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Asi como el hierro se oxida por falta de uso, asi también la
inactividad destruye el intelecto.

Leonardo da Vinci.
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“Modulacion del dano producido por el ANQO por parte de la
Vit./FeSO4 en funcion de los niveles de CYP450 en Drosophila

melanogaster”

RESUMEN

El brécoli (Brassica oleracea var. Itdlica) tiene propiedades quimioprotectoras
atribuibles, entre otras cosas, a la vitamina C (Vit. C). Aunque ésta tiene efecto
antioxidante, se ha reportado que puede actuar como un proxidante en
concentraciones excesivas de Fe*? que llevan a alterar el apareamiento de
bases del DNA. El 1-Oxido de 4-nitroquinolina (4NQO) es un mutdgeno que
provoca aductos de purina e incrementa las especies reactivas de oxigeno.
Este trabajo pretende determinar el efecto genotdxico de la interaccion
4ANQOY/Vit. C/ FeSO4 en las cruzas Estandar (CE) y Bioativacion Elevada (CBE)
de SMART en ala de Drosophila melanogaster. Se expusieron larvas de tercer
estadio, de ambas cruzas, a tfratamientos cronicos con 4NQO (2 mM), Vit. C
(5.6 mM) y FeSOy4 (0.2 mM) vy los cotfratamientos 4ANQO/ FeSO4, 4ANQO / Vit. C,
Vit. C/ FeSO4 y 4NQO/Vit. C/FeSO4. Se agregaron 2 ml de cada solucidén en
0.5g de medio instantdneo para D. melanogaster (DIM). Se realizaron
preparaciones permanentes de alas silvestres de ambas cruzas. Todos los
compuestos se diluyeron en Tween 80-OH 5% (1:1). En la CE, que tfiene niveles
basales de citocromos P450, se obtuvo lo siguiente: (1) El efecto de FeSO4 y Vit.
C + FeSOs no fue estadisticamente diferente al testigo; (2) El testigo Vit. C
aumentod significativamente la proporcion de clones de 1-2 células; (3) Los
cofratamientos 4NQO mas Vit. C, FeSO4 y Vit. C + FeSO4 produjeron
genotoxicidad con la siguiente jerarquia: 4ANQO < 4NQO+Vit. C < 4NQO+FeSO4
< 4ANQO+Vit. C + FeSQOy; (4) Se confirma la diferencia sobre la genotoxicidad
del 4NQO relacionada con los niveles de CYP450s. En La CE la Vit. C fue
proxidante. En la CBE no se obtuvieron diferencias con ninguno de los
cofratamientos. Con Vit. C+FeSO4 se moduld la genotoxicidad del 4NQO en la
CE, por lo que la ausencia de dano en la CBE debe estar relacionada con los
CYP450s y posiblemente los mecanismos de reparaciéon y apoptosis. Los
resultados con la mezcla Vit. C + FeSO4 sugieren que ocurrid reaccion Fentonin
Vivo.

Palabras clave: Vitamina C, CYP450s, ANQO, Genotoxicidad



INTRODUCCION

En este trabajo se reportan los hallozgos, de la tesis de investigacion,
“Modulacién del dano producido por el 4NQO por parte de la Vit./FeSO4 en
funcidbn de los niveles de CYP450s en Drosophila melanogaster”,  que
pertenece al megaproyecto “Evaluacion del efecto genotdxico del Brocoli
(Brassica oleracea var. Itdlica) y algunos de sus constituyentes”, dentro de la
linea de investigacion Genética Toxicoldgica! que lleva a cabo el Laboratorio
del mismo nombre de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM.
Para este campo de la toxicologia, se requiere tener conocimientos en
biologia molecular y celular, farmacologia, genética, quimica, bioquimica
(metabolismo) y estadistica, ademds de conocimientos profundos de la

prueba de genotoxicidad y del modelo bioldgico utilizados.

La dieta juega un papel muy importante con respecto a la etiologia y
prevencion del cdncer ya que impacta en todas las vias metabdlicas
relevantes, tales como la exposicion a cancerigenos, la activacion/
desintoxicacion de cancerigenos, la reparacion y sintesis del DNA vy la
apoptosis. Muchos micronutrientes minerales y vitaminas actuan como sustratos
y/o cofactores en reacciones clave de mantenimiento del DNA y la
concentracion exacta de éstos en la célula podria ser critica. Sin embargo, los
estudios que han investigado la relacion entre la dieta y el cdncer, han sido
complicados. En anos recientes, se ha puesto mucha mas atencion al estudio
del potencial mutagénico y/o cancerigeno de una amplia variedad de
quimicos presentes en la dieta (Sarvic, 1994). La importancia de estos estudios
estd basada en el papel que los factores antiriesgo juegan en la patogénesis
de las enfermedades relacionadas con la mutagénesis. Consecuentemente,

en adicion a la aproximacion tradicional de la prevencion primaria de

' La genética toxicologica, como sub-especialidad de la toxicologia, identifica y analiza la accion de agentes toxicos
dirigidos a los componentes del material genético de los organismos vivos. De esta manera, su principal objetivo, es
el de detectar y entender las propiedades de agentes mutagenos, cuya afinidad es especifica por los acidos
nucleicos, en particular por el DNA.



mutaciones y cdncer, la identificacion de agentes quimiopreventivos? en la
dieta representa otra estrategia efectiva en la modulacién o inhibicidon de los
procesos patoldgicos que resultan de la exposicidon a un nimero creciente de
compuestos mutagénicos o cancerigenos presentes en el ambiente
(Wattenberg 1983, 1985; Ferguson, 1994). Por el incremento en la ingesta de
componentes quimiopreventivos, podria ser posible incrementar la proteccion
contra el dano causado por compuestos genotdxicos® y cancerigenos; sin
embargo otfro punto crucial que debe ser considerado es el hecho de que
algunos moduladores, que ejercen efectos protectores en alguna situacion
dada, podrian convertirse en deletéreos cuando el mutdgeno o el punto final
bajo estimulo es modificado (Lehmann et al., 2000).

Aungue la dieta ha sido considerada tradicionalmente la mds importante
fuente de vitaminas y minerales. En muchos paises ha habido un incremento en
la tendencia hacia la suplementacion con niveles definidos de micronutrientes,
ingeridos solos 0 como multivitaminicos (Linster y Van Schaftingen, 2007).

La evidencia epidemioldgica indica que la ingesta de alimentos que son ricos
en Vitamina C (Vit. C) estdn asociados con un riesgo reducido de
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y varios tipos de cdncer.
Pero la magnitud de su contribucion a este efecto no estd clara (Fenech y
Ferguson, 2001). Tal es el caso del brocoli rico en Vit. C (4.1 mg/g), que en
términos de genotoxicidad es una mezcla compleja, debido a que la
inferaccidén entre sus muchos compuestos puede tener diferentes efectos
antagonistas o sinérgicos en combinacidon con agentes cancerigenos, y que se
le relaciona con la capacidad de modificar la actividad enzimdtica de los
Citocromos P450 (CYP450s) (Verhoeven et al., 1997).

2 Quimiopreventivo: sustancias quimicas, naturales o sintéticas utilizadas con el fin de impedir o revertir la
carcinogénesis.

% El termino “genotdxico” fue introducido en 1973 para abarcar “cambios hereditarios letales o transmisibles tanto en
células somaticas como germinales” (Ehrenberg et al., Ambio Special Report 1973). El término “Genotdxico” es un
tanto mas amplio que el término “Mutagénico”, pero no puede hacerse una clara distincidon entre mutagénico y
genotoxico. Ambos términos son ampliamente utilizados.



Comprender el mecanismo de accidon quimioprotectora de los factores
quimicos de la dieta es extremadamente importante. Esto nos ayuda a
relacionar la informacion obtenida en los estudios de laboratorio con
situaciones humanas, estudios epidemioldgicos y en el desarrollo de
biomarcadores Utiles para efectos de salud.

Un punto de atenciéon ha sido el papel natural que llevan a cabo algunos
antfioxidantes en confra de la generaciéon de tumores. Ademds de aceptarse
ampliamente que la dieta rica en frutas y verduras protege contra el cdncer y
otras enfermedades degenerativas en humanos (Block et al., 1992; Hyrayama,
1994; Gillman et al., 1995). Contrariamente, muchos estudios epidemioldgicos
han mostrado correlacion inversa entre la ingesta de ciertos antioxidantes y el
desarrollo del cdncer (Block, 1992; Byers y Perry, 1992; Ames et al, 1995).
Ademds ha existido mucho interés en estudiar los efectos de la Vit. C como
protector del estrés oxidativo, desde que se pudo incorporar faciimente y en

dosis controladas en la dieta humana (Cdardenas et al., 1997).

De tal forma que, existen reportes que sugieren que la Vit. C reduce
exitosamente tanto el efecto clastogénico4 producido por muchos agentes
quimicos como los efectos de la radiacion en ensayos in vivo (Hoda y Sinha
1991; Ghaskadbi et. al.,1992; Sarma y Kesavan 1993; Khan y Sinha 1996), y otros
qgue han reportado que afecta las macromoléculas, y que podria ejercer

efectos geno y citotdxicos® (Shamberger, 1984).

VITAMINA C O ACIDO ASCORBICO

La Vit. C (Fig. 1) estd presente en casi todos los alimentos de origen vegetal. Es

un nutriente esencial en los humanos, primates y muchos otros animales debido

* Clastogénico: Agente fisico o quimico capaz de inducir rupturas en los cromosomas y como consecuencia
aberraciones.

® Citotoxico: Agente o proceso que es daiiino para la célula, lo cual significa que suprime las funciones de la célula o
provoca su muerte.



a la ausencia de L-gulonolactona oxidasa (enzima que cataliza una de las
etapas en la biosintesis) (Linster y Van Schaftingen, 2007). La definicion del
requerimiento minimo de Vit. C en humanos varia: Estd definido como 40-60
mg/dia para combatir las deficiencias de la dieta (Levine et al., 1995, Food
Standards Agency del Reino Unido, Organizacién Mundial de la Salud). Segun
este organismo no se deben exceder los 2000 mg/dia), 400 mg/dia (Linus
Pauling Institute), 1.000 mg/dia (Profesor Roc Ordman, para la investigacion de
los radicales libres), 3.000 mg/dia (hasta 300.000 mg para enfermos),

(Fundacioén para la vitamina C).

Bajo condiciones fisiologicas, la Vit. C existe predominantemente en su forma
reducida, como el dcido ascoérbico, tfambién se pueden encontrar trazas de su
forma oxidada, o deshidro-ascorbato (DHA). Hay dos mecanismos conocidos
de transporte de Vit. C a la célula. Un sistema universal, presente en todas las
células, la transporta como DHA por la via facilitada de los transportadores de
glucosa. Una vez adentro, el DHA es rdpidamente reducido y se acumula
como dcido ascorbico. En el segundo sistema de transporte, funcional en
células especializadas, es en el que la Vit. C es transportada directamente por

la via sodio-dependiente con co-transportadores.

Figura 1. Estructura molecular de la Vitamina C o Acido Ascérbico

(‘THEOH
HOCH_ .9_ o

=

OH OH

La vitamina C es una molécula hidrosoluble que se encuentra infra vy
extracelularmente en la mayor parte de los sistemas bioldgicos. Reacciona

directamente con los radicales libres y se convierte en DHA. El DHA se regenera



por la deshidroasorbato reductasa que utiliza glutation reducido y lo oxida a
GSSG. Oftra funcidn importante del dcido ascoérbico es restaurar las
propiedades antioxidantes de la vitamina E (Chen et al., 2003; Stahl y Sies,
1997).

Es un poderoso antioxidante en el plasma y en la célula, extinguidor de
especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species, por sus siglas en
inglésé) y de nitrédgeno. Intracelularmente puede prevenir la muerte celular e

inhibir mutaciones inducidas por estrés oxidativo.

Durante el proceso de extincidon de radicales libres, el ascorbato dona un
electron fransformdndose en el intermediario inestable, ascorbil, que puede
revertirse a ascorbato. El radical ascorbato puede donar un segundo electron
y ser convertido a DHA y éste a su vez, puede ser reducido hasta ser ofra vez
Vit. C o ser irreversiblemente hidrolizado a &cido 2,3-diceto-guldnico, el cual
después es metabolizado hasta dcido trednico y oxdlico (Fig. 2). En células
tratadas con Vit. C y expuestas a perdxido de hidrogeno (H202), la Vit. C es
convertida a DHA, alternativamente, el DHA infracelular puede ser

transportado a los organelos.

CH.OH CH-OH CH0OH CH-OH
I | | HOI:I}I
HOCH o o gyt HOCH 0. .0 4o~ HOCH o o +H,0 : o G
" _— e = — = HOCH
+o-f+H* — -a
0 oM o [v] o 0 o o

Figura 2. Metabolismo de la Vit. C

El farmacdoforo’ de la Vit. C es el ion ascorbato, el cual realiza muchas

funciones importantes; la mayoria de las enzimas que utilizan la Vit. C como

® Ver apartado Importancia del oxigeno.
7 Farmacoforo: Parte de la molécula que produce los efectos fisioldgicos especificos de un medicamento.
pharmak(o)- pdpuakov gr. 'medicamento’, 'veneno' + -phor(o)- -popog gr. 'que lleva'



cofactor, estan localizadas en el reficulo endopldsmico como las prolil y lisil
hidrolasas, las cuales catalizan la produccion de entrecruzamientos de
coldgeno a ftravés de modificaciones después de la translocacion vy
plegamientos (Suberlich, 1994). También interviene de manera importante en la
absorcion del hierro a fravés de su capacidad reductora. La importancia del
ascorbato como un antioxidante en fases acuosas ha sido establecida por
muchas décadas, y quimicamente se le ha reconocido como un acarreador
de especies reactivas de oxigeno ha sido bien descrita. Ademds, modula el
estado redox manteniendo los compuestos sulfhidrilo, incluyendo al glutation,
en su estado reducido. Se ha sugerido que in vitro repara hidroperdxidos de
proteina, por una aparente regeneracion de los aminodcidos por reduccion
(Fenech y Ferguson, 2001).

Como se menciond, el ascorbato existe predominantemente en la sangre y en
el cuerpo en su forma oxidada, DHA, donde comprende sélo 5-7% del total de
la Vit. C., comparado con estos en tejido son mds elevados (6-8 mM en
leucocitos), donde es transportado por un gradiente de concentracion (Ek et
al., 1995). El transporte de DHA estd mediado por muchas isoformas del
transportador de glucosa, donde la forma oxidada es tfransportada mds rapido
que la forma reducida (Vera et al., 1993). De esta manera el DHA en plasma es
mantenido a niveles bajos. En apoyo a esto, el acarreo de Vit. C como DHA es
promovido por la insulina e inhibido por la hiperglicemia (Cunningham, 1998).
La reduccion enzimdtica y no enzimatica de DHA hacia Vit. C ocurre en todos
los tipos celulares mayormente en el reticulo endopldsmico (Bode, 1997). Se
han propuesto muchos candidatos para esta catdlisis, entre ellos la NADPH
oxidoreductasa, con la concomitante generacion de equivalentes oxidantes
dentro del lumen.

La Vit. C tiene una potente actividad proxidante en presencia de iones
metdlicos, donde actua como un agente reductor promotor de la reaccion

Fenton. Asi, las bajas concentraciones de ascorbato incrementan la actividad



del radical oxigeno, mientras que las altas concentraciones acarrean radicales
hidroxil ({OH), oxigeno singulete (-O) y perdxidos lipidicos. A través del acarreo

de perodxidos lipidicos, la Vit. C es un inductor potente de la apoptosis
(Sakagami et al., 2000), este mecanismo de accidn parece reflejar un proceso
de senalizacién y actua como un activador de la cascada de caspasas mas
que en la regulacion de la expresion de los genes. Lo anterior tendria que ser
probado ante el dano oxidativo in vivo y la mejoria por suplementacion con
dosis prolongadas de Vit. C. La dosis de ascorbato, que es protectora in vitro,
podria no serlo in vivo (Griffiths y Lunec 2001). La existencia fisioldgica vy
relevante de |la naturaleza proxidante de la Vit. C ha sido cuestionada, pero la
evidencia del incremento en los niveles de productos de la oxidacion del DNA
en sujetos con suplementos de Vit. C lleva a aceptar la hipdtesis de que ésta
puede actuar como proxidante in vivo (Podmore et al., 1998; Rehman et al.,
1998).

La Vit. C fiene un gran nUmero de inferacciones conocidas con los iones
metdlicos. Estas interacciones involucran reacciones redox que incluyen 1)
catdlisis del ion metdlico de la oxidacion del dcido ascoérbico con formacion
de perdoxido de hidrogeno concomitante y generacion de radical hidroxil
(sistema Weissberger) (Weissberger et al., 1943; Khan y Martell, 1967) 2)
activacion del oxigeno molecular hasta llegar a la oxidacion de la mitad de los

aromdticos enddgenos (sistema de Udenfriend) (Undenfriend et al, 1953;
Brodie et al., 1953) 3) reacciones de reduccion del Fe™® a Fe*2 facilitando que

se involucre en la activacion de los perdxidos (reacciones Fenton) (Childs et al.,
2001).



Sistema Weissberger

La catdlisis del ion metdlico en la oxidacion del dcido ascorbico, ha sido un
proceso establecido para la formacion de perdxido de hidrégeno. La reaccion
fue estudiada en detalle inicialmente por Weissberger et al., en 1943 y
subsecuentemente por Khan y Martell (1967), aunque la reaccion entre el
dcido ascoérbico y el oxigeno procede lentamente en ausencia de iones
metdlicos, la introduccion de iones metdlicos redox activados en cantidades
cataliticas generalmente incrementa la velocidad de reaccion. La constante
para la autooxidaciéon del dcido ascoérbico estd reportada como 5.87 X 104 M1
seg! (Khan y Martell, 1967). La constante catalitica en presencia de Fe*3 es
incrementada a 6.4 X 103 M1 seg!. ES muy importante que en presencia de
guelantes del ion metdlico, diferentes a la Vit. C, la reacciéon procede a formar
Fe*2 el cual podria reaccionar répidamente con perdxido de hidrogeno para
generar *OH (Khan y Martell 1967). Esta generacion del téxico *OH a partir de
un sistema simple que contiene iones metdlicos, dcido ascorbico y oxigeno
tiene consecuencias potfencialmente deletéreas debido a la naturaleza
ubicua de estos componentes en tejidos enfermos. Bajo estas condiciones es
imperativo restringir la ingesta de Vit. C hasta los niveles de ingesta diaria

recomendada.

Sistema de Udenfriend

En modelos quimicos, el sistema Udenfriend ha demostrado hidroxilar
compuestos aromaticos, hidrocarburos saturados transformdndolos en
alcoholes, y olefinas a epodxidos (Khan y Martell, 1967). Se ha distinguido del
sistema Weissberger en el mecanismo vy tipo de oxidacion de los productos
generados (Khan y Martell, 1967) El sistema Underfriend involucra al dcido
ascorbico como un complejo donador de dos electrones al metal de
transicion, como el Fe*2 (Undenfriend et al., 1953). Se ha especulado que en la

presencia de oxigeno molecular el complejo entre Fe*2 y dcido ascorbico



resulta en la formacion de una especie reactiva de oxigeno especulando que
sea el "OH (Kasai y Nishimura, 1991). El mecanismo propuesto muestra la
oxidacién del dcido ascoérbico a dcido deshidroascoérbico, por la transferencia
de un electron hacia el Fe*? y subsecuentemente hidroxilacion del compuesto
aromdtico (Martell y Taqui, 1973). Se ha mostrado que esta reaccion se
incrementa cuando el hierro estd acoplado con un quelante, por ejemplo en

complejos hierro-citrato encontrados en los biofluidos (Parkes et al., 1991).

Quimica Fenton

La reaccidon Fenton involucra la reduccion de perdxido de hidrogeno
catalizada por un metal para generar especies oxidantes poderosas. Los
metales de fransicion tienen estados de oxidacion variantes y por eso son
capaces de catalizar reacciones de oxidacion y reducciéon. En la sangre, el
hierro circulante estd fuertemente unido a la proteina transferrina, la cual
reduce su potencial de reduccion, y subsecuentemente su reactividad con el
perdxido de hidréogeno. En las enfermedades cronico inflamatorias el depdsito
de un ion metdlico de baja masa molecular puede resultar en i)
vascularizacion comprometida, ii) la activacion de la hemoxigenasa vy iii)
liberacion de las proteinas fuente via superdxido (Halliwell y Gutteridge, 1999).
El sistema Fenton puede generar radicales hidroxil a partir de un ion metdlico
provocando la activacion del perdoxido de hidrogeno (Srivastava et al., 1989). El

dcido ascorbico puede entonces reciclar el Fe lll a Fe+2 favoreciendo la

generacion de -OH por ciclos Fenton subsecuentes.

HIERRO

El hierro, ha sido un metal esencial, intimamente relacionado a la vida y se ha

enconfrado en sitios cataliticos de muchas proteinas vitales. La deficiencia de
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hierro lleva a la anemia, especialmente durante los periodos de crecimiento
como en la infancia, adolescencia y embarazo (de Freitas y Meneghini 2000).
Este metal, en forma activa redox, representa un sistema catalitico
transportador de electrones potencialmente peligroso; estd involucrado en
reacciones redox en la célula, y los niveles altos de hierro incrementan la
peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo a fravés de la iniciacidon de
reacciones tipo Fenton (Dabbagh et al., 1994; lyer y Struhul, 1996; Galaris y
Evangelou, 2002). Aun asi, los organismos y las células fienen varios mecanismos
desarrollados para reducir la sobrecarga de hierro tales como una alta
regulacion del tfransporte del hierro tfransmemlbranal, quelantes intracelulares y
enzimas que destruyen las especies reactivas de oxigeno. Un desbalance en
estos sistemas puede generar mutaciones, cdncer, inflamacién, diabetes, y
enfermedades hepdticas, cardiacas y neuroldgicas (Fraga y Oteiza, 2002;

Fenech y Ferguson, 2001).

Asi, no es sorprendente que la naturaleza maneje el hierro con sumo cuidado;
usualmente el metal estd impedido a reaccionar con perdxidos al encontrarse
escondido dentro de proteinas o de otras estructuras formando complejos, que
impiden que participe en reacciones de transferencia electronica (Kakhlon y
Cabantchik, 2002).

A pesar de lo anterior, la suplementacion con hierro es muy comun, y algunas
veces es tomado en conjunto con la Vit. C para ayudar a su absorcion. Los
efectos daninos de una alta ingesta de cada uno por separado, sales de hierro
o Vit. C, justifica una seria consideracion. Por lo tanto, en tdndem este
“cocktail” es un veneno potente. La interaccion incontfrolada entre la Vit. C y

las sales de hierro lleva al estrés oxidativo.
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La cosuplementacion de sales de hierro con Vit. C exacerba el estrés oxidativo
en el fracto gastrointestinal, predisponiendo a los individuos a la ulceracion,
desdrdenes inflamatorios y al aumento de desdérdenes cronicos existentes vy

puede causar cdncer (Fenech y Ferguson, 2001).

IMPORTANCIA DEL OXIGENO

El oxigeno molecular, vital para la existencia de los organismos aerobios, es
inherentemente téxico. Esta paradoja deriva de la misma naturaleza quimica
del oxigeno. Animales, plantas y muchos microorganismos disponen del
oxigeno para una eficiente produccion de equivalentes energéticos en forma
de ATP.

El lado perjudicial del oxigeno se relaciona directamente con el hecho que
cada atomo de oxigeno posee un electron desapareado en su orbital externo
y la molécula de oxigeno posee dos electrones desapareados en dos orbitales
distintos, de manera que el dtomo de oxigeno es un radical libre y la molécula
de oxigeno un bi-radical libre. La reduccion tetravalente concertada del
oxigeno por la cadena de transporte electronica mitocondrial para producir
agua, se considera un proceso relativamente seguro; sin embargo, el ambiente
reducido intracelular proporciona amplias oportunidades para que el oxigeno
sufra la reduccidon univalente que es la causante de la generacion de los
intfermediarios reactivos. El radical super oxido, el perdxido de hidrogeno vy el
radical hidroxilo son los subproductos de esta reduccidn univalente,
denominados ROS y responsables de la toxicidad del oxigeno (Gastell y Pérez,
2000).

En este ambiente aerobio poco favorable, los organismos vivos han
desarrollado una serie de sistemas enzimdaticos y una variedad de compuestos

antioxidantes hidro vy liposolubles, cuya funcidn es secuestrar, interceptar e
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inactivar las ROS que se producen inevitablemente. La célula posee también la
capacidad de sintetizar  una serie de sistemas enzimdticos

reparadoras/eliminadoras de la lesidon en proteinas, lipidos y DNA.

Como la intensidad del estrés oxidativo puede variar de un momento a otro, los
organismos pueden adaptarse al estrés fluctuante induciendo en un
determinado momento la sintesis de enzimas antioxidantes y reparadoras cuya

misidn es evitar o eliminar la lesion.

Reaccidn de Fenton-Haber-Weis

La produccion primaria de Oz y H2O2 es capaz de iniciar y sostener una
reaccion en cadena en condiciones fisioldgicas que abarcan las reacciones
de lipoperoxidacion. Las especies Oz y HoO2 son los reactivos responsables de

los procesos de iniciacion de las reacciones siguientes:

Oz + Fe3* ===> O, + Fe?*

H202 + Fe2*===> OH + Fe3* + HO"

En esta Ultima reaccion se genera ‘OH y se denomina de Fenton-Haber Weiss

ya que ellos describieron originalmente la descomposicion del perdxido de
hidrogeno por sales de hierro. Imlay et. al. (1988) han sugerido que el dano al
DNA podria ser causado in vivo por el HoOz via ésta reaccion (Ames et al., 1993;
Galaris et al., 2006; Balaban et al., 2005; Brenneisen et al., 2005). La accion

protectora de la sUper oxido dismutasa (SOD) y la catalasa, al eliminar el HoO»
se comprende que mantenga baja la tasa de generaciéon del OH. EI 'OH es

capaz de iniciar las reacciones de propagacion con dcidos grasos no
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saturados (RH) para generar hidroperdxidos estables, segun las siguientes

reacciones:
OH + RH ===>R-+ H20
R:-+ O2===>ROO"
ROO -+ RH ===> R -+ ROOH

ESTRES OXIDATIVO

La confinua generacion y eliminacion de los ROS es un fendmeno comun en la
vida aerdbica. Por lo tanto, en condiciones de incremento en la produccion o
una baja en la eliminacion de estas especies puede llevar a un estado
aumentado en células y tejidos, situacion conocida como estrés oxidativo
(Barbouti et al., 2002).

El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la
homeostasis de la oxido-reduccion intracelular, que se produce a causa de
una excesiva produccion de ROS y/o por deficiencia en los mecanismos

antioxidantes, conduciendo a dano celular.

El estado de oxido-reduccion de la célula estd determinado por el equilibrio
enfre las parejas de oxido-reductiva de los distinfos compuestos bioldgicos
presentes en ella, principalmente de aquellos que se encuentran en mayor
proporcion. El glutation (GSH, g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), debido a su alta
concentracion intracelular (5-10 mM), se considera un regulador homeostatico
del estado de Oxido-reduccion celular. Este metabolito predomina
ampliaomente en su forma reducida (GSH) sobre la oxidada (GSSG). Esto trae
como consecuencia que un ligero desplazamiento del equilibrio hacia la forma
oxidada afecte de manera alarmante el estado de oxido-reduccidon general,

debido a su participacion en muchos equilibrios de dxido reduccion acoplados.
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En particular esto es critico para la regulacidén de algunos factores de
transcripcion, cuya actividad depende del estado de oxido-reduccion en el
que se encuentren. Cuando un grupo -SH critico sufre una modificacion
oxidativa la proteina afectada puede perder su funcionalidad (Barbouti et al.,
2002)

Las ROS enddgenas como producto del metabolismo xenobidtico (ver Anexo
1) y el metabolismo aerobio pueden causar dano oxidativo a las
macromoléculas celulares. Las lesiones al DNA resultantes de la exposicion a
ROS incluyen modificaciones de bases, sitios abdsicos, rompimientos sencillos y
dobles y entrecruzamientos (Halliwell y Aruoma, 1991). El dano continuo al DNA
por radicales libres puede contribuir al envejecimiento, al cdncer y a otras
enfermedades degenerativas relacionadas con la edad (Ames, 1989; Loft y
Poulsen 1996).

Bajo condiciones fisiologicas, en los organismos, se forman varias ROS por
descomposicion enzimdtica y no enzimdtica. Los niveles elevados de ROS
pueden iniciar la peroxidacion lipidica, danar al DNA y a las proteinas.

El hierro y otros metales de transicion participan en la formacion de ROS y en la
peroxidacion lipidica. El *OH es muy reactivo (Schaich, 1992) pero su papel al

igual que otros ROS en la peroxidacion lipidica no es muy claro (Halliwell y
Gutteridge, 1986; Fridovitch, 1989; Velisek, 1999; Tien et al., 1981; Minota y Aust

1987 y Yushino y Muramaki, 1998). In vivo el *OH podria formarse via reacciones

Fenton. El Fe se presenta en el organismo unido a la hemoglobina o a la

ferritina y puede ser liberado de estos complejos por accidén de ROS, Vit. C o
peréxidos lipidicos. La Vit. C puede transferir electrones o *H al O, y OH a los

metales de transicion (Hwang et al, 2000), lo cual indica por qué la Vit. C

puede tener efectos pro y antioxidantes (Ozgova et al., 2003).
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Como se menciond anteriormente el estrés oxidativo estd implicado en gran
variedad de condiciones patoldégicas, incluyendo el cdncer vy el
envejecimiento (Ames et al, 1993; Griendling y Harrison, 1999; Galaris y
Evangelou, 2002; Balaban ef al., 2005; Brenneisen et al., 2005; Halliwell, 2006;
Galaris et al., 2006).

El H2O, puede modular funciones celulares fundamentales como el
crecimiento, la proliferacion y diferenciacion celular o provocar la muerte de
ésta (Yu et al., 2002; Liu et al, 2002). La alteracion del proceso apoptdtico
puede contribuir al desarrollo de muchas enfermedades vinculadas con la
acumulacion de células indeseables o pérdida celular como resultado de una
excesiva apoptosis (Vaux y Korsmeyer, 1999; Tenopoulou et al., 2005).

Ademds, generalmente se cree que el H O, afecta directamente las funciones
mitocondriales, induciendo la liberacién de factores apoptogénicos hacia el
citosol y se han presentado evidencias de que el H2O3 interactia inicialmente
con iones de hierro redox-activado llevando a la generacion de radicales
hidroxil y subsecuentemente a la ruptura de la membrana lisosomal (Doulias et
al., 2003; Antunes et al., 2001; Zhao et al., 2003) Ademds se han propuesto
muchos mecanismos, aungue no son muy claros, en que la desestabilizacion
lisosomal puede afectar variables como la permeabilidad de la membrana

mitocondrial (Barbouti et al., 2002).

DANO AL DNA, REPARACION Y APOPTOSIS

El ciclo mitdtico de las células eucariotas involucra una secuencia ordenada
de eventos que resultan en una transmisidon exitosa de material genético a las
células hijas. La entrada al ciclo celular mitético estd regulado por senales

especificas (Siede et al., 1993).
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Las células tienen mdltiples respuestas al dano al DNA, que estdn clasificadas
como reparacion del DNA o tolerancia del DNA al dano. Como su nombre o
dice, la reparacion del DNA abarca mecanismos de reversion del dano que
involucran la catdlisis por enzimas, escision de bases danadas, asi como
nucledtidos que son incorporados incorrectamente durante la replicacion del
DNA. La tolerancia del DNA al dano involucra muchas respuestas celulares
distintas, por las cuales los efectos potencialmente letales de la replicacion de
DNA con bases danadas son mitigados. La eficiencia de la reparacion del DNA

y su tolerancia al dano estdn influenciadas por respuestas regulatorias.

Hay una variedad de mecanismos que permiten reconocer el dano al DNA y
repararlo. De acuerdo con su principal tipo de accidon durante el ciclo celular
mitotico, se clasifican en pre-replicativos, dependientes de la fase S y post-
replicativos. Los agentes quimicos pueden unirse covalentemente a las bases
del DNA o causar sitios abdsicos (AB). Las bases modificadas pueden ser
eliminadas por el sistema de escision de bases (BER); las lesiones mayores, que
son mads complejas y menos especificas, son eliminadas por escision de
nucledtidos (NER) que contiende con una gran variedad de alteraciones en las
bases. La reparaciéon por NER es la mejor forma de reparar el dano de bases,
que pueden resultar en distorsiones en la estructura del DNA y en
consecuencia interferir con el apareamiento normal de bases. NER es activada

por dimeros de pirimidina, por exposicion a laluz U.V. (Friedberg et al., 2004).

En BER las glicosilasas eliminan las bases alteradas (son cambios en las bases
nitrogenadas que se forman por exposicidon a luz UV, radicales ‘OH vy ciertos

agentes quimicos como el 4ANQO dejando un sitio AB. La reparacion de estas
lesiones continua con la actividad de endonucleasas AB que catalizan el corte
del DNA en los sitios AB, preparando al DNA para la escision, sintesis y union de

la cadena. Se han identificado dos clases de enzimas para el primer paso de
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este tipo de reparacion: Glicosiliasas simples, que remueven la base y forma un
sitio AP y las glicosilasas que remueven la base y ademds estan asociadas a
una actividad endonucleasa por lo que cortan el enlace fosfodiéster en el sitio
AP. Estas enzimas se conocen como liasa AB. La mayoria de las lesiones
producidas por radicales son corregidas por BER (Heres-Pulido, 2001)

La mayor parte de las lesiones producidas por el estrés oxidativo en las bases
del DNA son reparadas por BER. El metabolismo que depende del oxigeno se
ha relacionado con enfermedades cardiovasculares, cdncer, degeneracion
neuronal, disfuncidn de la inmunidad y envejecimiento. Sin embargo, las
células, contienen sistemas de reparacion que las protegen del estrés oxidativo
(Friedberg et al., 2004)

La apoptosis es un proceso activo de muerte celular caracterizado por la
confraccion celular, hinchamiento de la membrana, condensacion de la
cromatina y fragmentacion del DNA (Nishimura, 1999). El deterioro del proceso
apoptdtico ha sido implicado en muchas enfermedades (Chinnaiyan y Dixit
1996). Se sabe que muchos eventos mitocondriales especificos preceden a la
apoptosis, incluyendo la alteracion del rango de Bcl-2/Bax y la traslocacion
citosdlica del citocromo C el cual a su vez puede inducir una cascada
apoptdtica de activacion de caspasas y disminucidon de PARP® [poli (ADP-
ribosa) polimerasa)] (Jayshree et al., 2000; Kluck et al., 1997).

La apoptosis juega un papel importante en la repuesta celular al estrés
genotoxico y se ha pensado que la pérdida de la respuesta apoptdtica en las
células es uno de los mecanismos involucrados en la evolucidon tumoral

maligna (Arends y Wyllie, 1991).

8 PARP: Poli (ADP-Ribosa) Polimerasa (PARP-1), es una enzima nuclear de 116 kDa, que cataliza la transferencia
de unidades de ADP-ribosa empleando como sustrato NAD+, sobre residuos carboxilicos de glutdmico y aspartico
de proteinas nucleares. Una de las funciones biolégicas de la PARP-1 es la reparacion del DNA y el mantenimiento
de la integridad del genoma. Esta proteina nuclear funciona como sensor activandose en respuesta al dafio del DNA
de causa isquémica, sefalizando la ruptura de su cadena. Cuando la intensidad del dafio al que esta expuesto el
DNA es severa, el estrés oxidativo induce una sobreactivacion de PARP -1, que tras consumir el NAD+ y
disminuirde ATP las células, produce disfuncion celular y muerte por necrosis.
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Dos genes efectores importantes, bcl-2 y bax, estdn involucrados en las rutas
apoptdticas. El protfooncogen Bcl-2 fue descubierto originalmente por andlisis
de translocacion cromosdmica asociada con linfoma folicular humano B-cell
(Bakhshi et al., 1985; Tsujimoto et al., 1985; Tsujimoto y Croce, 1986). El gen bcl-2
codifica una proteina de membrana que se ha encontrado en la membrana
nuclear, en la superficie interna de la membrana mitocondrial y en el reticulo
endopldsmico (Krajewski et al., 1993; Akao et al., 1994) este Ultimo ha mostrado
funcionar como supresor de apoptosis (Vaux et al., 1988). Bcl-2 se expresa
generalmente en linfocitos y neuronas (Negrini et al., 1987; Hockenbery et al,,
1991; Eguchi et al., 1992) y su sobrexpresion se ha reportado en muchos

tumores (Pezzella et al., 1993; Ikegaki et al.,1994).

La proteina Bax estd considerada como el efector mds importante de
apoptosis, Bax forma homodimeros o heterodimeros con Bcl-2. La funcion de
Bax-Bax en la muerte celular activa es antagonista de Bax-Bcl-2 (Oltvai et al.,
1993). De esta manera la proporcion de Bcl-2 y Bax deberia controlar la
susceptibilidad de las células a los estimulos que inducen muerte celular

apoptdtica (Yin et al., 1994).

OXIDO-4-NITROQUINOLINA (4NQO)

El 4NQO (Fig. 3) es un potente cancerigeno (Kitano, 2000; Nagao y Sugimura,
1976) que imita a la luz ultravioleta en muchos de sus efectos bioldgicos
(lkenega et al., 1975; Stich et al.,, 1973) y en muchos de los sistemas de
reparacion (Kondo y Kato, 1968; lkenega et al.,, 1975; Yamamoto et al.,1970;
Tekebe et al., 1972; Walker, 1984; Bailleul et al., 1989) por estas razones se ha
usado como testigo positivo en pruebas de genotixicidad (Chan y Walter 1977;

Synderwine y Bohr, 1992).
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Figura 3. Estructura molecular del éxido-4-Nitroquinolina (4NQO)

Las propiedades cancerigenas y mutagénicas del 4NQO se reportaron por
primera vez en 1957 (Nakahara et al., 1957). Es un modelo quimico que ha sido
extensamente estudiado con respecto a su accidon cancerigena, mutagénica,
formacion de aductos de DNA y reparacion (Nagao y Sugimura, 1976; Bailleul
et al., 1989). Normalmente el 4ANQO es activado en las células, a través del
metabolismo xenobidtico (Anexo 1), en forma de acil-4HAQO el cual se torna
reactivo con el DNA principalmente con las guaninas y después con las
adeninas (Galiegue-Zoutina et al., 1986). Se ha observado que el monoacetil y
el diacetil-4HAQO reaccionan con el DNA (Tada, 1975) in vitro para formar
monoaductos covalentes en la C8 o en el N2 de desoxiguanosina y el Né de |a
desoxiadenosina en el DNA (Bailleul et al., 1989; Nagao y Sugimura, 1976), los
mismos productos que se forman in vivo (Galiegue-Zoutina et al., 1986;
Panigrahiy Walker, 1986). Se han identificado tres aductos primarios: a) 1-6xido,
C8-(guanin-8-il)-4aminoquinolina T-oxido b) 3-(N2-Guanil)-4-aminoquinolina y c)
3-(Né-adenil)-4-amonoquinolina 1-0xido comprendiendo 50%, 30% y 10%

respectivamente (Fig 4).
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Figura 4. Estructura de los aductos de 4NQO. a) dGuo-C8-AQO; b) dGuo-N2-AQO; c) dAdo-N6-AQO

(Tomado de Bailleu et al., 1989).

El 4ANQO es bdsicamente un mutdgeno de sustitucion de bases que actiua
primordialmente (80 %) sobre los residuos de guanina, Fronza et al., 1992 y
Kohda ef al. 1987 encontraron que una cantfidad substancial de 8-
hidroxidesoxiguanosina (80OHdG) se formaba en el DNA en células Elrich
expuestas a 4NQO y en DNA de timo de ternera con 4HAQO in vifro en
presencia de seril adenosina monofosfato (seril-AMP). El apareamiento de
80OHdG con adenina asi como con citosina durante la replicacion del DNA
resulta en transversiones de G:C a AT (Moriya, 1993). De hecho, las mutaciones
de G:C a AT son predominantes entre las encontradas en tumores inducidos
con 4NQO (Ide et al., 2001). Ya que el 8-OHJG puede ser generado por
agentes producidos por radicales y oxigeno, Kohda et al. (1987) probaron el
efecto de acarreadores de radicales en la formacion de 8OHJG inducido por
4HAQO, pero no pudieron detectar ninguno. Entonces concluyeron que el
80OHdG producido por el 4HAQO puede ser atribuido a los aductos de 4HAQO-
DNA pero no estd mediado por especies reactivas de oxigeno.

El ANQO también produce dano oxidativo y rompimientos simples de DNA
(Bailleul et al, 1989; Gebhart ef al., 1988; Baohong et al., 2005), el 8-oxoguanina
es una forma de dano oxidativo al DNA el cual es generado espontdneamente

o inducido por varios agentes tales como algunos quimicos (Matsui et al.,
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1999;Tekeuchi y Morimoto, 1994), Radiacion X (Kasai y Nishimura, 1991),
radiacion UV (Hattori et al., 1996; Li, et al., 2005; Mirzayans et al., 1999; Nishigori
et al., 2003) con o sin fotosensores produciendo radicales hidroxil (Tekeuchi et

al., 1997) y oxigeno singulete (Boiteux et al., 1992) y también es un agente

recombindgeno (Heres-Pulido et al., 2004).
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Rebollar-Vega (2008), probd la interaccion entre el brocoli de supermercado
(BS) y el 4ANQO (2.0 mM) con SMART en ala, encontrando que, para ambas
cruzas, se obtuvieron resultados débiles positivos para manchas pequenas, al
comparar el 4ANQO (2.0 mM) solo contra cotratamientos con BS. Estos resultaron
positivos para manchas pequenas y grandes al compararlos con el testigo
negativo. Concluye que en ambas cruzas no se encontré disminucion en la

frecuencia de manchas por parte del BS en el cotratamiento 4NQO+BS.

Csala et al., (1990) encontraron que al inhibir los CYP450s, en microsomas de
higado de roedor, disminuia la oxidacion del ascorbato y que esto sugiere que
la tfransferencia electronica del ascorbato al oxigeno es un proceso enzimdatico

mediado posiblemente por una isoenzima del CYP450s.

Por otro lado, Bahadorani et al. (2008), investigaron los efectos de las vitaminas
A, Ey C en el alargamiento de la vida de Drosophila melanogaster bajo
diferentes condiciones de estrés oxidativo. Entfre las vitaminas probadas la Vit.
C mostrd una fuerte actividad proxidante bajo hiperoxia y acortd el tiempo de

vida. Ademds incrementd los efectos tdoxicos del hierro.

Arranz et al., (2007) encontraron que la Vit. C puede interactuar con el sistema
enzimdtfico catalizador de la activacion metabdlica de Ia N-nitrosaminag,
bloqueando la produccion de los intfermediarios genotdxicos e induciendo
Fase Il (Anexol) del metabolismo xenobidtico. También reportan efecto
protector de la Vit. C en contra de la N- Nitfrosamina, proponiendo algun tipo

de competencia por los CYP450s.

JUSTIFICACION

La creciente conciencia publica de los beneficios de un estilo de vida

saludable estd acompanada por una explosidn en el uso de nutraséutica mds



que en la pasada década. En particular se ha dado énfasis al arsenal
antfioxidante, el cual es un drea que ha sido ampliamente estudiada pero
ambigua al menos con respecto a la Vit. C, ésta es esencial en muchas
reacciones enzimdticas y también actia como un acarreador de radicales
libres. AUn asi, el papel de ésta como protector contra el dano oxidativo al
DNA es controversial (Halliwell 1996; Levine et al., 1996, Podmore et al., 1998;
Poulsen et al., 1998; Carr y Frei 1999; Premkumar y Bowlus 2004). Numerosos
estudios han demostrado los efectos antfioxidantes de la Vit. C (Green et al.,
1994; Duthie et al., 1996; Anderson et al., 1997; Noroozi et al., 1998 ; Naidu 2003;
Konopacka y Rzeszowska 2001 ; Chihuailaf ef al. 2002; Konopacka et al., 1998;
Kaya, 2001; Kaya et al., 2002; Krinsky 2001; Lutsenko ef al., 2002; Dusinska et al.,
2003; Costa y Nepomuceno, 2006). Por otro lado, estudios in vivo e in vitro
frecuentemente muestran que la Vit. C actia como proxidante (Podmore et
al.,, 1998; Paolini et al., 1999; Caiet al., 2001; Bahadorani et al., 2008).
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1999;Tekeuchi y Morimoto, 1994), Radiacion X (Kasai y Nishimura, 1991),
radiacion UV (Hattori et al., 1996; Li, et al., 2005; Mirzayans et al., 1999; Nishigori
et al., 2003) con o sin fotosensores produciendo radicales hidroxil (Tekeuchi et
al., 1997) y oxigeno singulete (Boiteux et al., 1992) y también es un agente

recombindgeno (Heres-Pulido et al., 2004).

ANTECEDENTES

Se ha investigado el efecto antimutagénico de la Vit. C usando el ensayo de
mutacion y recombinacidon somdticas en alas de Drosophila melanogaster
(SMART, por sus siglas en inglés, Anexo 3). Kaya et al.(2001) trataron larvas
transheterocigotas de tercer estadio con tres diferentes agentes alquilantes
(Metil Metano Sulfonato, Etil Metano Sulfonato y Etil Nitrosoureaq). Los tres
mutdgenos fueron claramente genotdxicos. La Vit. C (17 mM) no incrementd la
frecuencia de clones mutantes. Cuando se probaron los mutdgenos con la Vit.
C, esta Ultima fue efectiva al reducir la genotoxicidad de los tres mutdgenos
directos, por lo que se concluye que hay un efecto protector por parte de la
Vit. C.

Costa y Nepomuceno (2006), probaron una mezcla de vitaminas (C, E y beta
caroteno) y minerales (cobre, selenio y zinc), sobre la genotoxicidad del
doxorubicin (DXR), que es un agente generador de radicales libres, en las
cruzas estadndar (CE) y de bioactivacion elevada (CBE) de SMART. Las dosis de
12.5, 25 y 50 mg/ml de la mezcla vitaminica/mineral (MV) por si mismas no
fueron genotdxicas en ninguna de las cruzas, mientras que ésta produjo una
reduccion significativa de la genotoxicidad del DXR (0.125 mg/ml), en ambas
cruzas. El efecto protector fue observado cuando las larvas recibieron pre- o

cotratamientos de la MV. Los resultados indican que, bajo las condiciones de

22



estos experimentos, la mezcla MV no fue genotdxica; sin embargo protege

contra los efectos genotdxicos del DXR.

Se ha demostrado el efecto genotdxico del 4ANQO en SMART en ojo (Gaivdo et
al., 1999) y en ala de Drosophila melanogaster (Graf et al., 1989; Hayatsu et al.,
1992; Negishi et al., 1994; Batiste-Alentorn et al., 1995 y Kaya et al., 2002). Heres-
Pulido et al., (2004), reportaron que en la CE el 4NQO (2.5 y 5.0 mM) tuvo
efecto mutagénico y recombinogénico. Para la CBE se encontrd mayor efecto

mutagénico pero no recombinogénico.

Existen varios ensayos realizados con SMART en ala de Drosophila melanogaster
referentes a la interaccion del 4ANQO con diferentes agentes a los que se les
atribuye efecto antimutagénico. Kaya et al., 2002 investigaron la capacidad
de la Vit. C para modular la accion genotoxica del 4NQO (3.0 mM) en CE y
CBE de dicho ensayo. Los resultados obtenidos muestran que el mutdgeno fue
claramente genotdxico y ninguna de las concentraciones de Vit. C probadas
(25, 75 y 250 mM) indujo aumento significativo en la frecuencia de clones
mutantes. Al probar la Vit. C con el 4ANQO no se mostrod efecto antigenotdxico

con respecto ala genotoxicidad del 4ANQO.

Goémez-Luna (2008), probd la interaccidon entre el brocoli  cultivado
orgdnicamente (BCO) y el 4ANQO (2.0 mM) encontrando efecto sinérgico entre
éstos ya que en la CE, a mayor concentracion de BOC se presentaba mayor
cantidad de manchas pequenas, lo cual se reflejaba en manchas totales. En la
CBE, a mayor concentracion de BOC disminuyo la frecuencia de manchas en
general, sobre todo las pequenas, lo cual atribuyd a que probablemente, por

los niveles altos de CYP450s, se presentd mayor dano y se indujo apoptosis.
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Rebollar-Vega (2008), probd la interaccidon entre el brocoli de supermercado
(BS) y el 4ANQO (2.0 mM) con SMART en ala, encontrando que, para ambas
cruzas, se obtuvieron resultados débiles positivos para manchas pequenas, al
comparar el 4ANQO (2.0 mM) solo contra cotratamientos con BS. Estos resultaron
positivos para manchas pequenas y grandes al compararlos con el testigo
negativo. Concluye que en ambas cruzas no se encontré disminucion en la

frecuencia de manchas por parte del BS en el cotratamiento 4NQO+BS.

Csala et al., (1990) encontraron que al inhibir los CYP450s, en microsomas de
higado de roedor, disminuia la oxidacion del ascorbato y que esto sugiere que
la tfransferencia electronica del ascorbato al oxigeno es un proceso enzimdatico

mediado posiblemente por una isoenzima del CYP450s.

Por otro lado, Bahadorani et al. (2008), investigaron los efectos de las vitaminas
A, Ey C en el alargamiento de la vida de Drosophila melanogaster bajo
diferentes condiciones de estrés oxidativo. Entre las vitaminas probadas la Vit.
C mostrd una fuerte actividad proxidante bajo hiperoxia y acortd el tiempo de

vida. Ademds incrementd los efectos tdoxicos del hierro.

Arranz et al., (2007) encontraron que la Vit. C puede interactuar con el sistema
enzimdtico catalizador de la activacion metabdlica de Ia N-nitrosaminag,
bloqueando la produccion de los intfermediarios genotdoxicos e induciendo
Fase Il (Anexol) del metabolismo xenobidtico. También reportan efecto
protector de la Vit. C en contra de la N- Nitfrosamina, proponiendo algun fipo

de competencia por los CYP450s.

JUSTIFICACION

La creciente conciencia publica de los beneficios de un estilo de vida

saludable estd acompanada por una explosidon en el uso de nutraséutica mds
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OBIJETIVO
Determinar el efecto de la interaccion 4NQO, Vit. C, y FeSO4 en las Cruzas E y

BE en SMART en ala de Drosophila melanogaster.

OBJETIVO PARTICULAR

Determinar, a partir de las diferencias entre las cruzas E y BE, si los CYP450s
influyen en la modulacion del dano producido por el 4ANQO en cotratamiento
con Vit. C,y FeSOq,

Aportar evidencias sobre la reaccion Fenton en un bioensayo in vivo

Discutir los resultados obtenidos en este frabajo con los resultados obtenidos en
el Laboratorio de Genética Toxicoldgica (LGT) FESI UNAM vy por ofros
investigadores que han probado 4NQO en SMART en ala.

HIPOTESIS

1. Ya que existe polémica con respecto a la dualidad de la Vit. C referente
a su actividad antioxidante o proxidante en ausencia o presencia de metales

de transicidon, entonces:

Para ambas cruzas:

Q) En el testigo Vit. C se espera encontrar una disminucion en la tasa de

mutacion basal o al menos no encontrar diferencias significativas con respecto

al solvente
b) Se espera encontrar efecto genotdxico en el testigo Vit. C/ FeSOa.
2. Debido a la accion promutdgena del 4NQO y a su cardcter proxidante,

se espera encontrar:
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a) Diferencias entre las cruzas con respecto al 4NQO vy sus cotratamientos

debido a las diferencias en los niveles de CYP450s.

b) Incremento en el dano producido por el 4ANQO en los cotratamientos
ANQO/FeSO4y ANQO/Vit. C /FeSOa.
C) Modulacidn del efecto genotdxico por parte de la Vit. C en los

cotratamientos 4ANQO/Vit. C y 4ANQO/ Vit. C/ FeSOa.

MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

4ANQO Vit. C FeSOy4 TW-OH
Tratamientos o Cotratamientos (2mM) (5.6 mMM) (0.2 80
MM) 5% - 5%
Testigo TW-OH - - B} +
Testigo 4NQO + - _ +
Testigo Vit. C - + - +
Testigo FeSO4 - - + +
Cotrat. ANQO/Vit.C + + - +
Cotrat. 4ANQO/FeSOq4 + _ + +
Cotrat. Vit. C/FeSO4 - + + +
Coftrat. 4ANQO/Vit.C/FeSOy4 + + + +

Donde: TW-OH 80 1:1 5% = mezcla 1:1 de 5% Tween-80 (CAS No. 9005-56-6) de Sigma-Aldrich y etanol 5%
de Merck.

Las lineas flare (flr3/TM3, BdS), Oregon-flare (ORR(1);ORR(2);fIr3/TM3, BdS) y mwh
(mwh/ mwh) (Anexo |ll) de Drosophila melanogaster (Anexo 2) fueron

propagadas a 25° C con 60% de humedad en frascos lecheros estériles de 250
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ml con 5 g de hojuelas de hojuelas de papa deshidratada y 20 ml de solucidon

conservadora.

Para la CEstadndar (CE) se utilizaron hembras virgenes de la linea flare y machos
mwh. Para la cruza de bioactivacion elevada (CBE), se utilizaron hembras

virgenes de la linea Oregon-flare y machos mwh (Anexo 2).

La colecta de huevos se realizd en frascos lecheros con levadura fresca

activada, durante 8 horas en oscuridad a 25° C y 60% de humedad.

Las larvas de tercer estadio (72 = 4 hrs.) se recuperaron tres dias después de la
colecta de huevos vertiendo el contenido de los frascos diluyendo con agua a
25°C en un colador de metal de malla fina, hasta dejar limpias las larvas. Estas
se expusieron a tratamientos cronicos (48 hrs) con 2.0 mM de 4NQO (CAS No.
56-57-5, 97% de pureza), 5.6 mM de Vit. C (CAS No. 50-81-7, 99% de pureza), 0.2
MM de FeSOs (CAS No. 15244-10-7) obtenidos de Sigma-Aldrich. Y los co-
tratamientos Vit.C/ FeSO4, 4NQO/ FeSO4, 4NQO / Vit.C, y 4NQO/Vit.C/FeSOa.
Como testigo negativo se utilizd TW-OH [mezcla 1:1 de 5% Tween-80 (CAS No.
9005-56-6) de Sigma-Aldrich y etanol 5% de Merck].

Todos los tratamientos se realizaron por ftriplicado en fres experimentos
independientes y se usaron 2 ml de solucion de ellos para hidratar 0.5 g de
medio instantdneo para Drosophila melanogaster (DIM) (Carolina Biological

supply Co., Burlington N C, USA).

Se recuperaron los adultos de ambas cruzas y se conservaron en viales con
alcohol al 70%, posteriormente se seleccionaron 55-60 individuos (procurando
tener la misma cantidad de hembras que de machos) con alas de fenotipo

siivestre  (tfransheterocigotos). Se disectaron las alas y se readlizaron
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preparaciones permanentes, con solucibn de Fauré, las que fueron
etiquetadas bajo estricto control, para evitar prejuicio en la revision. Se
analizaron con microscopio optico 40X para contabilizar los clones 0 manchas
de células mutantes producidas por la pérdida de heterocigosis (Anexo 2). El
registro de éstas se realizd de acuerdo a la seccion del ala en que se
encontraban (A, B, C, C', D, D' y E) (Fig. 4) de los genes marcadores (fIr3 y

mwh).

Figura 4: Ala de Drosophila melanogaster, donde se observa la divisién por dreas dadas por la venacién

B R
r - C’ _—--",/ﬁ
C I
D’
D
E

natural. (Tomada del banco fotogrdfico del Laboratorio de Genética Toxicoldgica)

Todos los datos obtenidos se procesaron con el programa estadistico SMART
para PC de Frei y Wirgler (1988)., que se basa en la prueba estadistica X2 para
proporciones Este andlisis permite decidir si la frecuencia de manchas
inducidas en los tratamientos tiene un diagndstico positivo, débil positivo,
negativo o indeciso con base en las siguientes hipotesis:

J Hipotesis nula (Ho): Indica que la frecuencia de mutaciones inducidas y
espontdneas no es significativamente mayor a la frecuencia del testigo
negativo.

J Hipotesis alternativa (He): Senala que la frecuencia de las manchas
inducidas sea m veces mayor que la frecuencia del testigo negativo (Graf ef.
al., 1984), donde m, es el factor de multiplicacion utilizado para realizar este

andlisis estadistico, indicando cudntas veces debe incrementarse el nUmero de
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eventos de los tratamientos con respecto al testigo para considerar una
respuesta positiva.

Las manchas pequenas (1-2 células) son mds comunes, por lo que predominan
en relacion con la frecuencia de manchas grandes (>3 células) y las manchas
gemelas, por lo que deben andlizarse por separado para evitar una
sobreestimacion de la induccion de las manchas menos comunes. De esta
manera, para considerar un incremento significativo en la frecuencia de
manchas pequenas y totales (se obtiene de la suma de todas las manchas, por
lo que la conftribucion de las manchas pequenas es predominante) se utiliza
m=2, mientras que para las manchas grandes y gemelas m=5. Por ende son

posibles las siguientes cuatro decisiones (Freiy Wurgler, 1988):

—_

Aceptar Ho y rechazar Ha: negativo
Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo

Rechazar Ho y rechazar Ha: débil positivo

A D

Aceptar Ho y aceptar Ha: indeciso

De acuerdo con estos autores para obtener un diagndstico significativo deben
registrarse un minimo de 55-60 individuos (110-120 alas por tratamiento por
experimento). Los resultados débiles positivos e indecisos fueron analizados con
la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney STAT graphics version 6.0 (Frei
y Wurgler, 1995).
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RESULTADOS

Los tratamientos y cotfratamientos, fueron probados en ambas cruzas de
manera simultdnea en tres ensayos independientes y de acuerdo con Frei y

Wurgler (1995) se revisaron 55-60 individuos por tratamiento.

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos después de analizar las alas
con fenotipo silvestre de D. melanogaster CE y CBE de SMART, después de
alimentar de manera cronica a larvas de 72 + 4 hr, con 4NQO (2.0 mM), Vit. C
(5.6 mM), FeSO4 (0.2 mM) vy sus interacciones todos disueltos en TW-OH 5%-5%.
Las frecuencias de los diferentes tipos de manchas por individuo obtenidas
para el testigo negativo TW-OH, se enconftraron ligeramente bajas para la CEy
dentro del rango obtenido en experimentos previos para la CBE.

CEstandar: Con respecto a los tfratamientos testigos el diagndstico de la Vit. C
fue inesperadamente positivo (+) para manchas pequenas, en particular las de
una sola célula (Graficas 1y 2). Con respecto al hierro, solo y en combinacion
con Vit. C, el diagndstico fue negativo y en el caso del 4ANQO se muestra un
diagndstico positivo esperado para manchas pequenas y grandes. Para
manchas gemelas ninguno de los tratamientos fue positivo (Grafica 1y Tabla 2
A).
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Grdfica 1. Frecuencias de manchas pequenas, grandes, gemelas y totales, por individuo después de
alimentar larvas de la CEstdndar en tratamientos crénicos con TW-OH (5%-5%), FeSO4 (0.2 mM), Vit. C (5.6
mM), Vit. C/ FeSO4y 4NQO (2.0 mM) se observan diagndsticos positivos para Vit. C, manchas pequenas, y

para manchas pequenas y grandes en 4NQO (2.0 mM) con respecto al testigo TW_OH. Donde: ¥

indica una diferencia estadisticamente significativa con una P < 0.05.
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Tabla 2. Resumen de resultados obtenidos después de analizar las alas con fenotipo silvestre de D. melanogaster CE y CBE de
SMART para alas, después de alimentar de manera cronica a larvas de 72 + 4 hr, con 4NQO (2.0 mM), Vit. C (5.6 mM), FeSOs

(0.2 mM) todos disueltos en TW-OH 5%-5% vy sus interacciones.
Manchas por individuo (nUmero de manchas) diagndstico estadistico*

Tratamiento ::mero Manchas pequenas Manchas grandes Manchas gemelas Manchas totales clones mwh
(Concentracioén) R (1-2 células) (> 2 células)

individuos

m=2 m=5 m=5 m=2

Cruza Estandar (CE)
A. Testigos
TW-OH (5%-5% ) 60 0.27 (14) 0.08 (5) 0.0 (0) 035 (21) 20
FeSO4 (0.2 mM) 60 0.33 (20) i/ns 0.07 (4) - 0.0 (0) 0.40 (24) - 24
Vit. C (5.6 mM) 60 0.50 (30) + 0.15 (9) i/ns 002 (1) i/ns 0.67 (40) + 40
FeSO4 / Vit. C 55 032 (17) i/ns 0.05 (3) - 0.0 (0) 0.36 (20) - 20
4ANQO (2.0 mM) 60 1.02  (61) + 0.78 (47) + 002 (1) i/ns 182 (109) + 109
B. Cotratamientos
ANQO (2.0 mM) 60 1.02  (61) 0.78 (47) 0.02 (1) 1.82  (109) 109
ANQO/ FeSO4 60 218 (131) + 237 (142) + 003 (2) i/ns 458 (275) + 274
4ANQO/ Vit. C 60 1.77  (106) + 1.60 (96) + 0.0 (0) ins 3.37 (202) + 202
ANQOY/ Vit. C /FeSO4 60 2.66 (154) + 298 (173) + 003 (2) ins 5.67 (329) + 320
Cruza de Bioactivacién Elevada (CBE)
C. Testigos
TW-OH (5%-5% ) 60 0.40 (24) 0.08 (5) 0.0 (0) 0.48 (29) 29
FeSO4 (0.2 mM) 60 032 (19) - 0.10 (4) - 0.0 (0) 0.42 (25) - 25
Vit. C (5.6 mM) 60 0.48 (29) - 0.05 (3) - 0.0 (0) 0.53 (32 - 31
FeSO4 / Vit. C 60 0.33 (20) - 0.10 (4) - 0.0 (0) 0.43 (2¢) - 26
ANQO (2.0 mM) 59 1.24 (73) + 1.32 (78) + 0.0 (0) 256 (151) - 150
D. Cofratamientos
4ANQO (2.0 mM) 59 1.24 (73) 1.32 (78) 0.0 (0) 2.56 (151) 150
ANQO/ FeSO4 60 1.28 (77) - 1.90 (114) wns 0.03 (2) i/ns 322 (193) - 192
4ANQO/ Vit. C 59 1.10  (695) - 1.07 (63) - 0.02 (1) i/ns 219 (129) - 128
ANQOY/ Vit. C /FeSO4 60 112 (67) - 1.42 (85) - 0.0 (0) i/ns 253 (152) - 152

*Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y WUrgler (1988, 1995) comparados con su testigo correspondiente: -,
negativo;+, positivo; w, débil positivo; i, indeciso; ns, no significativo (P<0.05); m, factor de multiplicacion de riesgo
minimo para asignar un resultado positivo.
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Grdfica 2. Distribucidon del tamafo del clon por individuo después de alimentar larvas de la CE en
tratamientos crénicos con TW-OH, Vit. C, FeSOs (Fe), VitC/ FeSO4 y 4NQO. Se observa el efecto
genotdxico directo del 4ANQO (manchas de mds de 3 células) y el indirecto (manchas pequenas).
Se observa también que la Vit. C presentd efecto genotdxico al final de la divisién celular, ya que

la clase del tamano del clon estadisticamente significativa es la de una célula (*) .
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Grdfica 3. Se puede observar claramente el incremento en la frecuencia de manchas pequeias y
grandes por individuo en los diferentes cotratamientos con respecto a los testigos negativo (TW-OH)
y positivo (ANQO).

En la tabla 2B y grafica 3 se puede observar que todos los cotratamientos
tuvieron diagndstico positivo para manchas pequenas, grandes y totales
con respecto al testigo 4NQO. Se encontrd la siguiente jerarquia de
genotoxicidad, siendo 4NQO < 4NQO/ Vit. C< 4NQO/ FeSO4 < 4NQO/ Vit.
C/ FeSO4 para todos los tipos de manchas, excepto gemelas que, cabe
destacar, en todos los casos se presentaron con frecuencias muy bajas. La
Vit. C resulté genotdxica cuando fue administrada sola y el hierro, solo y
en combinaciéon con Vit. C, resultd aparentemente inocuo. En los
cofratamientos la Vit. C fue menos genotdxica que el hierro solo y en

combinacion con la Vit. C.
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Grdfica 4. Distribuciéon del tamano del clon por individuo después de alimentar larvas de
la CE en cotfratamientos crénicos con TW-OH, 4NQO, 4NQO/ Vit. C, 4ANQO/ FeSOs (Fe),
ANQO/ VitC/ FeSOu4. Se puede observar que se incrementd en la frecuencia de manchas
grandes, por el efecto directo del 4ANQO y de manchas pequenas provocado por los
metabolitos generados del 4NQO.
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En la grdfica 4 se puede observar que se incrementd el dano al inicio
(manchas grandes) provocado por el efecto directo (Li ef al., 2005) del
ANQO (estrés oxidativo) y al final de la division celular (manchas

pequenas) provocado por los metabolitos generados del 4ANQO.
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Grdfica 5. Frecuencias de manchas pequenas, grandes, gemelas y totales, por individuo después
de dlimentar larvas de la cruza bioactivacion elevada en tratamientos crénicos con TW-OH (5%
5%). 4NQO (2.0 mM), Vit. C (5.6 mM), FeSO4 (0.2 mM) vy Vit. C/ FeSO4 se observan diagndsticos
negativos para todos los testigos para manchas pequenas, grandes y totales excepto en 4NQO

(2.0 mM) gue muestra diagndstico positivo, todos con respecto al testigo TW-OH. Donde: W
Estadisticamente significativo con una P < 0.05.

Cruza de Bioactivacion Elevada. En la tabla 2 C y Grdficas 5y 6 se puede
observar que los tratamientos con FeSQOy, Vit. C y Vit. C/ FeSO4 mostrd un
diagndstico negativo para todos los tipos de manchas. El 4ANQO indujo

manchas pequenas, grandes y totales, como se esperaba.
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En la Tabla 2D se puede observar que ninguno de los cotratamientos
obtuvo un diagndstico positivo contra el 4ANQO para ninguno de los fipos
de manchas (Grdfica 7), sin embargo existen diferencias significativas en

las distribuciones del tamano del clon de los cotratamientos con respecto

al 4ANQO (Grdfica 8 y Tabla 3).

Debe tomarse en cuenta que el testigo positivo 4ANQO en general resultd
mas genotdoxico en la CBE que en la CE, con frecuencias de manchas
totales 2.56 y 1.82 respectivamente, sin embargo los cotratamientos

resultaron aparentemente menos genotdxicos en la CBE que en la CE

(Tabla 2 By D).

TESTIGOS DE BIOACTIVACION ELEVADA

0.60
0.50

0.40 FRECUENCIA DE
MANCHAS POR
INDIVIDUO

CLASE DE TAMANO
DEL CLON 24,

OTw-OHO VC m Fe @ VC/Fe B 4NQO

Grdfica 6. Distribucion del tamaio del clon por individuo después de alimentar larvas de la cruza BE
en tratamientos cronicos con TW-OH, Vit. C, FeSO4 (Fe), VitC/ FeSO4 y 4NQO. Se observa el efecto
genotdxico directo del 4ANQO (manchas de mds de 3 células) y el indirecto (manchas pequeias)

(%)
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COTRATAMIENTOS DE BIOACTIVACION ELEVADA
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Grdfica 7: Frecuencia de manchas pequenas, grandes, gemelas y totales por individuo para la CBE
para el testigo negativo TW-OH 5%-5%, el testigo positivo 4ANQO (2mM) y para los cotratamientos
ANQO/ Vit. C, 4NQO/ FeSO4, 4NQO/ Vit. C/ FeSO4. Se observa que con respecto al testigo
negativo los cotratamientos son genotdxicos, pero no existen diferencias significativas con respecto
al testigo positivo.
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Grdfica 8. Distribucion del tamano del clon por individuo después de alimentar larvas de la cruza BE
en cotratamientos crénicos con TW-OH, 4NQO, 4NQO/ Vit. C, 4NQO/ FeSOs4 (Fe), 4ANQO/ VitC/
FeSOa. Se puede observar que no hay incremento en la frecuencia de manchas, por los efectos
directo (oxidativo) e indirecto (provocado porlos metabolitos) generados del 4NQO.
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Tabla 3 Andlisis con ji2 para la distribucion del tamano de clones de los

cotratamientos con respecto a la del 4ANQO en la CBE en los que se

observan diferencias significativas (s) en las distribuciones (P= 0.05).

OBSERVADOS
4ANQO/VItC

31
34
21
23
13
3

3
128

OBSERVADOS
ANQO/Fe

40
37
38
42
25
9

0
191

OBSERVADOS
4ANQO/VitC/Fe

38
29
4]
16
15
5

6
150

ESPERADOS

4NQO 2.0

48.80
32.00
20.00
11.20
9.60
5.60
0.80

ESPERADOS

4NQO 2.0

72.82
47.75
29.84
16.71
14.33
8.36

1.19

ESPERADOS

4NQO 2.0

57.19
37.50
23.44
13.13
11.25
6.56

0.94

(Fo-Fe)

-17.80
2.00
1.00
11.80
3.40
-2.60
2.20

(Fo-Fe)

-32.82
-10.75
8.16
25.29
10.68
0.64
-1.19

(Fo-Fe)

-19.19
-8.50
17.56
2.88
3.75
-1.56
5.06

(Fo-Fe)2

316.84
4.00
1.00
139.24
11.56
6.76
4.84

(Fo-Fe)2

1,077.07
115.56
66.52
639.46
113.96
0.41
1.43

(Fo-Fe)2

368.16
72.25
308.44
8.27
14.06
2.44
25.63

Ji
(Fo-
Fe)2/Fe

6.49
0.13
0.05
12.43
1.20
1.21
6.05
27.56

Ji
(Fo-
Fe)2/Fe

14.79
2.42
223
38.26
7.96
0.05
1.19
66.90

Ji
(Fo-
Fe)2/Fe

6.44
1.93
13.16
0.63
1.25
0.37
27.34
51.1

Grds -1

7-1=6

12.59
27.56

Grds -1

7-1=6

12.59
66.90

Grds -1

7-1=6

12.59
51.11

Val
Tab
Ji2

Val
Tab
Ji2

Val
Tab
Ji2
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DISCUSION

La Vit. C presentd un efecto controversial en el presente estudio, ya que,
en la CE, al ser administrada sola (testigo Vit. C) en el andlisis estadistico se
obtuvo un diagndstico positivo para manchas pequenas, no asi en la CBE.

Esto podria deberse a que la Vit. C puede autooxidarse hasta DHA por el
Oz~ en presencia de H™ y genera H.O2 y radical ascorbil!, siendo estas

Ultimas moléculas reactivas (Chrastil y Wilson, 1978; Rosen et al., 1999 vy
Griffiths y Lunec, 2001). El radical ascorbil en sobrecarga puede provocar
la formacion de bases oxidadas como la 8-oxoadenosina (8-oxoA) dando
como resultado mutaciones al DNA (Lutsenko et al., 2002). Por otro lado
esta oxidacion puede ser promovida por los CYP450s (Csala et al., 1999). A
partir de todo esto es probable que la generacién del radical ascorbil y
H.O2 tuviera un efecto adverso en la CE en contra del protector esperado
(Kaya, 2001; Costa y Nepomuceno, 2006 y Arranz et al.,2007). Ahora bien,
la aparente ausencia de dano observado en CBE puede ser explicada
por dos vias: i) Los niveles altos constitutivos de CYP450s pudieron haber
promovido la oxidacion enzimdtica de la Vit. C generando asi mds dano
el cual promoveria la apoptosis 6 ii) La Vit. C pudo inducir Fase Il del
metabolismo xenobidtico y desintoxicar el medio (Arranz et al., 2007).

Esta dualidad en el efecto de la Vit. C podria deberse a que altas
concentraciones de ésta podrian inducir las dos vias anteriores y bajas
concentraciones de la misma podrian tener preferencia por alguna de las
dos vias (Bahadorani et al., 2008). También debe tomarse en cuenta que
éste ha sido un estudio in vivo, con Drosophila melanogaster, y por esta
razdn puede haber discrepancias con ofros autores que han trabajado in

vitro o con otros modelos.

' Presenta un oxigeno con una carga extra y otro con un electrén libre.
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En funcidn de lo anteriormente expuesto, se esperaba que al menos en la
CE el testigo Vit. C/ FeSO4 presentara mayor proporcidon de manchas que
el testigo Vit. C (Reaccion Fenton) pero esto no ocurrid en ninguna de las
cruzas. Mas alld de pensar en que esta mezcla no tuvo efecto, se podria
asumir un efecto apoptdtico ya que la Vit. C tiene actividad proxidante
en presencia de hierro, actia como agente reductor promotor de
reaccion Fenton in vivo (Imlay et al., 1988), a altas concentraciones
acarrea radicales y peroxidos lipidicos induciendo apoptosis (Sakagami et
al., 2000). Este mecanismo de accidon parece reflejar un proceso de
senalizaciéon y actia como un activador de la cascada de caspasas
(Podmore et al., 1998; Rehman et al., 1998). Es importante aclarar que en
la CE, aungue se llegd al tamano optimo de la muestra (Frei y WUrgler
1995), la mortalidad fue alta con respecto a ofros tratamientos, entonces
se cree que el dano oxidativo fue mucho mayor, resultando tdxico, y las

Moscas sobrevivientes resultaron ser las resistentes (Gaivao et al., 1999).

Las células tienen varios mecanismos desarrollados para reducir la
sobrecarga de hierro tales como una alta regulacion del transporte de
hierro tfrans-membranal, quelantes intracelulares y enzimas que destruyen
las especies reactivas de oxigeno, pero un desbalance en estos sistemas
podria llevar a mutaciones (Fenech y Ferguson, 1995). Ademds el Fe*2 por

si solo podria causar reacciones Fenton con el H2Oz intracelular libre lo
cual llevaria a la generacidon de radicales ‘OH responsables del dano

oxidativo por su alta reactividad. En este estudio no encontramos
diferencias significativas entre el testigo negativo y el testigo Fe*2 en
ninguna de las cruzas esto podria referimos a que el tratamiento fue
inocuo o a la probable induccidén de apoptosis por reparacion insuficiente

debida a la sobrecarga de ROS. Esta prueba no es suficiente para explicar
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lo sucedido con el Fe*?, seria necesario hacer medicidn de ROS o de

bases oxidadas para dictaminar lo sucedido.

Se confimd el efecto genotdxico del 4NQO en ambas cruzas,
encontradndose diferencias evidentes entre éstas. En la CBE, con expresion
alfamente constitutiva de CYP450s, se presentd mayor efecto que en la
CE, con expresidon regulada. Esto se observd principalmente para las
manchas grandes, producto de eventos mutacionales ocurridos al inicio
del desarrollo embrionario (efecto proxidante del 4NQO sumado a su
accion promutdgena). Estas diferencias eran esperadas ya que el
compuesto es promutdgeno y debe ser activado por el metabolismo
xenobidtico, generdndose metabolitos reactivos tales como el 4HAQO

que forma aductos con el DNA (Tada, 1975).

En la CE todos los cotratamientos obtuvieron un diagndstico positivo con
la siguiente jerarquia 4ANQO< 4NQO/ Vit. C< 4NQO/ FeSO4< 4NQO/ Vit. C/
FeSO4. Ademds, como se observa en la tabla 2B los resultados obtenidos
muestran un efecto aditivo parcial. Suponiamos que el cotratamiento
4ANQOY/ Vit. C fuera menos genotdxico que el 4ANQO porqgue siendo éste un
oxido esperariamos que la Vit. C lo estabilizara y que al promover Fase Il se
eliminaran eficientemente los metabolitos producidos en Fase I. El hecho
de que el cofratamiento resultara mas genotdxico, podria explicar sila Vit.
C produce otro tipo de interaccidén con el 4ANQO o con alguno de sus
derivados y esta interaccion sea dependiente de los CYP450s ya que en la
CBE, si se presenta disminucion en la frecuencia de manchas pequenas y
grandes, aunque ésta no sea estadisticamente significativa. La
interaccién entre la Vit. C y el 4NQO con respecto a los CYP450s no es

clara, y la prueba SMART no es lo suficientemente robusta para

42



esclarecerlo. De acuerdo con Arranz et al. (2007) se podria esperar
competencia entre el 4NQO vy la Vit. C por los CYP450s lo que reduciria la
formacion de metabolitos reactivos de ambos produciéndose menor
frecuencia de manchas. Seria adecuado demostrar esta hipodtesis, en un
ensayo in vitro, libre de células, en el cual se usaria algun inhibidor de
CYP450s en los tratamientos de 4NQO vy Vit. C por separado y en mezcla,

para ver cual es la participacion entre éstos y los CYP450s.

En el caso del cotratamiento 4NQO/ FeSO4 se observd efecto sinérgico en
ambas cruzas, sobre todo en manchas grandes, esto quiere decir que el
FeSO4 potencié el efecto del 4ANQO y a su vez el 4ANQO podria actuar
como proveedor de HxO, para el FeSO4 y generar una reaccion tipo
Fenton (Chricton et al, 2001), Asi, en un sistema in vivo, por sus
caracteristicas quimicas, pudieron haber promovido la generacion de
mayor cantidad de radicales libres que pudieron haber danado al DNA
(Imlay et al., 1988).

El fratamiento de 4NQO/Vit. C/FeSOq4, fue el mds genotdxico en la CE se
asume por una alta carga de ROS provenientes de la interaccion de la Vit.
C con el Fe*2 (reaccion Fenton), del radical ascorbil aunado al del 4ANQO
que también produce dano oxidativo y rompimientos simples de DNA
(Bailleul et al, 1989; Gebhart et al., 1988; Baohong et al., 2005). En el caso
de CBE se observa una disminucion del efecto en manchas pequenas y
grandes con este mismo tratamiento, lo cual podria deberse a i) de
alguna forma desconocida, la Vit. C interfiere en la interaccion entre el
ANQO vy el Fe*?2 disminuyendo asi la frecuencia de manchas o i) que los
altos niveles constitutivos de CYP450s, produjeran mds ROS, que sumados

a los ya formados por los compuestos, generaran tanto dano al DNA, que
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disparara la respuesta apoptdtica y consecuentemente provocaran
menor frecuencia de manchas. Ahora bien, no sélo podemos pensar en
induccion a apoptosis por dano al DNA sino también por peroxidacion
lipidica de la membrana mitocondrial que provocaria la translocacion
citosdlica del citocromo ¢ el cual puede activar una cascada apoptdtica
de activacion de caspasas y disminucion de PARP (Jayshree et al., 2000;
Kluck et al., 1997). En éste caso se estaria hablando de citotoxicidad, que

también traeria como consecuencia menor nUmero de manchas.

La apoptosis juega un papel importante en la repuesta celular al estrés
genotdxico y se ha pensado que la pérdida de la respuesta apoptdtica
en las células es uno de los mecanismos involucrados en la evolucion

tumoral maligna (Arends y Wyllie, 1991).

En este trabajo casi no se observaron manchas gemelas, indicadoras de
eventos recombinogénicos, este resultado aparentemente difiere con
Heres-Pulido et al. (2004) que observaron el efecto recombindgeno del
4ANQO, sin embargo, en el presente trabajo sélo se revisaron las alas de
individuos transheterocigotos, por lo que no se puede decir que no se
hayan presentado dichos eventos. Se sugiere revisar las alas de fenotipo

serratia para tener mayor informaciéon al respecto.

Los resultados obtenidos en este trabajo podrian explicar parcialmente los
obtenidos por Gomez-Luna (2008), quien probd el BOC con 4NQO 2.0mM
y obtuvo efecto sinérgico para manchas pequenas en la CE. En la CBE
observd que al aumentar la concentracion de BOC disminuia la
frecuencia de manchas, probablemente por induccidon de apoptosis.
Cabe aclarar que las concentraciones de Vit. C y FeSO4 utilizadas en el

presente trabajo se calcularon en funcidn de la contenida en el BOC.
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La discrepancia con Rebollar-Vega (2008) podria atribuirse al manejo
post-cosecha del BS, ya que, al oxidarse la planta puede haber pérdida
de Vit. C y su manejo puede influir en reacciones con los componentes de

la mezcla compleja.
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CONCLUSION

En este modelo, a las concentraciones usadas y bajo las condiciones

experimentales aqui expuestas:

1. En funcidn de las diferencias en las frecuencias de clones mutantes
encontradas para ambas cruzas. Se confirma la diferencia, reportada
previomente, sobre la genotoxicidad del 4NQO relacionada con los
niveles CYP450s

2. Enla cruza CE la Vit C fue proxidante.

3. La Vit. C, el FeSO4 y su mezcla modularon la genotoxicidad del 4NQO

en ambas cruzas.

4. Los resultados con la mezcla Vit. C + FeSO4 sugieren que la reaccion

Fenton ocurrid in vivo en la CE.

5. La modulacién de la genotoxicidad del 4NQO ocurrid en funciéon de los
diferentes niveles de CYP450s presentes en las dos cruzas de Drosophila

melanogaster .
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ANEXO 1
METABOLISMO XENOBIOTICO

Los compuestos denominados xenobidticos, se encuentran presentes en
los alimentos y en el medio ambiente, con los que inevitablemente
entramos en contacto. Suelen ser de naturaleza no polar, por lo que
tienen una tendencia natural a acumularse en los entornos lipidicos de 1os
organismos. A diferencia de los compuestos volatiles (cuya eliminacion se
facilita mediante intercambio gaseoso en los pulmones) o los hidrosolubles
(filfracion renal), la eliminacion de los compuestos lipofilicos es mucho mads
problemdtica, por lo que su acumulacién en el organismo puede llegar a

desencadenar fendmenos de toxicidad (Castell, 2005).

El higado contribuye de forma mayoritaria a la funcion de facilitar la
eliminacion de xenobidticos lipofilicos, mediante un conjunto de
reacciones, denominadas de biotransformacion, en las que se modifica
de manera mds o menos compleja la estructura quimica de los
xenobidticos para aumentar su hidrosolubilidad y asi facilitar  su

eliminacion.

El resultado final de la biotransformacion de un xenobidtico es la
formacion de metabolitos que, por su menor lipofilicidad son mds solubles
en agua, mas facilmente eliminables via renal o biliar, y por lo general,
menos toéxicos, aunque también una consecuencia posible de esta
biotransformacion es que los productos generados por estas reacciones

pueden ser mds toxicos que el compuesto original (Castell, 2005).
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Etapas del metabolismo y enzimas implicadas.

El proceso de biotransformacion se subdivide en etapas o fases. Bajo la
denominacion de Fase | se engloban procesos quimicos de distinta
naturaleza (principalmente oxidacion, oxigenacion, reducciéon e hidrdlisis,
asi como de-alquilaciones, deshalogenaciones), cuyo resultado es la
modificacion quimica de las moléculas con la adicidon de nuevos grupos
funcionales. El metabolito resultante es mds polar, mds reactivo, vy

sensiblemente menos lipofilo.

Con frecuencia, los metabolitos generados en la Fase | se unen
covalentemente a moléculas enddgenas de la célula tales como dcido
glucordnico, glutation, sulfato y aminodcidos generando conjugados
(Reacciones de Fase ll). Este proceso conlleva un considerable aumento
de la hidrosolubilidad y, por lo general, también una disminucion de su

efectividad toxicoldgica (Castell, 2005).

Ambos procesos facilitan la eliminacion renal o biliar de los metabolitos
(Fase lll), pero no todos los xenobidticos necesariomente pasan por un
proceso de Fase | sequido de otro de Fase Il. El objetivo principal de las
reacciones de biotransformacion es el modificar la hidrofobicidad de un
compuesto de manera que se facilite su eliminacion y, en ocasiones, tal
objetivo se alcanza con sélo reacciones de Fase I, solo de Fase I, o

ambas.

Durante la fase | del metabolismo, uno o mds grupos polares (como el
hidroxilo, ‘OH) son adheridos a una molécula hidrofébica. Por medio de

esta reaccion el compuesto originalse transforma en sustrato conveniente
para la Fase I, conjugando enzimas, tales como la glutation transferasa.
Los productos conjugados son suficientemente polares y estdn listos para

ser excretados de la célula y del cuerpo. Aungue esta ruta metabdlica
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representa bdsicamente un mecanismo de destoxificacion, en el caso de
los promutdgenos y procancerigenos esta ruta lleva a la formacion de
productos cancerigenos/ mutagénicos. Unas de las enzimas mads
importantes de la Fase | es un grupo conocido como CYP450-mediados,
oxidasas de funcion mixta (MFO) o monoxigenasas (MO) que estan en el
reticulo endopldsmico liso de la célula. MFO es una enzima casi ubicua. Se
ha encontrado en el 90% de los tejidos que se han examinado, incluyendo
higado, pulmodn, tracto gastrointestinal y rindn de rata, ratdn, crisetos
(hdmsteres) y monos. La enzima también ha sido detectada en higado,
pulmon y placenta humanos. A pesar de que este sistema estd localizado
el reticulo endopldsmico, también puede estar presente en fracciones
nucleares y mitocondriales. La membrana envuelve un sistema multi-
componente de dos proteinas pequenas CYP450 y una proteina llamada
NADPH-CYP450 reductasa, asi como oxigeno molecular y NADPH (Castell,
2005).

CYP450s

El ciclo catalitico del CYP450 implica varias etapas sucesivas. Comienza
por la incorporacion del xenobidtico al centro catalitico de la enzima que
en ese momento tiene el dtomo de hierro del grupo prostético hemo, en
estado oxidado Fe*3. La catdlisis por CYP450 transcurre con el concurso
del CYP450 reductasa dependiente de NADPH, que suministra el electron
necesario para la reduccion a Fe*2. En ese momento el oxigeno molecular
entra en el centro catalitico de la enzima asocidndose al grupo hemo. El
electron del Fe*? es transferido a la molécula de oxigeno. Un segundo
electron canadlizado a fravés del citocromo b5, permite reducir
parcialmente a la molécula de oxigeno unida que, junto con un H*, libera
uno de sus atomos en forma de H2O. El ofro dtomo de oxigeno, todavia

unido al centro catalitico, oxida al xenobidtico que alli encuentra. El

71



compuesto se libera de la enzma y la enzima puede iniciar ahora un

nuevo ciclo de catdlisis (Castell, 2005).

Los citocromos poseen una cierta permisividad en cuanto al sustrato sobre
el que actian, de manera que sus especificidades se solapan
asegurando que virtualmente cualquier xenobidtico sea metabolizado por

ellos.
Flavin-monooxigenasas.

Ocupan el segundo lugar en importancia en cuanto a las oxidaciones
metabdlicas. Estas enzimas estdn implicadas en la oxigenacion de
compuestos  nitrogenados  (con la  formacidn de  N-6xidos),

organofosforados y organosulfurados.

A diferencia de los citocromos, son enzimas que poseen como coenzima
flavina-adenosina-dinucledtido  (FAD) 'y son capaces de utilizar
directamente NADPH como cofactor para reducir uno de los dos dtomos
de oxigeno. Su mecanismo de accion catalitico es singular, la inferaccion
de los xenobidticos con la enzima es mucho mads laxa. La oxidacion se
produce a fravés de un infermedio reactivo oxidante generado en el
mismo centro catalitico de la enzima (hidroxiperoxi-flavin monooxigenasal)

que oxida al xenobidtico.

Finalmente existen otras reacciones de oxidacion, catalizadas por diversas
enzimas. En primer lugar las aminoxidasas (MAQO) y diaminooxidasa (DAO),
encargadas de la desaminacion oxidativa de sustratos enddgenos. En
segundo lugar la xantina oxidasa, que convierte la hipoxantina en xantina
y finalmente en dcido Urico, pero que es capaz de oxidar distintos
xenobidticos (Castell, 2005).

72



Biotransformacion

En ocasiones, como consecuencia del propio metabolismo, se originan
especies quimicamente reactivas capaces de interactuar con
biomoléculas de la célula. Este escenario puede presentarse como
consecuencia de reacciones catalizadas por los CYP450s. En el transcurso
de las reacciones de oxidacion en las que intervienen, se pueden generar
intfermediarios electrofilos reactivos. El resultado es por tanto una reaccion

de bioactivacion del compuesto.

Ademds de las especies reactivas derivadas del propio xenobidtico,
también pueden generarse especies reactivas de oxigeno capaces de
iniciar reacciones radicalarias en cadena, con resulfado de dano celular.
La reacciéon catalizada por los CYP450s implica una reduccion parcial de
la molécula de Oa. Si la activacion del oxigeno queda confinada en el
centro catalitico de la enzima, la reaccion tfranscurre hasta la oxidacion
del farmaco sin mayores incidencias. Sin embargo, en ocasiones las
reacciones pueden no completarse, por impedimentos estéricos del
propio sustrato o porque alguna de las isoformas del CYP450,
concretamente CYP2E1, dejan escapar con relativa facilidad intermedios
reactivos, generando anién superdxido (Oz21), perdxido (O22), e incluso

radicales derivados del propio xenobidtico.

Para confrarrestar los efectos deletéreos la mayoria de las células (en
particular los hepatocitos) poseen mecanismos de defensa capaces de
conjugar como: GST, GSH y mecanismos de reparacion de DNA vy

proteinas que participan en la Fase Il.

Los reactantes de oxigeno se producen como consecuencia de la vida
aerdbica. El control de sus niveles es esencial para mantener los efectos

benéficos, como la conversidon del piruvato a acetil-S-CoA, la conversion
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de dcido glutdmico en protrombina y factores de coagulacion Vil y IX, y la
fagocitosis, la activacion de peroxidasas y NADH oxidasas, entre otros, y
prevenir los efectos perjudiciales, como Ila arteroesclerosis, la
autoinmunidad, la inflamacidén crénica, el sindrome de dificultad

respiratoria, el cdncer y el envejecimiento (Castell, 2005).
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ANEXO 2
OXIiGENO

Es interesante destacar que el Oz y el Oy~ son radicales de oxigeno (O2 es
un biradical y Oz~ es un monoradical), mientras que el HoO,, a pesar de ser
una especie reactiva de oxigeno, no es un radical ya que todos los

electrones de su orbital externo se encuentran apareados. El radical
hidroxilo (‘'OH) es una verdadera especie radical. Las especies de oxigeno

actian como oxidantes bioldgicos, pero el Oz es un reductor suave,

aungque la simple adicidon de un protdn lo convierte en un agente
oxidante activo (HO2’) Sin embargo, el potencial redox del OH marca

claramente a este radical como una especie muy oxidante. El oxigeno
singlete (1 O2) no se genera por reacciones redox, sino por absorcion de
energia electromagnética, la cual invierte transitoricmente el giro (spin)
de uno de los dos electrones desapareados del oxigeno, de modo que los
giros muestran una orientacion antiparalela. El oxigeno molecular, estado
basal o triplete, es incapaz de aceptar dos electrones directamente,
reduccion bivalente, porque la adicion de un par de electrones
antiparalelos se encuentra restringida por los giros paralelos del estado
basal. El oxigeno singlete, sin embargo, con sus giros electronicos
antiparalelos no tiene tales restricciones en su reactividad y es muy buen
oxidante bivalente frente a muchas biomoléculas. La absorcion de
grandes cantidades de energia electromagnética por el oxigeno
molecular para generar oxigeno singlete se encuentra restringida a
acontecimientos fotoquimicos. El interés en el oxigeno singlete se centra
principalmente en aquellos relacionados con la quimica ambiental,
biologia vegetal y reacciones oxidativas en tejidos expuestos al medio

ambiente, como la piel y el ojo. El oxigeno singlete es muy inestable y se
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convierte en oxigeno molecular, emitiendo luz en su descomposicion

(Rosen et al., 1999).

La vida media mds corta la poseen los radicales de elevada reactividad,

lo que indica que los radicales OH son los mds reactivos. La formacion de

‘OH implica reaccidén con cualquier molécula orgdnica cercana. Otras

especies reactivas producidas en condiciones normales no son radicales
libres, pero poseen elevada reactividad, como es el oxigeno singlete
('O2), estado de oxigeno excitado electronicamente, con una vida media
de 5 x 10¢ segundos, y el poderoso oxidante peroxinitrito (ONOO-) con

vida media de 0,05 - 1 segundos

A pesar de su natfuraleza biradical, la molécula de oxigeno es, desde el
punto de vista quimico, bastante estable y se ha descrito como radical
perezoso. La mayoria de las biomoléculas aisladas, proteinas, azdcares,
DNA vy algunos lipidos son estables por largos periodos de tiempo en
nuestra atmadsfera. Sin embargo el oxigeno es bastante reactivo para
combinarse con los dtomos de hierro de la hemoglobina y la citocromo
oxidasa (constantes de reaccion de segundo orden 107-108 M! s1), para
proporcionar las bases quimicas para el transporte y respiracion del

oxigeno (Rosen et al., 1999).
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ANEXO 3

Drosophila melanogaster y SMART

Drosophila melanogaster (fig 5) es también conocida como mosca del
vinagre o de la fruta, es un insecto diptero, que posee un nUmero de
cromosomas reducido (4 pares) y un ciclo de vida corto (10-12 dias a 25°
C ) (Amords, 2001) Aproximadamente el 61% de los genes de
enfermedades humanas conocidas tienen una confraparte identificable
en su genoma (Culliton, 2000) y el 25.5% de sus proteinas son similares, en
80% de su secuencia, a las de los mamiferos (Rubin et. al., 2000). A nivel
genético, Drosophila melanogaster es un organismo extensamente
estudiado (DIS, 2008).

Figura 5: Drosophila melanogaster macho (Tomada de

www.imsb.ethz.ch/.../hafene/researchprojects)

Drosophila melanogaster presenta 4 estadios: huevo (1 dia), larva (4 dias),
pupa (5 dias) y adulto (fig. 6) Consume de tres a cinco veces su peso,
durante el estadio larvareo, debido a su ingesta continua de alimento. La
metamorfosis ocurre en la pupa, en la cual se forman las estructuras
adultas (antenas, ojos, alas, etc.) a partir de los discos imagales (fig 7). El

par de discos imagales de las alas consisten en aproximadamente 30,000
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células en la pupa temprana, cuando inicia la diferenciacion celular del

ala.

Hembra Adultos

Macho

Embrién

b

&F
Larva de

primer estadio

-
e
&5
Larva de
segundo estadio

”% ) L
Pt e

Larva de tercer estadio

Figura é: Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (modificado de
http://www.ucm.es/info/genetica/grupod/Genenzima/genenzima.htm)

La madurez sexual del macho se da entre las seis y ocho horas, después

de haber emergido de la pupa, mientras que en el caso de las hembras

ésta tarda de diez a doce horas. La hembra fecundada puede depositar

hasta 50-75 huevos en un dia, posteriormente disminuye su produccion
(Graf, 1995; Mitchel y Combes, 1984).

La mosca de la fruta, ofrece una serie de ventgjas como sistema de

prueba eucariético de genotoxicidad in vivo. Es facil de cultivar, su ciclo

de generacidn es corto y los ensayos somdticos son econdmicos porque

solo se requiere de equipo de laboratorio bdsico y de bajo costo. Ademds

de los sistemas de prueba bien establecidos y validados que utilizan
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células germinales, especialmente el de letales recesivos ligados al sexo,
se han desarrollado otros como el de las células del ojo y del ala de los
discos imagales. Estas pruebas de mutacion y recombinacion somdticas
(SMART) son ensayos de una sola generacion y utilizan marcadores
recesivos que se expresan en la superficie de los ojos o de las alas de las
moscas adultas. La induccidon de la pérdida de heterocigosis de
marcadores en las células de los discos imagales de las larvas mediante
tratamiento con compuestos genotdxicos, conduce a la formacidén de un
clon de células mutantes que después de la metamorfosis se expresan
como manchas en los ojos o en las alas. La principal ventaja de estos
sistemas de prueba somdticos reside en el hecho de que no sélo detectan
varios tipos de eventos de mutacion, sino que bdsicamente manifiestan la

recombinacion somatica.

Larva ﬁ> Metamorfosis ﬁ> Mosca Adulta

Glandulas Discos Imagales

Salivales @ Partes By
Bucales i

Antenas
Ojos

"‘g‘hlﬂwn‘ngn-\»
N 1

Genitales

Figura 7. Morfologia, localizacion y estructuras del adulto a las que dardn lugar los discos imagales
de Drosophila melanogaster (Modificado de Estrada 2008)

La prueba de la mancha del ala ofrece la ventaja de que en cada
experimento es posible cuantificar la actividad recombinogénica contra

la mutagénica (Frei y Wurgler 1995). Ademds de la CE, en la prueba
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SMART del ala, es posible realizar una cruza de bioactivacion elevada
(CBE) Las larvas de esta Ultima se caracterizan por un elevado nivel
constitutivo de citocromos P450, lo que facilita la deteccion de
promutdgenos y procancerigenos (Graf 'y van Schaik 1992).
Guzmdn-Rincéon y Graf (1995) y Graf et al. (1996) proporcionan mas
detalles acerca del uso de la prueba del ala. Los ensayos somdaticos de
genotoxicidad se encuentran validados con un gran nUmero de agentes
quimicos y mezclas complejas (mdas de 400) (Graf et al., 1998, Vogel et al.,
1999) y ademds estdn bien adaptados para estudios de
antigenotoxicidad (Graf et al., 1998).

Se ha demostrado que Drosophila melanogaster tiene enzimas de los
CYP450s encontradas en la fraccion S9 del higado de mamifero (Clark
1982; Halstrom et al., 1984). Ademds, Danielson et al. (1997, 1998) han
probado que la familia CYPé de Drosophila melanogaster muestra fuertes
homologias con la familia CYP3 de los vertebrados la cual, al igual que la
familia CYP2 son responsables del metabolismo de fdrmacos en los
vertebrados. Finalmente Saner et al. (1996) describieron funcionalmente el
gen CYP6A2 de Drosophila melanogaster como responsable del

metabolismo xenobidtico en CBE.

Dos hechos han permitido que este organismo sea ideal para el andlisis
genético: primero que no hay recombinacion meidtica en los machos y
segundo, que se pueden obtener balanceadores en los cromosomas que
impiden la recombinacion meidtica con el cromosoma homaologo (Saner,
1996) Se tienen actualmente lineas construidas con marcadores genéticos
especificos para investigar in vivo el efecto de fratamientos diversos sobre
los genes o sus productos: mutaciones, deleciones y recombinaciones

mitoticas. El efecto se puede cuantificar morfoldgicamente por aparicion
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o pérdida del o los marcadores tanto en las células germinales como en

las somdaticas.

Los 4 pares de cromosomas de Drosophila melanogaster en células
somdticas en metafase se ven como: un par de cromosomas XX en las
hembras que parecen varillas y en el caso de los machos se ve una varilla
y un baston que es el cromosoma Y; dos pares metacéntricos largos en
forma de V (pares 2y 3) y un par de varillas muy cortas que es el par 4. La
posicion citogenética de los genes en los cromosomas de este insecto se
reqistra de acuerdo con la estructura de los cromosomas en la siguiente
forma: posicion 0-20 en el cromosoma X, 21-40 en el brazo izquierdo del
cromosoma 2 y 41-60 en su brazo derecho; 60-80 en el brazo izquierdo del
cromosoma 3 y 81-100 en su brazo derecho, por Ultimo 101-102 en el

cromosoma 4 (Ramos et al., 1993).

Para la prueba SMART se usan dos marcadores que afectan la apariencia
de los fricomas de las alas: “mdltiple wing hairs” (mwh) que es una
mutacion recesiva homocigotica viable, localizada en el brazo izquierdo
del cromosoma 3 (3 - 0.3), que en homocigocis produce tricomas
multiples por célula en lugar del fricoma Unico de la condicion silvestre. El
marcador “flare” (fIr) es una mutacion recesiva que afecta la forma de los
tricomas, localizado en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-3.38). Se
conocen tres alelos para este cardcter y en condicidon homocigdtica son
letales. Sin embargo esta condicion es si es viable en las células de los
discos imagales del ala, y puede observarse en la cuticula del ala. Por su
cardacter letal, los alelos fIr pueden conservarse en las lineas de Drosophila
melanogaster introduciendo un balanceador con mdultiples inversiones vy
un marcador dominante que es letal en estado homocigdtico, y que

estdn presentes en la linea fIr3/TM3, Bas: ” flare, Three Multiple 3, Beaded-
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Serrate”. Las larvas fransheterocigodticas (mwh+/+flr) pueden ser sometidas
a fratamientos agudos o cronicos, a diferentes edades (48-92 h) y a
diferentes agentes genotdxicos, pero el dano producido en los discos
imagales de la larva (Graf, 1995) es evidenciado en el fenotipo de los
tricomas de la cuticula del ala del adulto que pueden ser mwh o flare en
forma de manchas simples: pequenas y grandes y manchas gemelas. Los
eventos genéticos que producen clones simples pueden ser mutacion,
recombinacion, delecion o pérdida del cromosoma y las gemelas
solamente por recombinacién somdatica (Figs. 8a y 8b). Las dimensiones
de las manchas dependen de la edad larvaria en que se provoca la
mutacion o la recombinacion y se forma el clon. La relacidén entre el
tiempo de induccién de clones de células mutantes en el disco imagal y
la talla de la mancha resultante en el ala, son un aspecto bdsico,
relacionado con la prueba del ala. Los discos consisten en
aproximadamente 50 a 100 células en el primer estadio larval y alcanzan
una talla aproximadamente de 25,000 células en la pupa temprana
cuando inicia la diferenciacion del ala. De estas células son analizadas
24,400 en la prueba del ala. La proliferacion continua durante el desarrollo
de la larva permite aumentar la cantidad de células blanco presentes en
el disco imagal. Por lo anterior, se espera un aumento en la induccion de
clones conforme aumenta la edad de la larva. En contraste a la
induccion de la frecuencia de clones, se espera que la talla de los clones
disminuya conforme se incrementa la edad larvaria (Heres-Pulido 2001;
Heres-Pulido et al., 2004 y Spand et al., 2001)

a) Cruza Estandar (CE)

Esta cruza se caracteriza por tener regulada la expresidon de los genes
CYP450. Estd construida para la prueba SMART con hembras de la linea

fir3/TM3, Bds y machos de la linea mwh que producen dos tipos de
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genotipos: tfransheterocigdticos mwh fIr3*/mwh* fIr3 y heterocigdticos mwh
fir3*/mwh* fIr3* TM3, Bds. Esta cruza detecta principalmente mutdgenos
directos y como presenta niveles regulados de la familia de genes Cyp450
es capaz de activar los mutdgenos indirectos, aunque en mucha menor
intensidad (Heres-Pulido 2001).

b) Cruza de Bioactivaciéon Elevada (CBE)

En 1989 Frolich y WUrgler construyeron una linea ORR-fIr (ORR fue aislada
de la naturaleza, es resistente al DDT) con la expresidon constitutiva de los
CYP450s dependientes de metabolismo xenobidtico, lo cual facilita la
deteccidn de pro mutdgenos. En particular se encuentran aumentados los
niveles de CYP6A2.

Esta cruza estd construida con hembras de la linea Oregon (ORR)
[ORR;fIr3/-In(3LR)TM3, Bd*s] y machos mwh (Heres-Pulido et al. 2004)

¢) Fundamento de SMART

El fundamento de la prueba SMART es “la pérdida de heterocigosis de
genes marcadores que se expresan como clones o manchas de tricomas
multiples o malformados, derivados de células mutantes en las alas de los
organismos adultos” ocasionada por la actividad genotdxica de
compuestos que inducen eventos genéticos como: mutaciones
puntuales, deleciones recombinaciones somdticas y no-disyuncion (Fig.8 a
y b)) (Graf et al., 1998; 1984).
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Figura 8a: Eventos que ocasionan la pérdida de heterocigosis para los marcadores firy mwh en

Drosophila melanogaster
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Figura 8b: Eventos que ocasionan la pérdida de heterocigosis para los marcadores fir? y mwh en
Drosophila melanogaster.
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