(Rodriguez-Arnaiz, 2004).

Los CYP450 participan en diferentes reacciones de oxidacién de diversos sustratos,
reacciones que corresponden a la fase I del metabolismo. El ciclo catalitico es el
siguiente:

Formacién del complejo P450-sustrato: Durante esta fase el sustrato se fija al sitio
hidrofébico de la enzima.

Formacién del complejo P450-reductasa: La reduccién de un electréon del complejo
citocromo P450-férrico-sustrato a un complejo CYP450-ferroso-sustrato es mediada
por la NADPH-CYP450 reductasa, flavoproteina que transfiere electrones del
NADPH al citocromo.

Unioén de un dtomo de oxigeno molecular: Mediante la interaccién del oxigeno con
el complejo ferroso-sustrato de la hemoproteina para formar el CYP450 oxiferroso.
Reduccién del complejo oxiferroso: Se lleva a cabo por la aportacion de un segundo
electron del NADPH por medio de la reductasa o mediante el NADH via la
citocromo bs reductasa.

Rearreglo intramolecular: En el complejo, un 4tomo de oxigeno es reducido a agua
y otro atomo de oxigeno molecular se introduce al sustrato como un grupo
hidroxilo.

Oxidacion del sustrato: Esta hidroxilacion da como resultado la formacién de un
producto oxidado (sustrato) y el CYP450 férrico.

Disociaciéon del complejo CYP450-sustrato: La enzima regresa a su estado inicial

con la liberacién del producto (Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo catalitico mediado por los citocromos P450

(Tomado de Rodriguez-Arnaiz, 2004).

Actividades

El sistema CYP450 interviene en diferentes rutas metabdlicas y posee al menos tres

tipos de actividad:

1) Actividad monooxigenasa. Se lleva a cabo en presencia de O, y NADPH; a
través de esta actividad los compuestos xenobidticos inertes (no polares) sufren
diversos tipos de reacciones.

2) Actividad de oxidasa. En ella ocurre la transferencia de electrones de un
CYP450 reducido al oxigeno molecular acompafiado de la formacién de
radicales aniénicos superdxidos (O2) y de peréxido de hidrégeno.

3) Actividad reductasa. Ocurre en condiciones anaerobias y en ella se da la

transferencia de electrones a sustratos para producir radicales libres.



Localizacién v Regulacién

En los eucariontes los CYP450 se encuentran tanto en el reticulo endopldsmico liso
(REL) como en las mitocondrias. En el REL se encuentran orientados hacia el interior de la
membrana, al igual que en las mitocondrias hacia el interior del organelo (Rodriguez-
Arnaiz, 2004).

En los insectos, los CYP450 estan involucrados en el crecimiento y en el desarrollo a
través del procesamiento de acidos grasos, hormonas y feromonas; catalizan también un
amplio rango de reacciones enzimaticas de una gran diversidad de compuestos exégenos,
tales como la biotransformacion de productos secundarios de planta y de productos
quimicos sintéticos como los insecticidas. Los CYP450 se expresan en larvas en el tubo
digestivo, en los cuerpos grasos y, ademads en el aparato reproductivo y en los tubos de
Malpighi en los adultos (Jiménez y Merchant, 2003).

En los vertebrados se encuentran en la gran mayoria de los tejidos; sin embargo, se
localizan en cantidades mas elevadas en el higado, intestino, pulmones, rifién, ovarios,
testiculos, glandulas suprarrenales y placenta (Rodriguez-Arnaiz, 2004).

La regulacion en la expresion de los CYP450 aparece como una respuesta
adaptativa al estrés ejercido por los agentes xenobiéticos. Los fenémenos de induccién e
inhibiciéon de los CYP450 estan muy relacionados con la regulacion de la expresion génica.
Los mecanismos de induccién son el resultado de la activacién transcripcional, post-
transcripcional y post-traduccional ejercida por diversos compuestos quimicos

(Rodriguez-Arnaiz, 2004).



BROCOLI

En términos de genotoxicidad el Brécoli es una mezcla compleja, debido a que la
interaccion entre sus muchos compuestos puede tener diferentes efectos de antagonismo o
sinergia en relacion con agentes cancerigenos, ya que se le relaciona con la capacidad de
modificar la actividad enzimética de los CYP450 (Verhoeven et al., 1997).

Uno de los grupos de vegetales con capacidad potencial de proteccion contra el
cancer es la familia Brassicaceae. Los vegetales Brassica son un género de esta familia, de
consumo frecuente en el mundo, que incluyen todos los tipos de col, col de bruselas,
coliflor y Brécoli (Verhoven et al., 1997).

El Brocoli (Fig. 2) es similar a la coliflor, las hojas son mas estrechas y mas erguidas,
con peciolos generalmente desnudos, limbos normalmente con los bordes més ondulados;
asi como nervaduras méas marcadas y blancas; pellas claras o ligeramente menores de
tamafio, superficie mas granulada, y constituyendo conglomerados parciales méas o menos
coénicos que suelen terminar en este tipo de formaciéon en el apice. El color de las

inflorescencias es verde (http--www_uga_edu-vegetable-broccoli_archivos).

Figura 2. Brocoli (Brassica oleracea, var. italica)

Se cree que estos vegetales reducen el riesgo de cancer por su alto contenido de
glucosinolatos (Verhoven et al., 1997; Perocco et al., 2006). Los glucosinolatos son solubles
en agua, aniénicos, no volatiles y estables (Fahey y Talalay, 1999). Cuando el vegetal sufre
algtn dafio se libera la enzima mirosinasa, que cataliza la hidrélisis de los glucosinolatos

(Verhoeven et al., 1997;Fahey y Talalay, 1999).



Los productos de la hidrélisis de glucosinolatos consisten en cantidades
equimolares de aglucon, glucosa y sulfatos. El aglucon sufre un ajuste intramolecular a

isotiocianatos (ITCs), tiocianatos y nitrilos (Fig. 3) (Liang et al., 2006).
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Figura 3. Conversién enzimatica de glucosinolatos al intermediario de aglucon por
la mirosinasa y su subsecuente conversion a isotiocianatos, nitrilos o tiocianatos
(Tomado de Steinkeller et al., 2001).

Los isotiocianatos (ITCs) ejercen su accion quimioprotectora contra el cadncer por la
modulacion de las actividades de la fase I y II del metabolismo xenobiético. En estudios
recientes, se ha reportado que los ITCs y sus congujados tiol inhiben el ciclo celular y
causan apoptosis, posiblemente por la activacion de las sefiales de transduccion
(Steinkellner et al., 2001; Conaway et al., 2002).

Los ITCs inducen la actividad de las enzimas de la fase II, por ejemplo: glutation S-
transferasa (GST), quinona reductasa (QR), sulfatasa y UDP glucoronil transferasa. Las
enzimas modulan el riesgo de cdncer por la formacién de conjugados polares de
carcinégenos electrofilicos que son facilmente excretados en la orina, reduciendo el efecto
del carcinégeno (Conaway et al., 2002).

El fenil isotiocianato (PEITC) induce las enzimas de la fase II en tratamientos de
Immol/Kg administrado a ratas. Sin embargo, en otro estudio una dieta de PEITC (0.1%
en dos semanas) induce ambas fases del metabolismo xenobiético (Conaway et al., 2002).

El bencil isotiocianato (BITC) a 0.3 mmol/g en la dieta induce la actividad de GST

en el intestino delgado y en higado de rata (Conaway et al., 2002).



El sulforafano (SF) (Fig. 4), producto del glucorafanin, el principal glucosinolato en
el Brocoli, se ha reportado que es un potente inductor de enzimas de la fase II en cultivos
de hepatocitos de rata (Conaway et al., 2002).

Uno de los glucosinolatos que predomina es el glucobrasicin precursor del indol-3-
carbinol (I3C) (Verhoeven et al., 1997).

Una dieta rica en vegetales como el Brécoli contiene I3C, SF, diferentes flavonoides,
vitamina C y otros compuestos. Estos juegan un papel muy importante en la prevencion
de enfermedades (Vallejo et al., 2003). Sin embargo, algunos estudios no confirman que la

prevencion del cancer se asocie con el consumo de Brassicaceae (Perocco et al., 2006).
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Figura 4. Estructura de los principales isotiocianatos

(Tomado de Conaway et al., 2002).



Cultivo de Brassica oleracea

Las principales limitantes que los productores identifican en los cultivos son: las
plagas, la falta de fertilidad en el suelo y las enfermedades de la planta. Para mitigarlas
han recurrido a soluciones tecnolégicas basadas en el empleo intensivo de insumos
industriales. En estudios realizados por Santiago y Perales (2007) con cultivos de col
(Brassica oleracea var. capitata) en el estado de Chiapas se encontré que para controlar las
plagas, 90% de los productores aplican productos insecticidas sintéticos. De estos, 79%
ocupan productos del grupo toxicolégico II (altamente toxico), 15% utiliza productos
clasificados como extremadamente téxicos (I) y 6% usan productos del nivel III
(moderadamente t6xicos). Los productos organofosforados como Metomidofos y Paratiéon
fueron los mas frecuentemente mencionados para el control de las plagas de col, 75% y
15% respectivamente; estos productos estan autorizados para este tipo de cultivo.

80% de los productores aplica los insecticidas en una dosis inadecuada y debido a
la frecuente aplicacién dificilmente se respeta el intervalo de seguridad, que es el tiempo
que debe transcurrir entre la Gltima aplicacion y la cosecha para evitar residuos superiores
al maximo permitido (Santiago y Perales, 2007).

En general, 66% de los productores aplica una combinacién de productos quimicos
y orgénicos, 23% solamente aplica fertilizacion quimica y 11% aplica exclusivamente
abonos organicos (Santiago y Perales, 2007).

Para controlar las enfermedades en el cultivo de col 82% de los productores
realizan aplicaciones de funguicidas. De éstos, 98% utilizan el ditiocarbamato Mancozeb,
1% el benomyl Bencimidasol y el 1% restante usa el producto inorganico Oxicloruro de
cobre. Estos tres productos estan clasificados con Toxicidad III (moderadamente t6xicos)
segin la norma NOM-Y-302 (Santiago y Perales, 2007).

Los riesgos a la salud tanto de productores como de consumidores son multiples ya
que estas sustancias tienen efectos inmediatos y a largo plazo. Por ejemplo, la
biotransformacion de los ditiocarbamatos es compleja y conduce a la formacion de varios
productos como la etilentiourea (ETU) que se forma in vivo, en el ambiente y durante la
cocciéon de alimentos que contienen residuos de este tipo de funguicidas. Se ha

comprobado que la ETU es cancerigena, mutagénica, teratogénica y antitiroidea. Por lo
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tanto, su presencia en los alimentos, como resultado del uso de estos funguicidas, es una
causa importante de preocupacion (Santiago y Perales, 2007).

La vida de almacenamiento y retencion de la calidad de este vegetal puede ser de
cinco a seis meses bajo las condiciones apropiadas de refrigeracién, las cuales deben
incluir una temperatura de 0° C y humedad relativa mayor al 95% (Agronegocios, 2002;
OSU, 2002). Sin embargo, los productores de col en Los Altos de Chiapas no cuentan con
infraestructura de almacenamiento, por lo que 98% de ellos comercializa su producto
inmediatamente después de la cosecha; 85% lo traslada a los almacenes de los
intermediarios mayoristas en los mercados regionales, principalmente de San Cristébal
Teopisca, Comitan y Tuxtla Gutiérrez. E1 13% de los productores vende su producto en los
mercados locales o en la misma parcela a intermediarios mayoristas. Sélamente 2%

siembra este vegetal para autoabasto familiar (Santiago y Perales, 2007).
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CARBAMATO DE ETILO (URETANO)

El carbamato de etilo (uretano) (NH, COOCH.CHs) (Fig. 5) éter etilico del acido
carbamico, se origina por la reaccion entre la urea y el alcohol etilico (Woo Cha et al., 2000).
Comercialmente se ha empleado como solvente para pesticidas, fumigantes y cosméticos;
en medicina humana y veterinaria ha sido usado como agente hipnético, en el tratamiento
de varices, leucemia crénica y mieloma mdltiple (Frolich y Wiirgler, 1990; Sakano et al.,
2002). El uretano es también producto de los procesos de fermentaciéon de alimentos y

bebidas alcoholicas (Abraham et al., 1998; Hoffler et al., 2003; Uthurry et al., 2004).

~

Figura 5. Carbamato de etilo

(Tomado de Kempler et al., 1995).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha clasificado al
uretano dentro del grupo 2B, que corresponde a los compuestos con suficiente
informacién sobre su potencial cancerigeno en animales de experimentacién, pero
insuficiente en el hombre (Kempler et al., 1995). El uretano es un cancerigeno mdaltiple en
animales de laboratorio que provoca linfomas, hepatomas, melanomas y tumores de
pulmon (Sakano et al., 2002; Hoffler et al., 2003).

El uretano es un promutdgeno que debe ser metabolizado para ocasionar dafios al
DNA (Kempler et al., 1995). El metabolismo del uretano puede llevarse a cabo al menos
por tres caminos. En el primero, el uretano es hidrolizado por esterasas a etanol, amonio y
diéxido de carbono por lo que es excretado sin causar dafio (Fig. 6) (Woo Cha et al., 2000).
En el segundo, el uretano es transformado por los CYP450 a vinil carbamato epéxido, que
puede formar aductos con el DNA (Kempler ef al., 1995; Hiibner et al., 1997; Hoffler et al.,
2003). En el tercero, el uretano es convertido por los CYP450 a N-Hidroxiuretano que

puede formar un radical nitroso de forma no enzimatica y provocar dafios por oxidacion
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al DNA, o sufrir una descarboxilacién, reacciéon catalizada por enzimas esterasas,

formando hidroxilamina, un compuesto genotoéxico (Woo Cha et al., 2000).

NH,COOC,H,
uretano

Estw .
C,H;OH

NH,COOH —— NH, + CO,

0
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NH,COOHC=CH, —— NHCOOHC--CH,

CYP 12¢ — Aducto al DNA
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v CO, NAD+ NADH
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Hh?mCOQCHsz HONHCOOH »NH,OH AL: (*NHOH) » HNO » *NO
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o | ] .
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0, H,0, Cu()OOH  ONO,
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\ / v

Figura 6. Metabolismo del uretano

(Tomado de Sakano ef al., 2002).

Ademas Sakano et al. (2002) proponen que la hidroxilamina puede llegar a producir

o6xido nitrico in vivo

causando dafios por oxidacién y depurinaciéon al DNA (Fig. 7) en

presencia de cobre, el cual puede ser obtenido de las regiones heterocrométicas de la

cromatina.

o
) K Carbamato de etilo
o NH2

CYP

[o)
) K Vinil carbamato
2
o NH2

CYP

o
A ) k Vinil carbamato Epéxido
o NH2

Figura 7. Oxidacién del uretano a vinil carbamato ep6xido

(Tomado de Kempler et al., 1995).
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METIL METANOSULFONATO (MMS)

El metil metanosulfonato (MMS) (Fig. 8) es utilizado como solvente, insecticida y
agente quimioterapéutico. Es toxico en animales y humanos y carcinogénico, mutagénico y
teratogénico en roedores. Se usa como solvente en catalisis de polimerizacién, alquilacién
y reacciones de esterificacién y en investigaciones de quimioterapia en céncer.

Es un alquilante mutagénico, que posee gran afinidad a centros nucleofilicos del
DNA como el N7G. El MMS es un agente directo, porque no necesita ser metabolizado

para inducir alquilaciones al DNA (Friedberg et al., 1995).

O

1
CH;— O ﬁ CH,

O

Figura 8. Metil metanosulfonato (MMS)

(Tomado de Duenas-Garcia et al., 2005).

Los agentes alquilantes son conocidos por su capacidad para generar especies
metiladas y etiladas que interacttian con diferentes tipos de biomoléculas como el DNA. El
mecanismo molecular de accion de los agentes alquilantes es conocido. Estudios previos
en agentes alquilantes como el MMS revelan que es posible correlacionar tipos especificos
de aductos de DNA con varios genes en Drosophila y en células de mamifero (Rodriguez-

Arndiz et al., 1996).
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4-NITROQUINOLINA- 1-OXIDO (4-NQO)

La 4-nitroquinolina-1-6xido (4-NQO) (Fig. 9) es un potente mutageno y
carcinogénico. Causa aberraciones cromosémicas en células de mamiferos e induce
mutacion de genes en algunos organismos (Ong et al., 1975) y cancer en varios tejidos,
particularmente en pulmoén, pancreas y estomagé (Bailleul et al., 1989; Peklak-Scott et al.,

2005).

Figura 9. La 4-nitroquinolina-1-6xido (4-NQO)
(Tomado de Heres- Pulido et al., 2004).

Este carcindgeno pluripotente incrementa los radicales de oxigeno (ROS), produce
rompimientos sencillos en la cadena de DNA (SSBs) y sitios alquilos labiles igual que la
luz UV.

El  metabolismo  xenobiético de 4-NQO  produce el metabolito
acetoxiaminoquinolina (Ac-4-HAQO), este metabolito reacciona con el DNA para formar
tres aductos de purina. Asi como las fotolesiones producidas por la luz UV, los aductos 4-
NQO-DNA pueden ser reparados por escision de nucleotidos (NER) (Mirzayans et al.,
1999); esta actividad incrementa los eventos de recombinacion dependiendo del
metabolismo por las enzimas de los CYP450 (Heres- Pulido et al., 2004). La 4-NQO muestra
especificidad por substitucion de pares de bases (90%), principalmente la transicion de G-
A, poca conversion de G-T y una substitucion rara de adeninas (Bailleul et al., 1989).

Los aductos estables de 4-NQO in vivo y de (Ac-4-HAQO) in vitro son 3-
(deoxiguanosin-N2)-4-amino-quinolina 1-oxido (dGuo-N2-AQO) y N-(deoxiguanosin-C8)-
4-aminoquinolina 1-6xido (dGuo-C8-AQO) en guanina y 3-(deoxiadenosin-N6)-4-
aminoquinolina 1-6xido (dAdo-N6-AQO) en adenina (Fig. 10) (Bailleul et al., 1989; Rodolfo
et al., 1994).
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Figura 10. Estructura de los aductos de 4-NQO. a) dGuo-C8-AQO; b) dGuo-N2-AQO; c) dAdo-N6-AQO
(Tomado de Bailleu et al., 1989).

El metabolito de 4-NQO es acetilado, se pega al DNA produciendo monoaductos
quinolina-purina en la posicion N2 y C8 de guanina y N6 de adenina (Bailleul et al., 1989).
Investigaciones recientes han demostrado que 4-NQO, a diferencia de 254 nm de UV,
puede generar un grado intracelular de estrés oxidativo (Ramotar et al., 1998). 4-NQO
produce anién superdxido, el cual puede convertirse en una especie reactiva de oxigeno

genotoxica (Hang et al., 2007).
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Drosophila melanogaster

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster ha sido empleada como organismo
modelo para el estudio de la Genética, desde el nacimiento de esta disciplina a principios
del siglo XX.

Las ventajas de la mosca de la fruta para poder realizar investigaciones sobre
biologia celular y evolutiva son, entre otras: un tamafio pequefio (cultivo en espacios
reducidos), ciclo de vida corto de aproximadamente 10 dias a 25° C con una humedad
relativa de 60% (Jiménez y Merchant, 2003) (Anexo 1), cientos de descendientes por
generacion, lo cual es estadisticamente conveniente, cientos de variedades mutantes
disponibles, un genoma de cuatro pares de cromosomas totalmente mapeados y
secuenciados (Adams et al., 2000; Bernards y Hariharan, 2001).

Drosophila melanogaster tiene enzimas CYP450 similares a las que se encuentran en
la fraccion S9 de higado de mamiferos (Clark, 1982). Ademas se ha probado que la familia
CYP6 de D. melanogaster muestra una fuerte homologia con la familia CYP3 de
vertebrados, junto con la familia CYP2, las cuales son responsables del metabolismo de

drogas en vertebrados (Danielson et al., 1998).

PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS (SMART)

La Prueba de Mutacién y Recombinacién Somaticas (SMART) en el ala de D.
melanogaster se utiliza para determinar la actividad mutagénica (mutaciones puntuales,
deleciones, aneuploidias) y recombinogénica provocada por agentes quimicos en sistemas
eucariotos in vivo (Spand et al., 2001). Esta prueba ha demostrado ser eficaz al confirmarse

con mas de 400 agentes quimicos, puros y en mezclas (Vogel et al., 1999) (Anexo 2).
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ANTECEDENTES

Lopez (2004) estudié Brocoli de supermercado con la cruza BE de la prueba
SMART y encontré reducciones dependientes de la concentracion estadisticamente
significativas en las frecuencias de mutacion espontanea para todos los tipos de manchas.

Santos (2006) evalué la interaccién del Brécoli orgdnicamente cultivado con etil
carbamato (uretano) en la prueba SMART y no demostré proteccion en ambas cruzas.

Goémez (2008, en prensa) evalu6 la interaccién del Brocoli orgdnicamente cultivado
con el mutdgeno radiomimético 4NQO (2 mM). Encontré diferencias significativas entre
las cruzas: resultados negativos en E y positivos en HB. Sin embargo, los co-tratamientos
4NQO-Brocoli fueron positivos con una clara respuesta segin aumentaba la concentracion
de Brocoli. Finalmente, en la cruza BE encontré reducciones estadisticamente significativas
también dependientes de la concentracion.

Vega (2006) demostr6 que el Brocoli organicamente cultivado no protege del dafio

provocado por el MMS y que su interaccion produce un efecto sinérgico en ambas cruzas.
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JUSTIFICACION

Un alto porcentaje de la evidencia experimental acumulada sobre el Brécoli sefiala
que posee un efecto protector contra el cdncer mientras otros autores concluyen lo
contrario. Los estudios del Proyecto del Laboratorio de Genética Toxicolégica también
muestran controversia, por tanto, se realizara el estudio de la Interacciéon del Brécoli de
supermercado (Brassica oleracea, wvar. italica) con el etilcarbamato (uretano), metil
metanosulfonato (MMS) y 4-nitroquinolina-1 6xido (4-NQO) en las cruzas Estandar (E) y
Bioactivacién Elevada (BE) de la prueba SMART en ala de Drosophila melanogaster.

HIPOTESIS
El Brocoli ha sido reportado como antigenotéxico y antimutagénico; por su
contenido de glucosinolatos (ITC y SF). Por lo tanto se espera que al adicionarle Brécoli de

supermercado al medio de cultivo y a los diferentes co-tratamientos baje la tasa de

mutacion basal e/ o inducida.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Estudiar la interaccion del Brécoli (Brassica oleracea, var. italica) con etil carbamato
(uretano), metilmetanosulfonato (MMS) y 4-nitroquinolina-16xido (4-NQO) en las cruzas
Estandar (E) y Bioactivaciéon Elevada (BE) de la prueba SMART en ala de Drosophila

melanogaster.

Objetivo Particular:

Comparar los resultados de éste protocolo con los antecedentes del Brécoli

organicamente cultivado y el ITC (SF) retados con estos mutagenos.
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MATERIALES

Quimicos

e Etil carbamato (Uretano) NH>COOCH>CH3 (Fluka 94300 CAS no. 51-79-6).

¢ Metilmetanosulfato (MMS) CAS no. 66-27-3 (Sigma, St Luis, MO, USA).

¢ 4-nitroquinolina-1-6xido (4-NQO) CAS no. 62-75-9

e Brocoli (Brassica oleracea var. italica) se adquiri6 en el supermercado.

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

¢ Solucién conservadora (5 ml de tegosept al 12 % (OH), 5 ml de acido propionico:
acido ortofosforico (1:10) y 1 litro de agua) (Duefias et al., 2001).

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

* Agua desionizada.

¢ Tween 80 Sigma CAS n0.9005-65-5

¢ Etanol absoluto (Merck. Darmstadt, Germany).

Lineas de Drosophila melanogaster
¢ Oregon-flare3 (ORR(1); ORR(2);/r3/TM3, Bds),
e flare3 (flr3/ TM3, Bds)

e mwh (mwh/mwh)
Las lineas se cultivan en el Laboratorio de Genética Toxicologica de la FES-Iztacala,

UNAM,, originalmente donadas por el Dr. Graf del Swiss Federal Institute of Technology

y la Universidad de Zurich, Schwerzenbach, Suiza).
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METODOS

Cultivo y propagacion de cepas de Drosophila melanogaster:
Las cepas Oregon-flare, flare3 y mwh se cultivaron y propagaron en frascos de vidrio de 250
ml con 5 g de hojuela de papa y 20 ml de solucién conservadora (Duefas et al., 2001) en

una incubadora a 25° C, humedad relativa de 65% y total oscuridad.

Liofilizacién del Brécoli de supermercado:
El Brocoli fresco de supermercado se liofiliz6 a -50° C en una liofilizadora modelo

LABCONCO, Freeze Dry System Lock 4.5, por 24hrs.

Prueba de Genotoxicidad (SMART)
Cruzas Estandar (E) y Bioactivacién Elevada (BE):

Se separaron hembras virgenes de las cepas Oregon-flare?, flare’y machos de la cepa
mwh, basandose en el dimorfismo sexual, ya que los machos presentan un peine sexual,
que es un grupo de 10 cerdas gruesas que se encuentran en la superficie distal del
segmento tarsal basal de la pata anterior. También se observaron las diferencias en la
estructura externa de los genitales y se considera la fusion de los dltimos segmentos
abdominales en el macho, lo cual le da un color negro caracteristico al final del abdomen
(Rodriguez-Arndiz y Ramos, 1992).

La cruza E se realizé6 con hembras virgenes flare3 (flr’/TM3, Bd®) y machos mwh
(mwh/mwh), y la cruza BE con hembras virgenes Oregon-flare3 (ORR(1); ORR(2); flr3/ TM3,
Bds), y machos mwh (mwh/mwh). Las cruzas se mantuvieron en frascos con hojuela de papa
hidratada por tres dias. Al término de este tiempo las moscas se trasvasaron a frascos con
levadura fresca activada, suplementada con sacarosa para la colecta de huevos, durante 8
h a 25°C, 65% de humedad y total oscuridad. Posteriormente los padres fueron retirados y
los frascos con la colecta de huevos regresaron a la incubadora. A las 72 + 4 h se
recuperaron las larvas diluyendo el medio de lavadura en agua corriente a temperatura
ambiente usando una coladera de malla fina de acero inoxidable.

Se realizaron tres experimentos independientes con tres repeticiones por
tratamiento colocando aproximadamente la misma cantidad de larvas de 72 + 4 h en tubos

de ensayo con los diferentes tratamientos (Cuadro 2).
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Las larvas tratadas permanecieron en la incubadora a 25° C y 65% de humedad. Al

emerger los imagos se colocaron en frascos con alcohol al 70%. Se separaron las moscas

con las alas de fenotipo silvestre (trans-heterocigotas) para disectar las alas y montarlas en

preparaciones permanentes con solucién de Faure. Se analizaron las superficies dorsal y

ventral de éstas al microscopio 6ptico (40x) para detectar las manchas pequefias, grandes y

gemelas (Graf et al., 1984). La lectura se realiz6 bajo estricta clave para evitar prejuicios.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa SMART para PC; donde se evalué

la frecuencia de las manchas en las alas con: ji cuadrada para proporciones y para los

resultados débiles (w) o indecisos (i) se emple6 la Prueba de U de Mann-Whitney y

Wilcoxon que considera la variabilidad individual.

Cuadro 2. Disefio Experimental

Tratamiento Solucién (2ml). Medio Brocoli de
instantaneo (g). supermercado (g).
Testigo Agua Agua 0.5 -
Testigo Tween-OH Tween-OH 0.5 -
Testigo Tween-OH- Tween-OH - 0.5
Broécoli
Testigo Brocoli Agua - 0.5
Uretano Uretano (20mM) 0.5 -
MMS MMS (.5 mM) 0.5 -
4-NQO 4-NQO (2 mM) 0.5 -
Uretano-Brocoli Uretano (20mM) - 0.5
MMS-Brécoli MMS (.5 mM) - 0.5
4-NQO-Brocoli 4-NQO (2 mM) - 0.5
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DIAGRAMA METODOLOGICO

Propagacion y mantenimiento de las

Obtencién del brécoli
lineas flare3, Oregon-flare3 y mwh

de supermercado

A 4
Aislamiento de hembras — .v _
virgenes flare3, Oregon-flare3 Liofilizacion
y machos mwh

A 4

Cruzas E flare3 X mwh., BE Oregon-flare3 v mwh

A 4

Colecta de huevos 8h a 25°Cy
65% de humedad

A 4

Recuperacién de larvas
transheterocigotas de72+ 4 h

A 4 \ 4

Agua, Tween-OH, Brécoli, Tween-OH+Brocoli, Uretano (20mM), MMS (.5mM), 4-NQO
(2mM), Uretano (20mM)+ Brécoli, MMS (.5mM)+Brécoli, 4-NQO (2mM)+Brécoli

v
Imagos se fijan en alcohol al 70%

v
Preparaciéon permanente de alas fenotipo silvestre con solucién Faure

A 4

Analisis al microscopvio a 40X

A 4

Analisis estadistico: ji cuadrada para proporciones y Prueba de U de Mann-
Whitney y Wilcoxon
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RESULTADOS

TESTIGOS

En la Grafica 1 y Cuadro 3 se muestran los resultados SMART de los testigos Agua, T-OH,
Brécoli y T-OH+Brécoli. En el testigo Brécoli se obtuvo un aumento en la frecuencia de
manchas pequefias con respecto al agua en ambas cruzas, que se reflej6 en la frecuencia de
manchas totales, generando resultados estadisticamente significativos. En la cruza E se
obtuvieron resultados indecisos (i) para el Brocoli en la frecuencia de manchas pequefias y
gemelas por lo que se efectu6 la prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon (Anexo 3)
obteniendo resultados no significativos (Cuadro 3 A).

Para el mutageno 4-NQO se utiliz6 el T-OH como disolvente, por lo tanto también se
utilizaron los testigos T-OH y T-OH+Bro6coli. En ambas cruzas el testigo T-OH+Brécoli
comparado con el T-OH aumenta la frecuencia de manchas pequefias y grandes que se
refleja en la frecuencia de manchas totales (Cuadro 3 B), debido a que el Brécoli que se

utilizé puedo haber sido regado con pesticidas.

I Agua (E) 11 Brocoli EE) 11 T-OH (E)
11 T-OH+Brocoli (E) 1 Agua (BE) M Brécoli (BE)
1 T-OH (BE) 11 T-OH+Brocoli (BE)
2.5+ *
2 *
- *
‘£
Frecuencia/ 1.5
Mosca
*
| r
0.5+ * ‘*
. I y FIH | 4% 2 sommx v | I
Pequefias Grandes Gemelas Totales

Grafica 1. Frecuencia de los diferentes tipos de manchas por individuo para los testigos Agua, T-OH, Brécoli y
T-OH+Broécoli en las cruzas Estandar (E) y Bioactivacion Elevada (BE). La estrella sefiala las barras
estadisticamente significativa con p=95%
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Cuadro 3. Resultados de la prueba SMART, Cruzas Estandar (E) y Bioactivacién Elevada

(BE) para Agua,

TOH+Brécoli
Componentes No -
de
ind
Manchas
pequefias

Conc. (1-2 células)

(mM) m= 2
A
Cruza (E)
AGUA 60 0.47 (28)
BROCOLI 57 0.70 (40)ns
Cruza (BE)
AGUA 60 0.72 (43)
BROCOLI 57 1.46 (83)+
B
Cruza (E)
T-OH 60 0.27 (16)
T-OH+B 55 1.85 (102)+
Cruza (BE)
T-OH 50 0.38 (19)
T-OH+B 53 1.53 (81) +

o o

o o

Manchas
gemelas

.00 (0)
.02 (1)ns

.00 (0)
.00 (0)1

Man
tot

chas
ales

(31)
(48) +

(53)
(90) +

.35 (21)
.15 (118)+

.46 (23)
.87 (99)+

Manchas
con
clones
mwh

28
47

53
90

Brécoli, T-OH y
No. Frecuencia de
de formacidén de
células x 107 células
divisién
obser— control
vada corregido
1.25 1.9
1.70 3.4 1.5
1.87 3.6
1.43 6.5 2.9
2.40 1.4
1.78 8.8 7.4
1.91 1.9
1.77 7.4 5.5

Manchas
grandes
células)
5
.05 0
12 (7)) - 0
.17 (10) 0
12 (7)) - 0
.08 (5)
.29 (16)+
.08 (4)
.34 (18)+
estadistico

T-OH= Tween-Alcohol; B= Brdécoli.a Diagnéstico

m: riesgo minimo del factor de multiplicacién

+ = positivo; - = negativo; i =

Niveles de probabilidad: alfa = beta

inconcluso;

0.0

5.

deacuerdo a Frei y Wirgler
para la valoracién de los resultados negativos.

ns= no significativo.
Prueba estadistica de un

“factor”.

(1988) .
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El tamafio de clon (mancha) representa el numero de divisiones que ocurrieron en las
células somaticas mutantes 1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32), 7(33-64), 8(65-128),
9(129-256), 10(257-+) del disco imagal del ala.

La Grafica 2 muestra la distribucién del tamafio del clon mwh por individuo para cada
testigo. Se observa el aument6 de clones de dos células de 2.5 veces del testigo Brécoli con
respecto al Agua. La frecuencia de clones en el testigo T-OH+Broécoli aument6 en ambas

cruzas con respecto al testigo T-OH.

m Agua (E) m Brécoli (E) 11 T-OH (E) 11 T-OH+Brécoli (E)
m Agua (BE) m Brécoli (BE) m T-OH (BE) 1 T-OH+Brécoli (BE)

Frecuancia (clones
mwh por individuo)

Clase de clones

Grafica 2. Distribucién de tamafio de clones mwh por individuo para los testigos Agua, T-OH,

Brécoli y T-OH+Broécoli en las cruzas Estandar (E) y Bioactivacion Elevada (BE).
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URETANO

En el Cuadro 4A se muestran los resultados SMART para el tratamiento Uretano, que
generd resultados positivos en ambas cruzas, al compararlos con el testigo Agua; en la
cruza BE la frecuencia fue mayor para todos los tipos de manchas por los altos niveles
constitutivos de CYP450 que metabolizan este promutageno.

En la cruza E el co-tratamiento Uretano+Brocoli mostré un aumento significativo en el
numero de manchas pequefias con respecto al testigo Uretano, lo cual se refleja en la
frecuencia de manchas totales (Cuadro 4B y Gréfica 3) e indica un efecto sinérgico del
Broécoli de supermercado con el Uretano.

En la cruza BE en el co-tratamiento Uretano+Brocoli se observé un aumento en la
frecuencia de manchas pequefnas y grandes con respecto al Agua, lo cual se refleja en la
frecuencia de manchas totales. También se observé una disminuciéon de las manchas
gemelas para ambas cruzas (Cuadro 4A). El co-tratamiento Uretano+Brécoli mostré una
disminucién estadisticamente significativa en la frecuencia de manchas grandes y gemelas

al compararlo con el testigo Uretano (Cuadro 4C y Gréfica 3).

1 Uretano (E) B Uretano+Brocoli (E) 1 Uretano (BE) | Uretano+Brocoli (BE)

7 o

6,
5,

| N

Frecuencia/ 4]
Individuo 3.

24

|
An {\7
R = g

0 ‘
Pequeiias Grandes Gemelas Totales

«

'1,

Grafica 3. Frecuencia de los diferentes tipos de manchas por individuo para el Uretano y el co-tratamiento
Uretano+Brocoli en las cruzas Estdndar (E) y Bioactivacién Elevada (BE). La estrella sefiala la barra
estadisticamente significativa con p=95%. Significativo hacia arriba 1, o hacia abajo |.
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Cuadro 4.Resultados de la prueba SMART, Cruzas Estandar (E) y Bioactivacién Elevada (BE) para Uretano y Uretano+Brécoli

Componentes No. - Manchas por mosca (Numero de manchas) Diagnéstico est.@ Manchas No. Frecuencia de
de -——f-—""""""""¥""——— con de formacioén de
ind. clones células x 107 células
Manchas Manchas Manchas Manchas mwh divisidén
pequefias grandes gemelas totales e

Conc. (1-2 células) (>2 células) obser— control

(mM) m= 2 m=25 m=25 m= 2 vada corregido
A
Cruza (E)
AGUA 60 0.47 (28) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.52 (31) 28 1.25 1.9
BROCOLT 57 0.70 (40)+ 0.12 (7)- 0.02 (1)+ 0.84 (48)+ 47 1.70 3.4 1.5
URE 20 58 2.43 (141)+ 1.17 (68)+ 0.17 (10)+ 3.78 (219)+ 181 1.93 12.8 10.7
URE+B 20 14 5.29 (74)+ 1.07 (15)+ 0.00 (0)1 6.36 (89)+ 89 1.70 26.1 24.2
Cruza (BE)
AGUA 60 0.72 (43) 0.17(10) 0.00 (0) 0.88(53) 53 1.87 3.6
BROCOLT 57 1.46 (83)+ 0.12 (7)- 0.00 (0)1i 1.58 (90)+ 90 1.43 6.5 2.9
URE 20 68 4.46 (303)+ 2.18 (148)+ 0.15 (10)+ 6.78 (461)+ 357 1.86 21.5 17.9
URE+B 20 64 5.47 (350)+ 0.52 (33)+ 0.00 (0)i 5.98 (383)+ 382 1.51 24.5 20.9
B
Cruza (E)
URE 20 58 2.43  (141) 1.17 (68) 0.17 (10) 3.78 (219) 181 1.93 12.8 10.9
URE+B 20 14 5.29 (74) + 1.07 (15)- 0.00 (0)- 6.36 (89)+ 89 1.70 26.1 24.2
(o]
Cruza (BE)
URE 20 68 4.46 (303) 2.18 (148) 0.15 (10) 6.78 (461) 357 1.86 21.5 17.9
URE+B 20 64 5.47 (350)- 0.52 (33)+- 0.00 (0)+ 5.98 (383)- 382 1.51 24.5 20.9

URE= URETANO; B= Bro6coli. a Diagndéstico estadistico deacuerdo a Frei y Wirgler (1988).

m: riesgo minimo del factor de multiplicacidén para la valoracidén de los resultados negativos.
+ = positivo; - = negativo;i = inconcluso; e¢disminucidn.

Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05. Prueba estadistica de un “factor”.
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La Gréfica 4 muestra la distribucién de los tamafios de clones mwh por individuo para el
Uretano y el co-tratamiento Uretano+Broécoli en ambas cruzas. En la cruza E se observan
diferencias significativas en el co-tratamiento Uretano+Brocoli donde la frecuencia de
aumento con respecto al Uretano. En la cruza BE en el co-tratamiento las manchas grandes

disminuyen.

11Uretano(E 1 Uretano+Bréocoli (B) 11 Uretano (BE) = Uretano+Brocoli (BE)

Frecuencia (clones
muh por individuo)

Grafica 4. Distribucién de tamafio de clones mwh por individuo para el Uretano y el co-tratamiento

Uretano+Brocoli en las cruzas Estdndar (E) y Bioactivacién Elevada (BE).
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MMS

En el Cuadro 5A se muestran los resultados SMART donde el MMS solo y con Brécoli
arrojo resultados positivos en las cruzas E y BE al compararlos con el testigo Agua.

En el co-tratamiento MMS+Brocoli en ambas cruzas se observé menor frecuencia de
manchas pequefas y grandes que las observadas en el testigo MMS (Cuadro 5A). Para
saber si estas diferencias eran significativas, se compar¢ el co-tratamiento MMS+Brocoli
contra MMS obteniendo un resultado débil positivo en la frecuencia de manchas grandes
en la cruza E (Cuadro 5B y Gréfica 5) y para la cruza BE resultados débiles positivos en
manchas pequefias y grandes que se refleja en la frecuencia de manchas totales (Cuadro
5C y Gréfica 5); por lo tanto, se efectu6 la prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon
(Anexo 3), generando resultados estadisticamente significativos en la frecuencia de
manchas grandes para la cruza E y para la cruza BE resultados significativos en manchas

grandes y totales.

IMMS (E) ®MMS+Brécoli (E) HMMMS (BE) B MMS+Brocoli (BE)

80

70+

60

50

Frecuencia/

Individuo 40|

30+

20

10+

<

Pequenas Grandes Gemelas Totales

0

Grafica 5. Frecuencia de los diferentes tipos de manchas por individuo para el MMS y el co-tratamiento
MMS+Broécoli en las cruzas Estandar (E) y Bioactivacion Elevada (BE). La estrella sefiala la barra
estadisticamente significativa con p=95%
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Cuadro 5.

Cruza

AGUA
BROCOLI

(E)

MMS 0.
MMS+B 0.

Cruza (BE)

AGUA
AGUA+B

MMS 0.
MMS+B 0.

B
Cruza

MMS+B 0.
MMS 0.

Cc
Cruza
MMS+B

(BE)

MMS 0.

[G2@)]

[G2@)]

o,

60
57
55
55

60
57

35

55
55

35
11

- Manchas por mosca

Resultados de la prueba SMART,

C

>2

23.
34.

19.
30.

ruzas Estdndar

(Numero de

Manchas

grandes

células)

0.05
0.12
34.56
23.16

(3)

(71
(1901) +
(1274) +

0.17
0.12
30.09
19.69

(10)
(7)-
(331)+
(689) +

16
56

(1274)
(1901) *

69
09 (331)w*

(E) y Bioactivacién Elevada

W= oo

O O OO

.00 (0)
.02 ()i
.82 (100)+
.35 (184)+
.00 (0)
.00 (0)1i
.00 (0)i
.00 (0)1i
3.35 (184)
1.82 (100)-
0.00 (0)
0.00 (0)1i

(BE) para MMS y MMS+Brécoli

Manchas
con
clones
Manchas mwh
totales
m= 2
0.52 (31) 28
0.84 (48)+ 47
70.78 (3893)+ 3870
56.55 (3110)+ 2985
0.88 (53) 53
1.58 (90)+ 90
45.64 (502)+ 502
32.03 (1121)+ 1120
56.55 (3110) 2985
70.78 (3893) - 3870
32.03 (1121) 1120
45.64 (502)~* 502

No.
de

células
divisién

.25
.70
.75
.57

NN

.87
.43
.35
.22

w W=

Frecuencia de

formac

obser-—
vada

1.9
3.4
288.
222.

3.6
6.5
187
131

ién de
x 107 células

control
corregido
1.5
7 286.7
6 220.7
2.9
.2 183.6
.3 127.7
2.6
8.7 66.0
1.3
87.2 55.9

MMS =

m: riesgo minimo del factor de multiplicacién
- = negativo; w

+ = positivo;

Niveles de probabilidad:

Metil metanosulfonato;

Manchas
pequenas
(1-2 células) (
m= 2 m
0.47 (28)
0.70 (40)1i
34.40 (1892)+
30.04 (1652)+
0.72 (43)
1.46  (83)+
15.55 (171)+
12.34 (432)+
30.04 (1652)
34.40 (1892)-
12.34 (432)
15.55 (171)ns
B= Brdécoli.

alfa

débil positivo;
0.05.

beta =

2 Diagnéstico estadistico deacuerdo a Frei y Wirgler (1988).

para la valoracién de los resultados negativos.
i = inconcluso y ns= no significativo
Prueba estadistica de un “factor”.*p=0.05

31



La Grafica 6 muestra la distribucién de los tamafios de clones mwh por individuo para el

MMS vy el co-tratamiento MMS+Brocoli en las cruzas E y BE. El co-tratamiento

MMS+Broécoli muestra una disminucién en los clones de una célula con respecto al MMS,

en ambas cruzas.

m MVIS+Brocoli (BE) n MVIS (BB 1 MVIS+Brocoli (B) 1 MMS (B

Frecuencia (clones
muh por individuo)

Grafica 6. Distribucién de tamafio de clones mwh por individuo para el MMS y el co-tratamiento

MMS+Broécoli en las cruzas Estandar (E) y Bioactivacion Elevada (BE).
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4-NQO

En el Cuadro 6A se muestran los resultados SMART para ambas cruzas con 4-NQO, el
cual arroj6 resultados positivos en E y BE, como se esperaba para este mutdgeno
radiomimético. El co-tratamiento 4-NQO+Broécoli también resulté positivo al compararlo
con el testigo T-OH en ambas cruzas.

Para saber si existian diferencias significativas entre el co-tratamiento 4-NQO+Brocoli y la
4-NQO se compararon con el programa SMART (Cuadro 6B, 6C y Grafica 7), obteniendo
resultados débiles positivos para las manchas pequefias y totales en cruza E y débiles
positivos (w) en las machas pequefias en la cruza BE; por lo tanto, se realiz6 la prueba de
U de Mann-Whitney y Wilcoxon, que arroj6é un resultado no significativo para cada caso

(Anexo 3).

M 4-NQO(E) m4-NQO+Brocoli (E) 1M 4-NQO (BE) W 4-NQO+Brocoli (BE)

.
2.51
,
oo
|
0.51

; -

Pequeias Grandes Gemelas Totales

Grafica 7. Frecuencia de los diferentes tipos de manchas por individuo para 4NQO y el co-tratamiento
4NQO + Broécoli en las cruzas Estandar (E) y Bioactivacién Elevada (BE).
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Cuadro 6.

Resultados de la prueba SMART,

Componentes

Cruza (E)
T-OH
T-OH+B
4NQO
4NQO+B

Cruza (BE)
T-OH
T-OH+B
4NQO
4NQO+B

B

Cruza (E)

4NQO
4NQO+B

(o]

Cruza (BE)

4NQO
4NQO+B

Conc.
(mM)

NN

NN

NN

No.
de

ind.

60
55
60
58

50
53
59
49

60
58

59
49

Manchas
pequeias

(1-2 células)

.27
.85
.02
.55

e o

.38
.53
.24
.80

RO

.02
.55

=

1.24
1.80

(16)

(102) +
(61) +
(90) +

(19)

(81) +
(73)
(88) +

+

(61)
(90)ns

(73)
(88)ns

O O OO

PR OO

Cruza Estandar

Manchas
grandes

células)

.08
.29
.78
.84

.08
.34
.32
.00

.78
.84

(5)

(16)+
(47)+
(49)+

(4)

(18)+
(78) +
(49)+

(47)
(49) -

(E) y Bioactivacidén Elevada (BE)

.00
.00
.02
.00

O O OO

.00
.00
.00
.00

OO OO

.02
.00

o o

0.00
0.00

(1)
(0)1

(0)
(0)1

Manchas

.35
.15
.82
.40

NN O

.46
.87
.56
.80

NN O

2.56
2.80

(21)

(118) +
(109) +
(139)+

(23)

(99) +
(151)+
(137)+

(109)
(139)ns

(151)
(137) -

4NQO y 4NQO+Brécoli

clones
mwh

20

118
109
123

23
96
150
135

109
123

No. Frecuencia de
de formacidén de
células x 107 células

divisién
obser- control
vada corregido

2.40 1.4

1.78 8.8 7.4

2.69 7.5 6.1

2.07 8.7 7.3

1.91 1.9

1.77 7.4 5.5

2.66 10. 8.5

2.33 11. 9.4

2.69 7.5 6.1

2.07 8.7 7.3

2.66 10.4 8.5
2.33 11.3 9.4

4NQO= 4-Nitroquinolina-1 éxido; B= Broécoli. a
m: riesgo minimo del factor de multiplicacién
= negativo; w
alfa

+ = positivo;

Niveles de probabilidad:

beta =

0.05.

Diagndéstico estadistico deacuerdo a Frei y Wirgler
para la valoracién de los resultados negativos.
débil positivo; i

inconcluso y ns=no significativo

Prueba estadistica de un

“factor”.

(1988) .

34



La Grafica 8 muestra la distribucién de los tamafios de clones mwh por individuo para
4NQO y el co-tratamiento 4NQO+Brocoli, no se observaron diferencias del co-tratamiento

con respecto al 4NQO.

1H4ANQO(E) m4NQ+-Brocoli (B 1 4NQO(BE  m 4NQO+Brécoli (BE)

Frecuencia (clones
nmwh por individuo)

Grafica 8. Distribucién de tamario de clones mwh por individuo para 4NQO y el co-tratamiento

4NQO+Brocoli en las cruzas Estandar (E) y Bioactivaciéon Elevada (BE).
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DISCUSION
Testigos

Brocoli

Se encontraron resultados positivos en la frecuencia de manchas pequefias que
se refleja en manchas totales en ambas cruzas, lo que no concuerda con Lépez (2004),
quien obtuvo una disminucién significativa en la frecuencia de todos los tipos de
manchas en la cruza BE, con Brécoli de supermercado. El aumento en la frecuencia de
manchas pequefias puedo deberse a que el Brécoli contenia compuestos que
necesitaban ser metabolizados para inducir la mutacién y que el dafio no fue a
temprana edad larval (Graf, 1995). Estos resultados tampoco concuerdan con Santos
(2006) y Vega (2006) quienes trabajaron con Brocoli orgénicamente cultivado en la
cruza E y no encontraron aumenté o disminucion de la tasa de mutacion espontanea.
En la cruza BE se observaron reducciones en las frecuencias de manchas gemelas al
igual que Santos (2006) y (Vega 2006).

La diferencia entre el Brocoli organicamente cultivado y entre los de
supermercado puede deberse a las condiciones de maduracién, lesiones, transporte y
manejo, ya que estos eventos provocan la degradacion de glucosinolatos (Fahey et al.,
2001). Ademas, la concentracién de glucosinolatos de los vegetales Brassica también se
ve afectada por la temperatura y el tiempo que se almacenan (Rungapamestry, 2007),
asi como por factores ambientales y agronémicos como la irrigacién, composicion
mineral, nutrientes organicos, fertilizacién (Vallejo et al., 2003), productos quimicos que
son toxicos para controlar plagas de insectos, fertilidad del suelo y enfermedades de la
planta (Santiago y Perales, 2007).

Estudios previos demuestran que consumir vegetales Brassica frecuentemente
reduce el riesgo de desarrollar una variedad de canceres, incluyendo céncer de colon,
estomago y pulmoén; sin embargo, en algunos trabajos se ha descubierto que muchos
de sus fitonutrientes acttan sinérgicamente (Singh et al, 2007). La acciéon
anticancerigena de los glucosinolatos depende de las condiciones experimentales. En
varias pruebas realizadas con estos vegetales, se han obtenido diferentes resultados en
la modulacién de la actividad enzimatica con compuestos mutagénicos y

carcinogénicos (Verhoeven et al., 1997).
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Genotoxicidad de los isotiocianatos

Existe evidencia experimental que indica que los isotiocianatos (ITCs) presentes
en los vegetales Brassica son responsables de dafios al DNA y acttan directamente
como genotoxinas. Su concentraciéon es suficientemente alta para atribuirles estos
efectos. Por otra parte, Kassie et al. (1996) mencionan que la genotoxicidad que
observaron en jugos crudos de Brécoli puede deberse a los glucosinolatos y productos
de su degradacién. Finalmente, se ha demostrado que los vegetales Brassica contienen
compuestos que son mutagénicos en bacterias y en células de mamifero.

Plantas en estrés contienen numerosos “pesticidas naturales” (genotoxinas y
carcindgenos) los cuales son de alto riesgo como los quimicos sintéticos; de hecho,
muchos de estos constituyentes son el mayor origen de exposicién a genotoxinas
naturales (Kassie et al., 1996).

Kassie y Knasmiiller (2000) reportaron que las especies reactivas de oxigeno
podrian estar implicadas en el efecto genotdxico de los ITCs; por ello, se presume que
son cancerigenos.

El Glucorafanin, un compuesto que se consume en la dieta de vegetales Brassica,
es el glucosinolato mas abundante en el Brocoli (55% del total de glucosinolatos) y

genera grandes cantidades de radicales libres (Perocco et al., 2006).

Antigenotoxicidad de los isotiocianatos

Los vegetales Brassica también han mostrado proteccién o antigenotoxicidad, lo
que se puede atribuir a compuestos individuales como indoles e ITCs (Steinkellner et
al.,, 2001). Se ha reportado que éstos ultimos protegen contra varias clases de
cancerigenos reactivos contra el DNA inhibiendo la actividad de las reacciones
metabdlicas y/o induccién de enzimas de desintoxicacién (Kassie et al., 1999).

Zhu y Loft (2001) sugieren que la prevencion del cdncer con vegetales Brassica
en estudios epidemiolégicos y experimentales también podria deberse a la protecciéon
del dafio oxidativo al DNA.

Los vegetales Brassica contienen compuestos genotoxicos como Bencil
isotiocianato (BITC), antioxidantes como polifenoles, flavonoides, carotenoides,
clorofila; la presencia en la dieta de estos factores de proteccion modera la
genotoxicidad in vivo de BITC (Kassie et al., 1999).

Los vegetales Brassica son relativamente buenos en origen y abundancia de

antioxidantes pero existe una variacién sustancial y significativa entre subespecies en
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cuanto a estos compuestos fitoquimicos (Singh et al, 2007). La vitamina C es el
principal antioxidante en estos vegetales por su alto contenido. Generalmente los
vegetales muestran una rapida pérdida de vitamina C a temperatura ambiente; en
Brécoli almacenado después de 7 y 14 dias a 20° C el contenido de vitamina C
disminuye el 44% y 28%, respectivamente. Sin embargo, cuando se almacena a 4° C la
retenciéon de vitamina C es buena, la pérdida es de 20% después de 21 dias. La
vitamina C en Brécoli no empaquetado se reduce 26% después de 3 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente, pero en el caso de envoltura en papel, la
retencién es de 100%. Por el contrario, el almacenamiento a 5° C evita una pérdida de
vitamina C en muestras no empaquetadas (Podsedek, 2007).

Productos quimicos

La probable presencia de productos quimicos pudo ocasionar las frecuencias de
manchas tan altas en el testigo Brdcoli, ya que no se sabe como lo cultivan; se tienen
referencias del cultivo de col (Santiago y Perales, 2007) para éste utilizan varios

productos que son toxicos.

T-OH

La frecuencia de manchas del testigo T-OH es mas baja que el agua, sin
embargo el testigo T-OH+Brocoli mostré un aumento estadisticamente significativo en
la frecuencia de las manchas totales en ambas cruzas contrario a datos obtenidos en el
laboratorio donde demuestran que el Brocoli organicamente cultivado con T-OH baja
las frecuencias de todos los tipos de manchas con respecto al testigo T-OH. Sin
embargo el testigo Brocoli de supermercado que se utilizé resulto ser genotdxico al ser
disuelto en agua; cabe mencionar que el Tween 80 solubiliza membranas y pudieron
actuar compuestos mas polares.

El tween 80 es un detergente bioldgico que se utiliza ampliamente debido a que
es efectivo a bajas concentraciones y presenta una toxicidad relativamente baja. Un
efecto adverso es el dafio oxidativo de los residuos de peréxido del tween 80 que
genera procesos de autoxidacién durante su almacenamiento (Wang et al., 2007). El
tween 80 es utilizado en la formula de algunas drogas anticancerigenas que son
insolubles en agua. Uno de los mecanismos de este agente es inducir el estrés oxidativo
(Kovacic y Osuna, 2000). Por otra parte, la Glutation-S-transferasa (GST) es una enzima

de la fase II que protege a las células del estrés oxidativo (Meister y Anderson, 1983).
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La disminucién del contenido de GST por el tween 80 (Hirama et al., 2004) puede

aumentar la vulnerabilidad de las células al estrés oxidativo.

Carbamato de etilo (Uretano)

El uretano (20mM) produjo un aumento estadisticamente significativo de la
genotoxicidad con respecto al testigo agua, lo que coincide con Graf et al. (1998) y
Frolich y Wiirgler (1990). Se observé el efecto genotoéxico de este promutageno, el cual
fue estadisticamente mayor en la cruza BE, lo que demuestra su activacién metabdlica
por parte de los citocromos CYP450 (Frolich y Wiirgler, 1990) con niveles constitutivos
en esta cruza y permite comprobar que las cepas utilizadas poseen los marcadores
genéticos.

El co-tratamiento Uretano+Brécoli en la cruza E mostr6 un aumento
estadisticamente significativo en la frecuencia de manchas pequefias con respecto a su
testigo Uretano, lo cual indica un efecto sinérgico. Lo anterior no coincide con Santos
(2006), quien realiz6 un estudio con Brécoli organicamente cultivado y en el co-
tratamiento Uretano+Brocoli no encontré6 aumento o disminucion estadisticamente
significativo en la genotoxicidad inducida por el uretano en ambas cruzas.

El aumento en la frecuencia de las manchas pequefias indica que el
Uretano+Broécoli necesitd ser metabolizado para inducir la mutaciéon y que el dafio no
fue a temprana edad larval (Graf, 1995).

En la cruza BE disminuy®6 la frecuencia de manchas grandes y gemelas en el co-
tratamiento Uretano+Broécoli, con lo que se sugiere una desintoxicacién via CYP450; el
Uretano es un promutageno que debe ser metabolizado para ocasionar dafios al DNA
(Kempler et al., 1995). Este metabolismo puede llevarse a cabo al menos por tres
caminos. En el primero, es hidrolizado por esterasas a etanol, amonio y di6éxido de
carbono, por lo que es excretado sin causar dafio (Woo Cha et al., 2000). En el segundo
el uretano es transformado por los CYP450 a vinil carbamato epdxido, que puede
formar aductos en el DNA (Hoffler et al., 2003; Hiibner et al., 1997; Kempler et al., 1995).
En el tercero, el uretano es convertido por los CYP450 a N-hidroxiuretano que puede
formar un radical nitroso de forma no enzimatica y provocar dafios por oxidacién al
DNA, o sufrir una descarboxilacién, reacciéon catalizada por enzimas esterasas,
formando hidroxilamina, un compuesto genotéxico (Woo Cha et al., 2000). Sakano et al.

(2002) plantean que la hidroxilamina puede llegar a producir 6xido nitrico in vivo
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causando dafios por oxidacién y depurinaciéon al DNA en presencia de cobre, el cual
puede ser obtenido de las regiones heterocrométicas de la cromatina.

Otra opcién que explicaria la disminucion en las manchas grandes es la
apoptosis. Como respuesta al estrés genotoxico, la célula pudo haber encendido rutas
que juegan un papel critico en la regulacion del ciclo celular, tales como: reparacién del
DNA y la muerte celular programada (apoptosis) (Jiang et al., 2005) para contrarrestar
el dafo celular que ocasioné la interaccién del co-tratamiento y los posibles productos

quimicos que pudo contener el Brécoli de supermercado.

Metilmetanosulfonato (MMS)

El MMS (0.5mM) produjo un aumento estadisticamente significativo de la
genotoxicidad con respecto al testigo agua, lo que concuerda con Kaya (2003), El-
Hamss et al. (2003), Heres-Pulido (2001) y Lehmann et al. (2000).

Se observé una disminuciéon en la frecuencia de manchas totales en el co-
tratamiento MMS-Brécoli en ambas cruzas, sin embargo ésta solo fue estadisticamente
significativa en la cruza BE. Vega (2006) obtuvo un efecto sinérgico con Brécoli
orgdnicamente cultivado. Sin embargo, Sdnchez (2007) reporté una disminucién en la
frecuencia de machas totales en co-tratamientos del isotiocianato sulforafano (SF)-
MMS, con lo que se sugiere que en la mezcla compleja Brécoli de supermercado
intervino el SF o que el Brécoli pudo contener insecticidas, plaguicidas y fertilizantes
que interactuaron induciendo apoptosis.

Se sabe que las enzimas de la fase II del metabolismo xenobiético juegan un
papel importante en la desintoxicacién de electréfilos y su induccién protege a las
células contra carcinogénesis y mutagénesis. El SF induce enzimas de esta fase como
glutation s-transferasa, quinona reductasa y hemo oxigenasa que pueden funcionar
como protectoras contra el estrés oxidativo (Fahey y Talay, 1999).

El Broécoli contiene antioxidantes que incluyen los carotenoides, tocoferoles,
vitamina C y flavonoides. Los extractos de Brécoli protegen contra las especies
reactivas de oxigeno, pero hay diferencias en el nivel de proteccion de las distintas
variedades de esta crucifera (Kurilich et al., 2002). Los antioxidantes pueden reducir la
induccién de mutacién generada por quimicos; por ejemplo, pueden competir con los
sitios nucleofilicos en el DNA por un mutdgeno electrofilico. El efecto antioxidante de
la vitamina C protege de la mutacién celular mediada por radicales, no s6lo de especies

reactivas de oxigeno, sino también por la accién de mutdgenos directos. La accién
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antimutagénica del co-tratamiento vitamina C-MMS esta relacionada a la capacidad de
bloquear las uniones covalentes de agentes alquilantes directos en el DNA (Kaya,

2003).

4 Nitroquinolina-1-6xido (4-NQO)

El mutageno 4-NQO (2mM) produjo un aumento estadisticamente significativo
de la genotoxicidad con respecto al testigo T-OH y coinciden con lo reportado por
Heres-Pulido et al., (2004).

El metabolismo de 4-NQO produce el metabolito acetoxiaminoquinolina, el cual
produce tres aductos de purina, que son reparados por escision de nucledtidos
(Mirzayans et al., 1999).

Heres- Pulido et al. (2004) reportan que el dafio directo por estrés oxidativo
podria producir eventos mutacionales en ambas cruzas. Los aductos en el DNA se
producen por el metabolismo xenobidtico, inducidos por la actividad de reparacién
que incrementan los eventos de recombinacion. Esto indica que 4-NQO es mutagénico
pero también recombinogénico dependiendo del metabolismo, por las enzimas de los
CYP450s. No se obtuvieron efectos recombinogénicos en la cruza BE, contrario a Heres-
Pulido et al. (2004).

En el co-tratamiento 4-NQO+Brocoli no se encontraron diferencias en la
frecuencia de manchas con respecto al testigo 4-NQO, contrario a Gémez (2008) quien
obtuvo resultados positivos con Brocoli orgénicamente cultivado en la cruza E y en la

cruza BE encontré reducciones estadisticamente significativas.
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CONCLUSIONES

= EI Brocoli de supermercado presenté un efecto genotodxico disuelto en agua o en
Tween-OH.

= El Brécoli mostré efecto sinérgico con el Uretano en la cruza E; en la cruza BE
disminuy0 la frecuencia de manchas grandes.

* En el co-tratamiento MMS+Brécoli se encontré disminucién en la frecuencia de
manchas gemelas en ambas cruzas.

* No se encontré disminucioén en la frecuencia de manchas por parte de la mezcla

compleja Brocoli en el co-tratamiento 4-NQO+Broécoli en ambas cruzas.

Comentario
Se asume que la genotoxicidad del Brocoli pudiera deberse a los productos quimicos
que se utilizaron para controlar las plagas, enfermedades de la planta, fertilizacion del
suelo, asi como el tratamiento que se le dio desde su cosecha y el transporte que se

requiere para comercializarlo.
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Anexo 1

Drosophila melanogaster

Es un organismo de metamorfosis completa, con varios estadios de desarrollo:

huevo, larva (tres estadios), pupa e imago (Fig. 11). El desarrollo completo de la mosca es

aproximadamente de diez dias en condiciones ambientales 6ptimas (temperatura, pH y

medio de cultivo adecuado). El desarrollo embrionario se produce dentro del huevo,

origindndose una larva que pasa por tres estadios (2 mudas); varios tejidos de la larva

estan constituidos por células que contienen cromosomas politénicos. Durante la fase de

pupa se produce la metamorfosis, en la que se destruyen la mayor parte de las células de

la larva y se forman las estructuras externas del adulto (imago), a partir de estructuras

larvales denominadas "discos imagales" (Fig. 12).
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Figura 11. Ciclo de vida Drosophila melanogaster
(Tomado de http://www.ucm.es/info/genetica/grupod/Genenzima/Genenzima.htm)
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Finalizada la metamorfosis, la pupa se abre por la parte superior y emerge el imago de

aparincia de adulto. Pasadas 8 horas de la emergencia de la pupa, las hembras adultas

pueden ser fecundadas.
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Figura 12. Discos imagales Drosophila melanogaster
(Tomado de http://www.ucm.es/info/genetica/grupod/Genenzima/Genenzima.htm)



Anexo 2

PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS (SMART)

SMART se basa en la pérdida de heterocigosis de genes marcadores de células de
los discos imagales de las larvas que se expresan como manchas o clones de tricomas en
alas de los organismos adultos. Estas manchas se pueden observar y contabilizar con
ayuda del microscopio 6ptico y analizar por medio de métodos estadisticos, comparando
el tipo y frecuencia de manchas las alas con la obtenida en organismos no expuestos (Graf
et al., 1984) (Guzman-Rincon y Graf, 1995). Las dimensiones de las manchas dependen del
momento de la edad larvaria en que se provocé la mutacién o la recombinaciéon y se formoé
el clon. Por ejemplo cuando aparecen clones mwh de manchas grandes significa que el
dafio fue en los primeros momentos de diferenciacién larval y por lo tanto el compuesto a
prueba caus6 mutaciones de manera directa o temprana en el desarrollo de la larva;
cuando la frecuencia de estos clones es elevado en manchas pequefias quiere decir que el
compuesto a prueba necesité ser metabolizado para inducir mutaciéon y que por
consiguiente el dafio no fue a temprana edad larval (Graf, 1995).

Las manchas simples se observan como tricomas multiples (mwh) o mal formados
(flrY) que pueden indicar delecién, mutacién puntual y no disyuncién. Las manchas
gemelas indican recombinacién por lo que se observan los dos tipos de marcadores fIr3 y
mwh (Graf, 1995).

Esta prueba se utiliza para predecir la posible genotoxicidad y antigenotoxicidad

decompuestos quimicos en mamiferos (Guzman-Rincén y Graf, 1995; Sharpe et al., 2002)
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Lineas y Marcadores

Para esta prueba se utilizan tres lineas de D. melanogaster: “muiiltiple wing hairs”
(mwh/mwh), “flare” (flr3/TM3, BdS) y “Oregon-flare” (OR (1); OR (2); flr3/ TM3, BdS) con los
siguientes marcadores:

mwh (multiple wing hairs) Mutacién homocigoética viable localizada en el brazo
izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3). En homocigosis este marcador produce tricomas

multiples por célula en lugar del tricoma tnico de la condicién silvestre (Fig. 13).

Figura 13. Mancha mwh

flr3 (flare) Mutacién que afecta la forma de los tricomas (Fig.14), localizada en el
brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-38.8) y en homocigosis letal (Graf, 1995). Se mantiene

la heterocigosis por efecto de un cromosoma balanceador (TM3).
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A 4 z"{/”/

Figura 14. Mancha fIr3

Bds (Beaded-Serratia). Este marcador se localiza en el brazo derecchodel cromosoma
3 (3-92.5), es homocigoto letal y se identifica por muescas en el borde de las alas (Fig. 15)

(Osaba et al., 1999).

Figura 15. Ala serratia
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In (BLR)TMS3 (Inversion (3 Left. Right) Third Multiple 3). Cromosoma balanceador
con tres inversiones, dos paracéntricas (L y R) y una pericéntrica (L+R), que impide la
formacién de nuevos arreglos cromosémicos originados por recombinacién produciendo
asi individuos heterocigotos para los marcadores letales como es el caso de fIr3 y Oregon-
fir3 (Graf et al., 1996).

OR (R) (“Oregon resistent”). La linea Oregon-flr? también posee el marcador flr? en
caracter heterocigoto; sin embargo, esta linea presenta los cromosomas 1 y 2 de la linea
Oregon resistente al DDT. El cromosoma 2 acarrea la mutacién dominante Rst (2) DDT
localizada en la region 43E, (2-64.5), que provoca la expresion constitutiva de una proteina
inductora de los genes Cyp (Cyp6a8 y Cyp6a9 del cromosoma 1y Cyp6a2 del cromosoma 2).
Los genes Cyp se expresan en las enzimas del complejo enzimatico CYP450. Esta mutacion
confiere en consecuencia, no sélo resistencia al DDT e insecticidas organofosforados en
larvas y adultos, sino también el incremento general en el metabolismo xenobiético (Saner

et al., 1996).

Cruza Estandar (E) y Bioactivacién elevada (BE)

En la cruza E con niveles regulados de CYP450 se utilizan hembras de la linea flare
(flr’/ TM3, Bds) y machos de la linea multiple wing hairs (mwh/mwh). La cruza BE tiene altos
niveles consititutivos de CYP450. Para ésta se usan hembras de la linea Oregon-flare (OR
(1); OR (2); flr3/TM3, BdS) y machos mwh. Cada una de estas cruzas produce dos tipos de
progenie: transheterocigotos mwh flr3*/mwh*flr’ en cruza E y en cruza BE ORR(1)/+;
ORR(2)/+; mwh, flr3*/mwh*flr¥ con alas de fenotipo silvestre; y heterocigoto mwh
flr3t/mwh*flr3* TM3 Bds para E y ORR(1)/+; ORR(2)/+; mwh, flr3*/TM3, BdS para cruza BE,
con alas de fenotipo Serratia. En las moscas con alas tipo silvestre transheterocigotas se
pueden producir dafios como mutaciones y recombinacién, mostrandose como manchas
simples y gemelas. En las heterocigotas con alas Serratia, s6lo se observan manchas

simples causadas por mutaciones (Graf et al., 1984).
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Figura 16. Eventos que generan la pérdida de heterocigosis en la prueba SMART en ala de
Drosophila melanogaster.
(Modificado de Guzman-Rincén y Ramirez-Victoria, 2001. Modificado de Graf ef al., 1984).
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Figura 16. Eventos que generan la pérdida de heterocigosis en la prueba SMART en ala de

Drosophila melanogaster.
(Modificado de Guzmén-Rincén y Ramirez-Victoria, 2001. Modificado de Graf ef al., 1984).
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Anexo 3

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE U

Prueba no paramétrica de Mann-Whitney y Wilcoxon; se comparan los datos
contra la hipétesis nula, usando el programa estadistico STAT Graphics version 6.0.

Como el programa estadistico que se utiliza es para “dos colas”, y el analisis
estadistico apropiado para estudios de genotoxicidad es de “una cola”, se tiene que hacer
el siguiente ajuste:

¢ siel valor de Z ajustada es negativo entonces:

p/2 {- si > o = 0.05 entonces no es significativo.

- si < 0.05 entonces si es significativo.
¢ siel valor de Z ajustada es positivo entonces:

1-p/2 isi > 0 = 0.05 entonces no es significativo.

i <0.05 entonces si es significativo.

1. Resultados indecisos (i) entre el agua y Brécoli cruza (E).

STATISTICA - [Workbook1* - Hann-Whitney U Test (Spreadsheet1)]

Eile Edit iew Insert Format Statistics Graphs Tooks Dats Workbook Window Help El
DZE 8k yBaRC Y ; C@n,

Al o BIuU EEEH A.Q.E.%' WG 81 w2 1 vars ~ Cases - B
Wiorkbookt*
g ﬁDrNoDnT:arametrics it Mann-Whitney U Test (Spreadsheet!)

(] Norparanet By variable conc o
- £3 Ronpararetics ¢ Marked tests are significant &t p <.05000

.53 Norparanshi Rank Sum |Rank Sum | U L p-level L plevel  Valid N | Valid N 27 sided
ET et variable Agua | B3 100% adjusted Agua B3 100%] exact p
peq | 32995001 3603500 1489500 -1.31145 0.189707 -1.5199 0.128523 KO 5710190444

s 3420000 3483.000 1590000 -0F5436 0512679 -1.49641 0134549 6D 5| 0s10%
gemelas | 35100000 3393000 1680.000) 016368 0870054 -1.07598 0304903 6D &7/ 087280 R
101 J97.000  3706.000 1367.000 -1 8709R) D.0R143 | 205845 0.035A66 an 57/ 0061544 R R
3192000 3711000 1362000 -1 89765 0057743 -2.12963 0.0331%8 57 0057903 B R
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Tipo de Mancha P ajustada
Pequenias 0.064 ns
Grandes 0.067 ns
Gemelas 0.152 ns
Totales 0.0179 s

s=significativo; ns= no significativo.

Z ajustada para manchas pequefias y gemelas es negativa entonces p/2 > 0.05 por lo que

se obtuvo un resultado no significativo.

2. Resultados débiles positivos (w) para el MMS y el co-tratamiento MMS+Broécoli cruza

(E).

STATISTICA - [Workbook1* - Mann-Whitney Ul Test (Spreadsheet5)] EE =

Elle Edit Wiew Insert Format Statistics Graphs Tools Data Workbook Window Help =18 x|

Dl &k $aEd e AL

Aral gl 10 Wan = 81w 10 vars v Cases + 5 | [ ] L
*
ggﬁﬁgamm « Mann-wWhitney U Test (Spreadsheetd) j
355 Nonparamem' By variable CONC
Mann-Wh Marked tests are significant at p <.05000 . . .
=12 Nanparametrics (¢ Rank Sum | Rank Sum ‘ vl ‘ z ‘ p-level z p-level ‘ “alid b ‘ “alid M 21 sided
51 £3 Nonparametri variable MMS+BS |MMS (0.5mM) adjusted MME+ES | MMS [0.8mM) | exact p
] Mann-wh PEQ 2473 5000 3236500 1439.500) 059275 0553348 -0.59294 0.553218 55 46| 0.554778
123 Norparametrics (¢ | GOES 2735500 3480500 1195500 -2.03187 0.042165 -2.03363) 0.041954 55 86 0.041846
£ Nonparametri | GEMELAS | 2921.500 3294500 1351.500) -0.93484 0343573 -1.25986 0.207721 55
] Mann-wh | TOT 2867 500 3348500 1327.600) -1.25333 0.210087 -1.25352 0.210017 [
CLONES 2811.500 3404500 1271.500) -1.58362 0.113282 -1.53383 0.113221 55

Tipo de Mancha P ajustada
Pequenas 0.27656 ns
Grandes 0.020992s

Gemelas 0.10386 ns
Totales 0.105 ns

s=significativo; ns= no significativo.

Z ajustada para manchas gemelas es negativa entonces p/2 > 0.05 por lo tanto se obtuvo
un resultado no significativo.
Z ajustada para manchas grandes es negativa entonces p/22 > 0.05 por lo tanto se obtuvo

un resultado significativo
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3. Resultados para el 4NQO y el co-tratamieto 4NQO+Brécoli cruza (E).

STATISTICA - [Workbook1* - Hann-Whitney U Test {Spreadsheet)]

” Fle Edt View Insert Format Statistics Graphs Tools Data Workbook Window Help

=lalx
"D = ‘% (& | # i | X3 o |N 4% AddtoWorkhook = Add to Report + | &Y RD
"Arial -lﬂ Blg‘g |11t&|%lx=?§§:;Vars'Cases'@@,
#*
?_gﬁonzgammcs i Mann-Whitney U Test (Spreadsheet!) j
S | — By variable conc.
Marked tests are significant at p <.05000
Mann-Wh : :
Rank Sum [Rark Sum | U ‘ i ‘ p-leval I | pelevel ‘ Valid M ‘ Valid N |21 sided
variahle | T-OH+4NQO | ANQO+ES adjusted T-OH+4NQO |ANQO+BS | exact p
peq [ 33190001 3484.000) 1489.000) -1.20512 0228159 -1.25830) 0.208284 £0 57/ 0230154
gdes 3625500 3395500 1684.500 0.29876 0765124) 0.33344 0.733805 £D
gemelas 35595.0000 3422000 1711.000 0.15611 0875945 098319 0325514 £0
tot 3354.0000  3R57.000) 1534.000 -1.10891 0267472 -1.13262 0257375 0 98| 0.269728
clones 3554.0000 3467000 1724.000 -0.08613 0531364 -0.08830 0529640 £0 58| 0933758

Tipo de Mancha P ajustada
Pequenias 0.104 ns
Grandes -0.6305 ns
Gemelas -0.8372 ns
Totales 0.128 ns

s=significativo; ns= no significativo.

Z ajustada para manchas pequefias y totales es negativa entonces p/2 > 0.05 por lo que se

obtuvo un resultado no significativo.

4. Resultados para el MMS y el co-tratamiento MMS+Broécoli cruza (BE).

STATISTICA - [Workbook1* - Hann-Whitney U Test {Spreadsheet?)]

Eile Edt View Insert Format Statistics Graphs Tools Data ‘Workbook Window Help

W= |§|ﬁ | b E@ | Lol |ﬁ ?_;TB Add to Workbook = Add ta Repart = @ K2 .
[ dodlpru==s=@|A-2-E %@ @8 [0e G & 8« i3 vas - caes - B B3] .
*
? gr;: Dn?:ilrametrics (s tann-Whitney U Test (Spreadshest?)
Ela Tonparametri By variable CONC .
" ] Mamn-uih Marked tests are significant at p <.05000
1 £3 Nonparametrics Rank Sum| Rank Sum ‘ u ‘ z ‘ p-level z ‘ p-level ‘ Valid N ‘ Vald N [2*1sided
53 Nonparametri variahle MMS+BS | MMS 0.5 mi adjusted MMS+ES |MMS 0.8 mh | exact p
[ Man-wh | PEQ [ 77300001  308.0000) 1430000 -1.27473) 0.202408 -1.27737 0201474 3 10210276
=3 Narparametrics (¢ | GDES 744 A000 436.5000 114.5000) -2.00866| 0.044574 ) -2.01120/ 0.044305 £ 1] 0043412 R N
253 Nanparametr | GEMELAS | 5225000 253.5000 192.5000) 0.00000 1.000000 3 11 [
- [E Mann-ih | TOT 7450000 335.0000  116.0000] -1.97003 0.045536| -1.97118) 0.045704 3 11 0045327
=423 Monparametrics ¢ [ CLONES | 7460000 335.0000 16,0000 -1.97003 0.045536 | -1.97118) 0.045704 35
=23 Norparaneti I A I N ]
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Tipo de Mancha P ajustada
Pequenias 0.100 ns
Grandes 0.02s
Gemelas

Totales 0.024 s

Z ajustada para manchas grandes y totales es negativa p/2 < 0.05 por lo tanto se obtuvo

un resultado significativo.
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