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“El efecto genotoxico del 4-NQO es modulado por la
VitC/FeSO, en Drosophila melanogaster, SMART en
alas, Cruza E”.

RESUMEN

Varios estudios han demostrado que el brocoli (Brassica oleracea) tiene
propiedades anticancerigenas y antigenotdxicas, debidas posiblemente a que
tienen altas concentraciones de Vitamina C (VitC), entre otros componentes. El
oxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) es un potente mutageno y cancerigeno. En
trabajos previos con la prueba de mutacion y recombinacion somatica (SMART)
en ala de Drosophila melanogaster, cruza estandar (E), se ha reportado que
cotratamientos con 4-NQO (2.0 mM)/brécoli cultivado organicamente (BCO)
aumentd la proporcion de mutacion y recombinacion somatica, pero el
tratamiento con 4-NQO (3.0 mM)/VitC (25, 75 y 250 mM) no causé efecto.
Debido a que el BCO contiene altas concentraciones de VitC y iones metalicos,
el propdsito de este trabajo fue evaluar el efecto de la interaccion de la mezcla
VitC (5.6 mM)/FeSO4 (0.2 mM) en diferentes concentraciones de 4-NQO (2.0,
2.5, 3.0 y 5.0 mM) en la cruza E de SMART en ala de D. melanogaster. Entre
los testigos negativo y VitC/FeSO4 no se encontraron diferencias estadisticas.
En los tratamientos con 4-NQO se presenté mayor proporcién de
manchas/individuo para clones pequefios y grandes, con un claro efecto
concentracion-respuesta con un comportamiento lineal. En los co-tratamientos
4-NQO con VitC/FeSO4 no se observo el mismo tipo de respuesta, ya que
sigui® un comportamiento de tipo polinomial. Se encontré un incremento
estadisticamente significativo en las proporciones de las manchas pequenas y
grandes en el cotratamiento 4-NQO (2.0 mM) + VitC/FeSO,4 con respecto a 4-
NQO (2 mM). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
para la proporcion de manchas entre los cotratamientos 4-NQO (2.5, 3.0 y 5.0
mM) + VitC/FeSO4 comparados con los tratamientos 4-NQO (2.5, 3.0 y 5.0
mM), pero si se encontraron diferencias en la distribucion del tamafio de clones
mwh, excepto para 4-NQO (2.5 mM). En funcién de los resultados se deduce

que hubo modulacién de la genotoxicidad del 4-NQO por la Vit C/FeSOs,.



INTRODUCCION

La capacidad genotéxica (mutagénesis’, recombinogénesis?, clastogénesis®), la
oncogénesis4 y la actividad apoptética® de diferentes agentes a los que las
poblaciones humanas estan expuestas, han sido estudiadas. También es
necesario encontrar agentes quimiopreventivos® que brinden la posibilidad de
evaluar la actividad antigenotoxica de compuestos simples o mezclas
complejas, mediante co-tratamientos, pre-tratamientos y post-tratamientos a

varias duraciones (Lohman et al., 2001; Graf et al., 1998).

Existen estudios epidemiologicos y experimentales en animales los cuales han
demostrado que el brocoli (Brassica oleracea var. ltalica) tiene propiedades
quimio-preventivas de la oncogénesis (Zhu y Loft, 2003, 2001; London et al.,
2000; Conaway et al., 2000; Verhagen et al., 1997). Estas plantas de la familia
Brassicaceae, contienen glucosinolatos, indoles y vitaminas A, C y E, entre
otros compuestos, que se han reportado en el humano como anti-oncogénicos
(Chu et al., 2002; Cohen et al., 2000; Verhoeven et al., 1997). No obstante, hay
estudios que muestran que el efecto antigenotdxico o genotdxico de la mezcla
compleja del brocoli depende de numerosos factores, como el modelo
experimental, la dosis, el momento de aplicacion y la genotoxina (Verhoeven et
al., 1997).

OXIDO DE 4-NITROQUINOLINA (4-NQO)

El 6xido de 4-nitroquinolina- (4-NQO por sus siglas en inglés) es un nitroareno
(Figura 1), cancerigeno y mutageno potente en los bioensayos a corto plazo.
Sus propiedades mutagénicas y cancerigenas fueron reportadas por primera
vez por Nakahara et al. (1957). Desde 1981 se sabe que el 4-NQO es un pro-
cancerigeno que induce tumores principalmente en higado, pulmén, esdéfago,
estbmago y piel entre otros 6rganos. Su via de activacion metabdlica y su

efecto cancerigeno han sido muy estudiados en diversas investigaciones

! Mutagénesis: generacion de mutaciones que puede ser causada por diferentes agentes fisicos o quimicos.
2 Recombinogénesis: generacion de eventos de recombinacion en células somaticas.

3 Clastogénesis: generacion de fragmentos de cromosomas por agentes fisicos o quimicos.

* Oncogénesis: Induccion de procesos cancerosos provocado por agentes fisicos o quimicos.

> Actividad apoptética: muerte celular debido a una ineficiente reparacion en el material genético.

® Quimiopreventivos: agentes quimicos que pueden prevenir mutaciones y reparar dafio celular causado
por agentes fisicos y quimicos.



(Stanley y Benson 1988). Las enzimas citocromo P 450 (CYP450) que realizan
la activacion metabdlica del 4-NQO estan ampliamente distribuidas en la escala
evolutiva, estando presentes en procariontes y en eucariontes; en los
mamiferos se encuentran en la mayoria de los 6rganos y en D. melanogaster
se localizan en practicamente todo el cuerpo graso de la larva, pero

principalmente se expresan en los tubulos de Malpighi (Yang et al., 2007).

Figura 1. Estructura molecular del 6xido de 4-nitroquinolina

El 4-NQO ha sido muy empleado en bioensayos con mamiferos para estudiar el
cancer provocado por dafio inducido al acido desoxirribonucléico (ADN) (Li et
al., 2005; Yanaida et al., 2002; Fronza et al., 1992). Para que se induzca el
efecto neoplasico’, es fundamental que se lleve a cabo la activacion metabdlica
de este pre-cancerigeno (Li et al., 2005; Bailleul et al., 1989). Durante esta
etapa se produce el metabolito 4-acetoxiaminoquinolina-1-6xido (Ac-4-HAQO),
que puede ser unido covalentemente al N2 y C8 de la guanina (dGuO-N2-AQO,
dGuO-C8-AQO) y/o al N6 de la adenina (dAdO-N6-AQO). Estos aductos®
pueden producir transversiones (G — Py®), por si mismos o por la produccién
de sitios apurinicos (AP), o transiciones (G — A) (Fronza et al., 1992).
Generalmente esas lesiones al ADN, a semejanza de las lesiones que provoca

la luz UV, son procesadas por la Reparacién de Escisidn de Nucleétidos (REN)

’ Neoplasia: crecimiento incontrolado de nuevas células.

® Aductos: compuestos que se forman al unirse algin metabolito con nucleétidos del material genético.
% Py: pirimidinas; tres bases de los acidos nucleicos (citosina, timina y uracilo) son derivados
pirimidinicos.



(Li et al., 2005; Mirzayans et al., 1999); mientras que los aductos remanentes
pueden dar como resultado mutacion por transicion debido al equilibrio
tautomérico’™, el cual es uno de los origenes de la activacion proto-

oncogénica'".

El 4-NQO también puede considerarse como mutageno directo ya que otro
mecanismo por el cual produce dafios al material genético, tales como bases
modificadas y rompimientos de hebras simples del ADN, es por tensién
oxidante'? intracelular (Li et al., 2005; Ramotar et al., 1998). Este mutageno
incrementa las especies reactivas de oxigeno (EROs™) y se piensa que el 4-
NQO sufre reacciones o modificaciones de oxido-reduccion donde se genera el
anion superoxido el cual puede generar sitios alcalinos como los causados por
la luz UV (Friedberg et al., 1995; Yamamoto et al., 1993). Todos los dafios
causadas por las EROs son reparados principalmente por Reparacion por
Escision de Bases REB (Akbari, 2007). Si el dafio en el ADN no puede ser
reparado, algunas células pueden ser eliminadas por via apoptoética escapando
asi al riesgo de oncogenésis. Existen evidencias que muestran que el 4-NQO
(0.5-20 uM) induce apoptosis en varios tipos de linajes celulares (Han et al.,
2007; Li et al., 2005; Héron-Milhavet et al., 2001; Ramotar et al., 1998).

En SMART en ala de D. melanogaster el 4-NQO ha mostrado ser genotéxico en
la cruza estandar (E) para todos los tipos de manchas y con un claro resultado
concentracion respuesta (Heres et al., 2004; Kaya et al., 2002; Batiste-Alentorn
et al., 1995; Negishi et al., 1994; Hayatsu et al., 1992; Graf et al., 1989).

10 Equilibrio tautomérico: Tautomerfa o isomeria de grupos funcionales debido a que un atomo de
hidrégeno unido a otro atomo puede migrar a una posicion vecina; en el ADN se dan dos tipos de
tautomerias: tautomeria lactama-lactima, donde el hidrégeno migra del nitrégeno al oxigeno del grupo
oxo (forma lactama) y viceversa (forma lactima), y tautomeria imina-amina primaria, donde el hidrégeno
puede estar formando el grupo amina (forma amina primaria) o migrar al nitrégeno adyacente (forma
imina). La adenina sélo puede presentar tautomeria amina imina, la timina y el uracilo muestran
tautomeria doble lactama-lactima, y la guanina y citosina pueden presentar ambas.

1 proto-oncogen: Alelo silvestre de un gen relacionado con cualquier evento que participe en el
desarrollo de un proceso canceroso.

12 Tensién oxidante: también llamado estrés oxidativo, debido a que se refiere a una tension en las células
provocado por el oxigeno (todo lo referente al oxigeno se explica ampliamente mas adelante).

3 EROs: especies reactivas de oxigeno (Ver apartado en este texto p. 9)



OXIGENO

El oxigeno fue descubierto en el aire por el quimico inglés Joseph Priestley en
1774, y reconocido como elemento indispensable para la vida por el francés
Antoine Lavoisier algunos afios mas tarde. Este gas esta considerado como el
elemento vital por excelencia. Todos los organismos aerobios, animales y
plantas, producen su energia gracias al oxigeno que con la respiracion oxida

moléculas biolégicas (Deby, 1991).

Aproximadamente 85-90% del oxigeno consumido por los animales es utilizado
por las mitocondrias; estos organelos son la mayor fuente de Adenosin
trifosfato (ATP) en los animales, en tejidos no fotosintéticos de plantas y en las
hojas en la oscuridad. Lo esencial de la produccién de energia metabdlica es
que el material de nutricion es oxidado: pierde electrones que son aceptados
por los portadores de electrones, tales como, nicotinamida adenina dinucledétido
(NAD") y flavinas: flavin mononucleétido (FMN) y flavin adenina dinucledtido
(FAD). El resultado es nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH) y
flavinas reducidas (FMNH, y FADH;) que son oxidadas de nuevo por el O, en
las mitocondrias, produciendo grandes cantidades de ATP. La oxidacion es
catalizada de tal manera que la energia sea liberada gradualmente. Este
proceso es realizado por la cadena de transporte de electrones presente en la

membrana interna de la mitocondria (Halliwell-Gutteridge, 1999).

Cada atomo de oxigeno posee un electrén desapareado'® en su orbital externo
y la molécula de oxigeno tiene dos electrones desapareados en distintos
orbitales, de manera que el atomo de oxigeno es un radical libre y la molécula

de oxigeno es un biradical libre (Cascales, 1999).

El ambiente reducido del medio intracelular proporciona amplias oportunidades
para que el oxigeno sufra la reduccion univalente. El anidon superoxido, el
peréxido de hidrégeno y el radical hidroxilo son subproductos comunes del
metabolismo en ambiente aerobio y son los responsables de la toxicidad del

oxigeno. Para sobrevivir en un ambiente poco favorable, los organismos vivos

1 Un electrén desapareado es una especie quimica que solo tiene un electrén en su Gltimo orbital
atémico.



han desarrollado una serie de sistemas enzimaticos y una variedad de
compuestos antioxidantes hidro y liposolubles, cuyo papel es interceptar e
inactivar las EROs que inevitablemente se sintetizan por todos los organismos
aerobios. La célula tiene la capacidad de sintetizar una bateria de enzimas
antioxidantes que evitan la lesion de proteinas, lipidos y ADN. Estas son la
enzima superoxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa (GPX), la catalasa
(CAT), las superoxido dismutasa dependientes de cobre y zinc (Cu, ZnSOD) y
la SOD dependiente del manganeso (MnSOD), la glutation reductasa (GR) y la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (Cascales, Op. cit.).

El oxigeno es esencial para los organismos aerdbicos; sin embargo, puede
resultar téxico, si se suministra en concentraciones elevadas e incluso en
concentraciones similares a las del aire. Gershman y Gilbert propusieron que
los efectos nocivos del oxigeno se debian a los radicales libres (RL) y otras
EROs que se originaban a partir de él (Gershman, 1964. citado por Hernandez
et al., 2001). Esta hipétesis fue desarrollada y aceptada totalmente cuando se
descubrié la enzima SOD, que cataliza la reaccidn de dismutacion del radical
superdxido (O7) para formar peréxido de hidrégeno (H2O2) (Fridovich, 1975
citado por Hernandez et al., 2001). En ciertas condiciones, el radical superoxido
es responsable de reacciones quimicas tal como la oxidacion la cual es muy
toxica para las células. Estas reacciones pueden dar origen a trastornos
pulmonares, a problemas inflamatorios o cancer, y también estan implicadas en

los fendbmenos de envejecimiento (Deby, Op. cit.).
RADICALESLIBRES (RL)

Un radical libre es cualquier molécula capaz de existir independiente, que
contiene uno o0 mas electrones desapareados. Los radicales son formados
cuando un enlace covalente se rompe de forma homolitica. La energia
requerida para disociar el enlace covalente puede ser dado por calor, radiacion
electromagnética u otros medios (Halliwell-Gutteridge, 1999). Un electrén
desapareado confiere una reactividad muy elevada a los RL, pues tienden a
capturar un electrén para complementar a su electron desapareado. En la
materia viva, los RL se originan generalmente con la captura de protones, a

expensas de moléculas organicas préximas, por lo tanto hay ruptura de un



enlace covalente. Esto da lugar a deshidrogenaciones que crean nuevos
radicales, los cuales a su vez, capturan electrones, y asi sucesivamente. Sin
embargo, la cadena se interrumpe muy rapido con la combinacion de dos RL
que ponen en comun sus electrones desapareados. Existen radicales libres
estables poco reactivos, como los radicales tocoferilo y ascorbilo, derivados

respectivamente de las vitaminas E y C (Deby, Op. cit.).

Los RL se caracterizan por iniciar reacciones en cadena que son reacciones de
autopropagacion en las cuales un radical reactivo origina un producto que es
también un radical y que a su vez reacciona y origina otro radical. Esta fase
quimica se conoce como “propagacion” y una ultima fase es conocida como
“terminacion” en la que reaccionan dos radicales dando un compuesto no
radical. Por lo tanto, las reacciones originadas por los RL en sus reacciones en
cadena pueden dividirse en: a) iniciacion, b) propagacion y c) terminacion. En

la iniciacién, un radical se forma a partir de una especie quimica:

AB+C — A +B+C

En la propagacion, un RL reacciona con una molécula estable:

A+CD — AC+D

En la terminacién, dos RL comparten sus electrones desapareados y originan

un producto estable: A +B — AB

La reactividad quimica de los RL se determina por la molécula que posee el
electron desapareado, por lo cual la reactividad varia enormemente entre los
diferentes RL. Una manera de expresar y comparar la reactividad quimica es
evaluando el potencial redox de las especies quimicas. Una vida media mas
corta la poseen los RL de elevada reactividad, lo que indica que los radicales
hidroxilo ((OH) son los mas reactivos, la formacién de ‘OH implica reaccién con

cualquier molécula organica cercana (Cascales Op. cit.).



ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (EROs) y TENSION
OXIDANTE

Las principales EROs son: el radical superdoxido (Oy7), el perdxido de
Hidrogeno (H.0>), el oxigeno singulete ('0,) y el ‘OH. La formacién de (O")

puede ocurrir a nivel de la NADPH-oxidasa segun la siguiente reaccion:
20,+NADPH — 20,"+NADP*+H*

Se ha demostrado que el 'O, es un mediador de los efectos citotéxicos
inducidos por la radiacion UVA, Entre los dafios a macromoléculas que puede
ejercer el 'O, esta el dafio al ADN debido a la oxidacion de residuos guanina a
7-hidro-8-oxo deoxiguanosina (8 oxo-Gu). Este nucleétido lleva luego a la
transversion de G —T, provocando asi mutaciones que pueden llevar a la

muerte celular (Rios, 2003).

Una de las principales fuentes de EROs es la cadena respiratoria, donde
pueden ocurrir trasferencias de electrones. En ella aproximadamente 3 % de
los electrones provenientes de NADH, por la incompleta reduccién del oxigeno
se desvian hacia la formacién de EROs. Las EROs son capaces de oxidar
macromoléculas bioldgicas, tales como proteinas lipidos y acidos nucléicos
(Henle y Linn, 1997; Berlett y Stadtman, 1997; Steinberg, 1997). Por otra parte,
el H,O, puede reaccionar con metales divalentes (libres o unidos a proteinas) y
producir HO', via la reaccion de Fenton. El ejemplo modelo es la reaccién con

Fe®" libre, que ocurre segun la siguiente reaccion:

Fe+ H'+ H,0, — Fe* "OH + H,0 (principalmente en el

citosol)

En forma similar, el H,O, puede reaccionar también con el grupo prostético de
metaloproteinas que contienen hierro por ejemplo: dihidroxiacido dehidrasa, 6
fosfogluconato dehidrasa, que sustraen al hidrogeno, fumarasas Ay B o la

aconitasa, segun la reaccion de Haber Weis:

Fe**-complejo + O~ — Fe**-complejo + O,



Fe*-complejo + H,0, — 'OH+ HO + Fe**-complejo
O,"+H,0, — O, + ‘OH+ HO"

El ‘OH puede reaccionar con diversas macromoléculas en las que por cesién
de electrén se producen otras especies reactivas. En estos casos se dice que
ha intervenido el radical hidroxilo. En este tipo de reacciones la hidroxilacion y
la transferencia de hidrogeno son las modificaciones mas comunes que sufre el
sustrato organico involucrado y se generan otros radicales libres organicos
tales como: los radicales alcohoxilos (RO"), peroxilos (ROO') y sulfoderivados
(Rios, Op. cit.).

La participacion de un complejo de proteinas, conllevan modificaciones
conformacionales por tension oxidante, exponiendo distintos sitios de
interaccion proteica, que le permiten unirse a 2 ferro-proteinas integrales de
membrana. De esta manera queda formado un complejo proteico con actividad
NADPH-oxidasa (Rios, Op. cit.).

El mecanismo de defensa antioxidante enddgeno esta constituido por sistemas
enzimaticos y no enzimaticos. Entre los enzimaticos se encuentra la SOD, la
catalasa, la glutation reductasa y la glutation peroxidasa y entre los no
enzimaticos el glutation, el acido ascérbico (AA o VitC) y el acido urico como
compuestos hidrosolubles y la vitamina E, los carotenos y la melatonina como

liposolubles (Cascales Op. cit.).

La tension oxidante (estrés oxidativo) se define como el estado en el cual los
niveles de EROs son superiores a la capacidad reductora de la célula. El
oxigeno molecular acepta electrones facilmente de otras moléculas para formar
las EROs y es esta peculiaridad la que lo hace toxico para las células (Jiménez
y Merchant, 2003). La tensién oxidante es un estado de la célula en la cual se
encuentra alterada la homeostasis oxido-reduccion intracelular, es decir el
balance entre pro-oxidantes y antioxidantes. Este desbalance se produce a
causa de una excesiva produccion de EROs y/o por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes, conduciendo a dafo celular (Rios, Op. cit.).



La induccion de la hemo-oxigenasa 1 (HO-1) se considera una “respuesta
adaptativa” a la tension oxidante. Esta respuesta es el fendmeno celular por el
cual la exposicidn a un agente toxico (en concentraciones subletales) provoca
una respuesta celular que protegera posteriormente a la célula contra los
efectos deletéreos del mismo toxico a concentraciones letales, dicho en otras
palabras, es un efecto benéfico desencadenado con bajo nivel de exposicion a
un agente que es danino a altos niveles. Este efecto es muy importante en
casos de tension oxidante (Rios, 2003). La tensién oxidante se ha visto
involucrada en una amplia variedad de procesos degenerativos, enfermedades
y sindromes que incluye mutagénesis (transformacién celular y cancer),
aterosclerosis, ataques al corazén, infartos, enfermedades crénicas

inflamatorias y alteraciones del sistema nervioso (Cascales Op. cit.).

Se ha comprobado que la exposicion a bajos niveles de radiacion o a O3
hiperbarico aumenta las defensas antioxidantes. La terapia con O, hiperbarico
en el humano (100% O, a 2.5 atmdsferas), por ejemplo, induce cambios
significativos en el dafio oxidativo al ADN, en células sanguineas periféricas,
pero luego el dafio se estabiliza, en tanto que las defensas antioxidantes suben.
El resultado es una reduccion del dafio celular total, especificamente a nivel de
dafo oxidativo al ADN, desencadenado inicialmente por el tratamiento.
Pretratamientos de este tipo se suelen utilizar en pacientes que deben ser
sometidos a una intervencion quirurgica, para minimizar los dafos laterales
provocados por tensién oxidante. Por otra parte en 1994, Cranfor y Davies,
comprobaron que con tratamientos que provocan bajos niveles de oxidacion y
en condiciones normales de reparacion, las células toleran cierta carga de
aductos oxidados que contribuyen a la velocidad de mutacién espontanea y
muerte de células extremadamente dafadas, lo cual puede resultar benéfico
para el sistema total (6rgano y/o tejido) bajo determinadas condiciones

(Cascales Op. cit.).
VITAMINA C (VITC, ACIDO ASCORBICO)

La vitamina C (VitC), también conocida como acido ascoérbico, en estado puro
es blanca solida y cristalina, muy soluble en agua, fue aislada por primera vez

en las glandulas adrenales de mamiferos, coles y naranjas por Szent-Gyorgyi



en 1928. El acido ascérbico (Figura 2) tiene dos grupos funcionales hidroxilo
(OH) ionizables, de ahi su denominacion como ascorbato; su pK 51 es de 4.25y
el pKa2 es de 11.8. La mayoria de las especies vegetales y muchos animales
pueden sintetizar el ascorbato' a partir de glucosa, pero los primates,
incluyendo los humanos, perdieron las enzimas que se requieren para terminar
el proceso de sintesis de ascorbato, es por eso que se requiere administrar
VitC en la dieta (Halliwell-Gutteridge, 1999).

o HO
5 0
o 0
H HO
a) HO  OH b) 0 .
Witamina C Vitamina C oxidada

Figura 2. Estructura molecular de la vitamina C (a) y vitamina C oxidada (b)

La VitC es el suplemento nutricional mas ampliamente usado en la medicacion,
y premedicacion en todo el mundo. En la actualidad ésta es una de las
vitaminas hidrosolubles mas importantes y esenciales en nuestra especie,
involucrada en la biosintesis de componentes de la matriz extracelular como los
colagenos y la carnitina, que es un transportador pro-catabdlico de acidos
grasos en la mitocondria y de ciertos mediadores de la comunicacion celular,
de expresion nerviosa tales como neurotransmisores y neuropéptidos. Ademas
de las funciones bioldégicas mencionadas, existe una gran infinidad de reportes
cientificos que califican a esta vitamina como un inmuno-modulador, protector
antiviral gripal, anti-inflamatorio y se discute aun su actividad en el cancer y sus

propiedades anti-oxidantes (Naidu, 2003).

Segun Garcia et al., (2006), Chihuailaf et al., (2002) y Krinsky (2001) la VitC es
un antioxidante. Esto se debe a que es un donador electronico, lo que explica
que sea un reductor que directamente neutraliza o disminuye el dafio ejercido

por especies muy reactivas como los RL. Existe aun una gran controversia

15 Ascorbato: es la vitamina C en estado reducido



sobre la tematica de los RL y los antioxidantes como la VitC. Bioquimicamente,
el acido L-ascérbico dona dos de sus electrones adyacentes a un doble enlace
entre los carbonos de las posiciones 2 y 3, y esta donacidén es secuencial, ya
que la primera especie molecular generada tras la pérdida de un electrén es un
radical libre denominado acido semi deshidro-L-ascorbico (semi-DHAA) o
ascorbil el cual se estabiliza por resonancia. Después de la pérdida de un
segundo electrén se forma acido deshidro ascorbico (DHAA) que posee una
vida media del rango de minutos, que depende del pH y la temperatura (Garcia
et al., 2006).

La VitC se encuentra en algunos mamiferos bajo la forma de ascorbato
distribuido intra y extracelularmente. Reacciona en forma directa con los RL
superoéxido, hidroxilo y varios hidroperdxidos lipidicos. También actua sobre el
tocoferilo convirtiéndolo en tocoferol (vitamina E). Este proceso transforma el
ascorbato en deshidroascorbato (DHA). El retorno a su forma nativa es por
accion enzimatica o por sustratos celulares tidlicos. A pesar de su manifiesta
propiedad antioxidante, el ascorbato puede desempefiarse como un potente
pro-oxidante'® en presencia de altas concentraciones de iones Fe™ y Cu*?
(Chihuailaf et al., 2002).

Se han efectuado diferentes estudios para investigar las propiedades
antigenotoxicas y genotdxicas de la VitC (Collins, 1999; Odin, 1997; Hartman y
Shankel, 1990). Debido a que tiene funciones oxidantes y antioxidantes
(Podmore et al., 1998; Bijur et al., 1997). La mayoria de los datos indican que el
acido ascorbico es antimutagénico en pruebas in vivo e in vitro (Graf et al.,
1998) no obstante, en algunos casos esta sustancia actua como un co-
mutageno. Puede promover la generacién de radicales de oxigeno, induciendo
intercambios de las cromatidas hermanas en cultivo de células de mamifero
(Weitberg, 1987).

La VitC tiene una historia controversial en el tratamiento del cancer, reportes
epidemioldgicos indican que dietas ricas en frutas y vegetales protegen

generalmente contra algunos tipos de cancer (Block,1991) y especificamente

18 Revisar la reaccién de tipo Fenton, explicadas en el apartado: EROs (especies reactivas de
oxigeno) y tension oxidante.



contra cancer de pulmén (Ocke et al., 1997; Yong et al., 1997). En un estudio
realizado por Greggi y Takahashi (1998) se muestra que las altas dosis (400 y
800 mg/kg) de VitC, sola o en combinacion con la vitamina E no causan
ninguna modulacion significativa en las aberraciones cromosémicas (AC)
causadas por doxorrubicina (DXR quimioterapeutico). En ese trabajo se
emplearon tres dosis (200, 400 y 800 mg/kg) y se determind que las dos dosis
mas altas de VitC fueron menos eficientes para reducir las AC que la dosis mas
bajas. La dosis de VitC 200 mg/kg dio como resultado una reducciéon en el
numero de AC mientras que la dosis mas alta 800 mg/kg+DXR aumentd el
namero de AC, aunque este incremento no fue estadisticamente significativo.
Odin (1997) afirma que en dosis bajas de VitC predomina su rol de atrapar
radicales libres, y en altas concentraciones desarrolla sus propiedades
genotodxicas. Por otro lado Chen et al., (2005) observaron que la eficacia de la
VitC depende del sitio donde se encuentre, ya sea extra o intra-celularmente.
Estos autores examinaron el rol del ascorbato intracelular comparandolo con el
nivel extracelular para observar si provoca la muerte celular, para esto se
usaron el ascorbato y el producto oxidado acido deshidroascérbico. El
ascorbato es transportado al interior de la célula por el sodio, y el acido
dehidroascoérbico es transportado al interior de la célula por glucosa e
inmediatamente se reduce internamente a ascorbato. En ese estudio
observaron que la muerte de linfomas se produjo so6lo cuando el ascorbato
estaba presente externamente. Mooney et al., (2005) realizaron un estudio para
comprobar si las vitaminas antioxidantes como las vitaminas C y E reducen el
numero de aductos de benzo(a)pireno en el ADN, éstos aductos se producen
en ADN en fumadores y son un riesgo potencial de cancer. Los investigadores
descubrieron que las vitaminas evitan dafo al ADN y el riesgo potencial de
cancer solo en mujeres, por medio de un mecanismo aun desconocido puesto

que en hombres no hubo una reduccion de dafos al ADN.

La Ingestion Diaria Recomendada (IDR) de VitC varia segun la fuente. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la sitta en 45 mg al dia
(http://www.who.int/en/); la US National Academy of Sciences Institute of
Medicine recomienda ingerir 90 mg de VitC diarios para hombres y 75 mg para

mujeres (http://www.yourhealthbase) y para el Instituto Nacional de Nutricion




"Salvador Zubiran" es de 60 mg, misma que es establecida en las normas
NOM-086-SSA1-1994 y NOM-035-SSA2-2002 (http://www.normex.com). La
dosis diaria maxima permitida de VitC en humanos es de 2,000 mg/dia (NLM y

NIH'") que corresponde a 26mg/kg calculado para una persona de 75 kg de

peso.

7 National Library of Medicine y National Institutes of Health.



ANTECEDENTES

En el laboratorio de Genética Toxicolégica de la FESI, UNAM, se encontré que
en la cruza de Bioactivacion Elevada (BE) de la prueba de mutacion vy
recombinaciéon somatica (SMART por sus siglas en inglés) en ala de D.
melanogaster, el brocoli de supermercado (BS) reduce la tasa de mutacion
basal (LOpez-Rocha, 2004). A diferencia de lo anterior en los tratamientos de 4-
NQO vy el brocoli cultivado organicamente (BCO) por separado, no
incrementaron significativamente la proporcién de clones basales, sin embargo
los cotratamientos BCO (25, 50 y 100%)/4-NQO (2.0 mM), presentaron un
aumento en las proporciones de clones pequefios (1-2 células) con un claro
efecto concentracion-respuesta, en la cruza E y disminucion en la cruza BE
(Gomez-Luna, 2008). Por otro lado, el cotratamiento BS (100%)/4-NQO(2.0 mM)
no mostrd diferencias significativas con respecto al 4-NQO (2.0 mM), aunque
cabe aclarar que en este ensayo el BS resultdé genotoxico (Rebollar-Vega,
2008).

Heres et al., (2004) determinaron la genotoxicidad del antiestrogeno citrato de
tamoxifen (TAM) y el 4-NQO, debido a que éste Ultimo es un cancerigeno que
produce aductos similares a los producidos por TAM descubiertos en el higado
de roedor y humano. En este trabajo se llevaron a cabo tratamientos crénicos
aplicando 4-NQO (2.5 y 5.0 mM) a larvas de 72 h de las cruzas E y BE para
SMART en ala. El 4-NQO mostré un efecto genotoxico en la cruza E con un
claro resultado dosis-repuesta, lo que se observdé con mayor claridad en la
cruza BE encontrando actividad recombinogénica significativa y con un alto

efecto de bioactivacion.

Kaya et al., (2002) estudiaron la capacidad del acido ascoérbico para modular la
accion genotoxica del 4-NQO (3.0 mM) en SMART en ala, cruza E de D.
melanogaster. Se encontré que el mutageno fue claramente genotdxico y que
ninguna de las tres concentraciones de VitC probadas (25, 75 y 250 mM)

incrementd o disminuyo significativamente la proporcién de clones mutantes.



JUSTIFICACION

En el laboratorio de Genética Toxicologica de la FESI se encontré que el brécoli
de supermercado (BS) reduce la tasa de mutacién basal en D. melanogaster,
en la cruza BE (Lopez-Rocha, 2004), no asi el brécoli cultivado organicamente
(BCO) en presencia de mutagenos de efecto conocido. Este mostré efecto
sinérgico con el metil-metano-sulfonato MMS, en ambas cruzas (Vega-
Contreras, 2006); sin efecto en presencia del promutdgeno uretano, en ambas
cruzas (Santos-Cruz, 2006); sinergia con el 4-NQO en la cruza E y reduccion de
la proporcién de manchas con la cruza BE (Gomez-Luna, 2008). En vista de
que el brécoli contiene altas concentraciones de VitC y Fe?*, entre otras muchas
sustancias, en este trabajo se pretende encontrar elementos que apoyen o
desechen la propuesta de que la VitC y el Fe*" interactdan con el 4-NQO
causando efecto sinérgico o aditivo aumentando la proporcion de las
mutaciones en los marcadores de la prueba SMART en el ala de D.
melanogaster cruza E. Para esto se plantea el siguiente objetivo:

OBJETIVO

Evaluar la interaccion de la mezcla VitC/FeSO, en diferentes concentraciones

de 4-NQO en la cruza E de la prueba SMART en el ala de D. melanogaster.



HIPOTESIS

1. Por la controversia existente con respecto al efecto antioxidante o
prooxidante de la vitamina C en presencia de iones metélicos, entonces (a 6
b):

a) Se espera encontrar efecto mutagénico en el testigo VitC/FeSO,
debido a la incremento en la produccion de EROs actuando como

prooxidante.

b) Se espera encontrar menor proporcion de mutaciones en el testigo

VitC/FeSO, debido a un efecto antioxidante.

2. Como el 4-NQO es un promutageno con efecto prooxidante, entonces se
espera encontrar mayor efecto mutagénico conforme se aumenta la

concentracion.

3. Por todo lo anterior se esperaria un efecto modulador, de la mezcla

VitC/FeSO, ante el 4-NQO, dependiente de la concentracién de éste.
DISENO EXPERIMENTAL

Larvas de 72 + 4h de D. melanogaster (cruza E) fueron expuestas de manera
cronica (48h) a los testigos positivos 4-NQO (2.0, 2.5, 3.0, 5.0 mM); los testigos
negativos VitC (5.7 mM)/FeSO, (0.2mM) y el solvente (Tween 80-Etanol 5%-
5%) y los cotratamientos 4-NQO (2.0, 2.5, 3.0 y 5.0mM)+VitC (5.7 mM)/FeSO4
(0.2mM). Se efectuaron tres réplicas por tratamiento en tres experimentos

independientes.

4-NQO (mM)
TESTIGOS
DISUELTO EN COTRATAMIENTOS
NEGATIVOS
TWEEN 80-ETANOL 5%-5%
3) 2.0 7)3+1
1) FeS0, (0.2 mM)/ VitC (5.7 mM) 4)25 8)4+1
2) Tween 80-Etanol 5%-5% 5) 3.0 9)5+1
6) 5.0 10)6 + 1




MATERIALES Y METODOS
Quimicos

Medio Instantdneo para Drosophila (DIM) de Carolina Biological Supply Co.
(Burlington, North Carolina, EUA). FeSO, (CAS13463-43-9 pureza 99.99%)
Sigma, Vitamina C o acido ascorbico (CAS no. 50-81-7, pureza 99%) Sigma, (St
Luis, MO, EUA) disueltos en agua desionizada. 4-NQO (CAS no. 56-57-5
pureza 97%) Sigma, disuelto en Tween-80 (CAS no. 9005-65-6) Sigma y Etanol
100% de pureza, Merck.

Cultivo y propagacion de cepas de D. melanogaster

Se realizé la propagacién y mantenimiento de las lineas flare® (fir’/TM, Bd®), y
mwh (mwh/ mwh) de D. melanogaster (Anexo 1) en frascos de vidrio de 250 ml
con 5 g de hojuela de papa comercial y 20 ml de solucién conservadora [5 ml de
tegosept al 12%, etanol (OH), y 5 ml de acido propiénico, aforados a 1 litro de

agua] en una incubadora a 25 °C y humedad relativa de 65 %.

Se aislaron hembras virgenes de la linea flare* y machos mwh para realizar la
cruza E de la prueba SMART en ala. Se colocaron en levadura fresca activada
con sacarosa (25 g/kg de levadura) durante 8 h, a 25 °C y humedad relativa de
65 %. Posteriormente se retiraron los adultos y tres dias después, las larvas de
72 + 4 h de edad se retiraron del medio lavando la levadura con agua corriente

(25 °C), con la ayuda de un colador metalico de malla fina.

Tratamientos para SMART en ala

Larvas de 72 + 4 h de edad (tercer estadio larval), de la cruza E fueron
sometidas a tratamientos cronicos, colocando la misma cantidad de larvas en
0.5 g de DIM con 2 ml de una solucién de VitC (5.7mM)/FeSO,4 (0.2mM)+ 4-NQO
(0, 2, 2.5 3, 5 mM) disueltos en Tween 80 al 5% - Etanol al 5% (TW-OH). Se
usaron como testigos negativos la mezcla FeSO,4 (0.2 mM)/VitC (5.7 mM), y el
solvente (TW-OH). De 7 a 9 dias después, los imagos que emergieron se

colectaron en frascos viales con alcohol al 70%. Posteriormente se realizaron



preparaciones permanentes, de alas de fenotipo silvestre en solucion de Fauré
(30 g de goma arabica, 20 ml de glicerol, 50 g de hidrato cloral y 50 ml de agua).
Se revisaron las dos superficies de cada ala en un microscopio 6ptico a 40 x10
aumentos, registrando el numero y tipos de manchas o clones de células
mutantes presentes, en un total de 55-60 individuos (110-120 alas) por

tratamiento.

Analisis estadistico para SMART

Se utiliz6 el programa para PC SMART (Frei y Wirgler, 1988) que evalla
estadisticamente las proporciones de las manchas en las alas mediante la
prueba ji* para proporciones (Anexo 2). Los resultados indecisos (i) y débiles
positivos (w) se analizaron con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
gue considera la variabilidad individual. Segun Frei y Wurgler (1995) el tamafio
optimo de la muestra es de 55 individuos, para obtener resultados

estadisticamente significativos.



RESULTADOS

Se revisaron las alas de 595 individuos. Como se observa en el cuadro 1.a,
todas las concentraciones de 4-NQO utilizadas resultaron positivas para todos
los tipos de manchas, excepto las gemelas que resultaron no significativas con
respecto al testigo solvente. Todos los cotratamientos 4-NQO+VitC/FeSO4
resultaron positivos para todos los tipos de manchas, excepto en la
concentracion 5.0 mM de 4-NQO en la que las manchas gemelas resultaron no
significativas en comparacion con el testigo solvente (Cuadro 1.b). Con respecto
al testigo negativo VitC/FeSO,4 resultd ser estadisticamente igual al testigo

solvente (Cuadro 1.b).

Se encontr6 que a mayor concentracion de 4-NQO mayor proporcion de
manchas totales por individuo para todas las clases de clones mutantes, con un
claro efecto concentracion-respuesta que sigue un comportamiento lineal, con
una r’= 0.974 (Grafica 1). En los cotratamientos 4-NQO+VitC/FeSO, no se
observo el mismo tipo de respuesta, ya que siguid un comportamiento del tipo

polinomial, con una r’=0.977 (Grafica 1).

En el cotratamiento 4-NQO (2.0 mM)+VitC/FeSO,4 se observé un incremento,
estadisticamente significativo, en la proporcion para los clones pequeinos y
sobre todo para los grandes con respecto a su equivalente sin VitC/FeSO4
(Cuadro 2.a y Grafica 2, barras rayadas). En los tratamientos 4-NQO (2.5y 3
mM) con y sin VitC/FeSO4 no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, aunque es interesante observar que 4-NQO (3 mM) presenta
mayor proporcién de manchas pequefias que grandes y en el cotratamiento con
VitC/FeSO4 se presenta mayor proporcibn de manchas grandes que de
pequefas (Cuadro 2.b-c y Grafica 2, barras con rombos y cuadriculas,
respectivamente). En el caso de 4-NQO (5.0 mM)+VitC/FeSO4 se presentd una
disminucién en la proporcion de todos los tipos de manchas, que resulté débil
positivo en la prueba estadistica ji cuadrada para proporciones, pero al
analizarlo con la prueba de U de Mann-Whitney resulté no significativo (Cuadro

2.d y Grafica 2, barras punteadas).



Cuadro 1. Resultados obtenidos en SMART en ala de D. melanogaster cruza E,

después de tratar cronicamente a larvas de 72 + 4 h con diferentes concentraciones
(2.0, 2.5, 3.0y 5 mM) de 4-NQO con y sin VitC/FeSQOy,

Proporcién del numero de manchas/individuo y el diagndstico estadistico’

Sustancia/concetracion Manchas Manchas
A Manchas Manchas
) pequenas grandes (>2
Numero de ] SJulas) gemelas totales
individuos (1-2 células) ce
m=2 m=5 m=5 m=2
a) Comparacién de diferentes concentraciones de 4-NQO
TW-OH 60 0.27 (16) 0.08 (5) 0.00 (0) 0.35 (21)
4-NQO 2.0 mM 60 1.02 (61) + 0.78 (47) + 0.2 (1)i, ns 1.82 (109) +
4-NQO 2.5 mM 60 1.82(109)+ | 1.83(110)+ | 0.05(3)i, ns 3.70 (222) +
4-NQO 3.0 mM 60 2.45(147)+ | 1.88(113)+ | 0.07 (4)i, ns 4.40 (264) +
4-NQO 5.0 mM 60 3.85(231)+ | 3.93(236)+ | 0.07 (4)i, ns 7.85 (471) +
b) Comparacion de diferentes concentraciones de 4-NQO+VitC 5.6mM/ FeSO, 0.2
mM.
TW-OH 60 0.27 0.08 0.00 0.35
VItC  5.6mM/FeSO, 55 031 (17)i,ns| 005(3)- | 0.00(0)ins | 0.36(20) -
0.2mM.
4-NQO 2.0Mm +VitC 60 263 (158)+ | 2.95(177)+ | 0.03(2)i,ns | 5.62 (337) +
/FeS0O,
4-NQO 2.5 mM +VitC
5.6mM/FeS0,0.2 mM. 60 2.13(128)+ | 2.30(138) + 0.10 (6) + 4.53 (272) +
4-NQO 3.0 mM +VitC
5.6mM/FeS0,0.2 mM. 60 1.90 (114)+ | 2.28 (137) + 0.18 (11) + 4.37 (262) +
4-NQO 5.0 mM +VitC 60 265 (159)+ | 3.50 (210)+ | 0.05(3)i,ns | 6.20 (372) +

5.6mM/FeS0,40.2 mM.

1Diagnés’[ico estadistico de acuerdo a Frei and Wurgler (1988, 1995). Dénde + = positivo, - =
negativo, i = indeciso, m = factor de multiplicaciéon. Nivel de probabilidad a=p=0.5 (prueba de
estadistica de una sola cola). A lado se presenta el diagndstico estadistico de acuerdo con la
prueba de U de Mann-Whitney con modificacién para una cola. Donde ns= no significtivo con

probabilidad < 0.05.




y = 1.8908x - 1.4664
r* = 0.974

Proporcién de manchas totales/ individuo

4-NQO (mM) y = 0.7545X - 5.0603x + 12.647

¥ = 0.9776

Grafica 1. Proporciones de manchas totales /individuo después de exponer larvas de la cruza E
a cotratamientos cronicos con 4-NQO (0, 2, 2.5, 3, 5 mM) con vy sin VitC (5.6 mM)/FeSQO, (0.2
mM).



Cuadro 2. Resultados obtenidos en SMART en ala de D. melanogaster cruza E.
Comparacion de diferentes concentraciones 4-NQO contra 4-NQO+VitC 5.6mM/FeSO,
0.2 mM

Proporcién del numero de manchas/individuo y el diagndstico estadistico’

Sustancia/concetracion Manch~as Manchas "
pequefias > anchas Manchas
Numero de grar’1des( 2 gemelas totales
individuos | (1-2células) | ceélulas)
m=2 m=5 m=5 M=2

a) comparacion de 4-NQO 2.0 mM contra 4-NQO 2.0 mM+VitC 5.67 mM/FeSO, 0.2 mM

4-NQO 2.0 mM 60 1.02 (61) 0.78 (47) 0.2 (821) 1.82 (109)
4NQO 2.0 mM +|60 2.63(158)+ |2.95(177)+ |0.03(2)i,ns | 5.62(337)+
VitC/FeSO,

b) comparacion de 4-NQO 2.5mM contra 4-NQO 2.5 mM+VitC 5.67 mM/FeSO, 0.2 mM

4-NQO 2.5 mM 60 1.82 (109) 1.83 (110) 0.05 (3) 3.70 (222)

4-NQO 2.5 mM +

VItCIFeS0, 60 2.13(128)- | 2.30(138)- | 0.10(6) i,ns | 4.53 (272)-

c) comparacion de 4-NQO 3.0 mM contra 4-NQO 3.0 mM+VitC 5.67 mM/FeSO,4 0.2 mM

4-NQO 3.0 mM 60 245 (147) | 1.88(113) 0.07 (4) 4.40 (264)

4-NQO 3.0 mM +

VItCIFeSO 60 1.90 (114)- | 2.28(137)- | 0.18 (11)i,ns| 4.37 (262) -

d) comparacién de 4-NQO 5.0 mM contra 4-NQO 5.0 mM+VitC 5.67 mM/FeS0O,4 0.2 mM

4-NQO 5.0 mM 60 3.85 (231) 3.93 (236) 0.07 (4) 7.85 (471)
4-NQO 5.0 mM + 2.65 (159) w, . 6.20 (372) w,
VItCIFoS0s 60 e 3.50 (210)- | 0.05(3)i, ns o

1Diagn(’)stico estadistico de acuerdo a Frei and Wirgler (1988, 1995). Déonde + = positivo, - =
negativo, i = indeciso, w = débil positivo, m = factor de multiplicacién. Nivel de probabilidad
a=Pp=0.5 (prueba de estadistica de una sola cola). A lado se presenta el diagnéstico estadistico
de acuerdo con la prueba de U de Mann-Whitney con modificacion para una cola. Donde ns=
no significtivo con probabilidad < 0.05.
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Grafica 2. Proporciones de manchas pequefas, grandes, gemelas y totales, por individuo
después de exponer larvas de la cruza E en cotratamientos crénicos con 4-NQO (0, 2.0, 2.5, 3,
5.0 mM) con y sin VitC (5.6 mM)/FeS0O4 (0.2 mM).

En el Grafica 3 se muestra la distribucién de las proporciones del tamaro de los
clones mwh por individuo, para los diferentes tratamientos de 4-NQO con y sin
VitC/FeSO4. Se observan diferencias en los cotratamientos 4-NQO (2.0, 3.0 y
5.0 mM) con vy sin VitC/FeSO,4. No asi en el cotratamiento 4-NQO (2.5 mM) con

respecto a su equivalente sin VitC/FeSOy,,
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Grafica 3. Distribucion del tamafo del clon por individuo después de exponer larvas de la cruza
E en cotratamientos crénicos con 4-NQO (0, 2, 2.5, 3, 5 mM) con y sin VitC (5.6 mM)/FeSO4
(0.2 mM).

El grafica 4 muestra la comparacion de proporciones de manchas grandes y
pequefas encontradas en diferentes concentraciones de 4-NQO contra 4-
NQO+VitC/FeSO,4. Se puede observar que en los tratamientos con diferentes
concentraciones de 4-NQO siempre hay mas manchas pequefas (1-2 células)
con ajuste lineal con una r* = 0.97, que grandes (mas de 3 células) con
comportamiento lineal y (r>= 0.96), excepto en 4-NQO (5.0 mM) donde existe
igual proporcion. Por otro lado, en los cotratamientos 4-NQO+Vit C/FeSOq4 las
manchas grandes mostraron un comportamiento polinomial r’= 0.97 y se
encuentran en mayor proporcién que las pequefias (con ajuste polinomial r?=

0.99 en todas las concentraciones.
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Grafica 4. Comparacion de las proporciones de manchas grandes y pequefias por individuo
después de exponer larvas de la cruza E a cotratamientos cronicos con 4-NQO (0, 2, 2.5, 3, 5
mM) con y sin VitC (5.6 mM)/FeSO, (0.2 mM).



DISCUSION

Considerando que las dosis recomendadas para la ingesta diaria de VitC
varian, de acuerdo con la fuente, de 45-90 mg (OMS, US National Academy of
Sciences Institute of Medicine, Instituto Nacional de Nutricion “Salvador
Zubiran” y NOM-086-SSA1-1994 y NOM-035-SSA2-2002

(http://www.normex.com). y que la dosis diaria maxima permitida de VitC en

humanos es de 2 g/dia' (NLM y NIH http://www.nlm.nih.gov/medlineplus), la
concentracion de VitC usada en este estudio fue 151 veces mayor que la dosis
méxima permitida en humanos. Asi mismo, la dosis recomendada de Fe?*" es
de 8 mg y la dosis maxima permitida es de 45 mg por lo que la concentracion
usada en este estudio, fue 0.061 mg/g es 100 veces mayor a la dosis permitida
en humanos. Estas altas concentraciones fueron calculadas con base en los
contenidos de VitC y Fe®* reportados para el BCO? (Ver Anexo 4) usado en
experimentos previos del laboratorio de Genética Toxicoldgica (FESI-UNAM),

en los que se encontr6 efecto sinérgico en cotratamientos con MMS y 4-NQO.

Altas concentraciones de VitC en presencia de iones metélicos tienen efecto
prooxidante (Jiménez y Merchant 2003; Chihuailaf et al., 2002), por lo que se
podria esperar incremento en la proporcion de manchas totales/individuo en el
testigo VitC/FeSO, debido al aumento en la produccion de EROs. Por otro lado
se podria esperar efecto antioxidante (Garcia et al., 2006; Chihuailaf et al.,
2002; Krinsky 2001) que disminuiria la proporcion de manchas con respecto al
testigo solvente. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas con

respecto al testigo TW-OH para la cruza E y a estas concentraciones.

Se confirmé el efecto mutagénico del 4-NQO dependiente de la concentracion,
al presentarse un ajuste lineal r? = 0.95 (Grafica 1), que coincide con trabajos
previos en la prueba de ala de D. melanogaster, en donde el 4-NQO ha
mostrado un claro resultado concentracion respuesta en la cruza E para todos
los tipos de manchas (Heres et al 2004; Kaya et al., 2002; Batiste-Alentorn et
al., 1995; Negishi et al., 1994; Hayatsu et al., 1992; Graf et al., 1989).

126 mg/kg calculado para una persona de 75 kg de peso.
2 Datos proporcionaod por la empresa MarBran, Guanajuato México.



Todas las concentraciones de 4-NQO resultaron positivas con respecto al
testigo solvente, principalmente para manchas pequefias (1-2 células), esto
debido a que el 4-NQO es un promutageno que requiere ser activado via
CYP450 generando el metabolito 4-acetoxiaminoquinolina-1-6xido (Ac-4-
HAQO), que puede ser unido covalentemente al N2 y C8 de la guanina (dGuO-
N2-AQO, dGuO-C8-AQO) y/o al N6 de la adenina (dAdO-N6-AQO) provocando
aductos, que pueden ser reparados por REN (Mirzayans et al., 1999; Fronza et
al., 1992). Los aductos restantes dan como resultado transiciones o
transversiones por si mismas o como consecuencia de los sitios apurinicos
(AP) (Fronza et al.,, 1992), generando pérdida de la heterocigosis para los
marcadores de SMART. Las manchas pequefias reflejan este efecto tardio de
los metabolitos sobre el material genético. ElI 4-NQO también puede
considerarse como mutageno directo ya que otra forma por la cual produce
dafios al material genético, tales como modificacion en las bases vy
rompimientos de cadenas simples del ADN, es por producir un estado de
tension oxidante intracelular (Li et al., 2005; Ramotar et al., 1998). Esto se ve
reflejado en las manchas grandes (> 3 células), que encontramos siempre en
menor proporcion que las pequeias, excepto a 5.0 mM donde se encuentran

clones pequefos y grandes en igual proporcion.

Se esperaba que conforme aumentara la concentracion de 4-NQO en los
cotratamientos con VitC/FeSO, se incrementara o disminuyera la proporcidon de
todos los tipos de manchas/individuo, dependiente de la concentracibn como
ocurrié en los tratamientos sin VitC/FeSO,4. No obstante para los cotratamientos
4-NQO+VitC/FeSQy,, se encontré una relacién polinomial (r* = 0.856) (Gréfica 2),

lo que indica un efecto modulador de la mezcla VitC/FeSO,4 al 4-NQO.

El cotratamiento 4-NQO (2.0 mM)+VitC/FeSO, tuvo efecto sinérgico mutagénico
con respecto al testigo 4-NQO (2.0 mM). Este resultado concuerda con lo
observado previamente en nuestro laboratorio con la cruza E, en la que se
encontré mayor proporcion de manchas totales/individuo en el cotratamiento 4-
NQO (2.0 mM)/ BCO que en el testigo 4-NQO (2.0 mM), (Gémez-Luna, 2008).
Sin embargo, nuestros resultados no concuerdan con los obtenidos con BS

(Rebollar-Vega, 2008) donde aunque se observo un incremento en la proporcion



de las manchas pequefias, éste no fue significativo. Cabe recordar que las
concentraciones de la VitC y el FeSO, utilizadas en el presente trabajo se
calcularon con base en el reporte enviado por la empresa a la que se le compré
el BCO, utilizado en el trabajo de Gomez-Luna (Anexo 4), por lo que se podria
suponer que las semejanzas en los resultados obtenidos en ambos trabajos se
deben a que las concentraciones a las que se expusieron las larvas de D.
melanogaster son semejantes. Las diferencias que se encontraron con el BS,
del cual no se conocen sus condiciones de cultivo y manejo postcosecha y
mucho menos la proporcion de sus nutrientes, pueden deberse precisamente a
gue en el manejo postcosecha se haya perdido VitC, entre otros aspectos que

se discuten en Rebollar-Vega, 2008.

Por otro lado, la VitC (25, 75 y 250 mM) ha mostrado efecto sinérgico en
cotratamientos con otros iones metalicos como el Co®* evaluado por Kaya et al,
(2002) quienes usaron CoCl, (8 mM) en SMART en ala de D. melanogaster,
cruza E. El efecto sinérgico podria ser explicado por la interaccion del 4-NQO
que dafia al material genético, por tension oxidante intracelular (Ramotar et al.,
1998; Li et al., 2005), sumado al efecto pro-oxidante dado por la VitC en altas
dosis en presencia de metales de transicion (Jiménez y Merchant 2003; Kaya et
al., 2002 y Chihuailaf et al., 2002), en este caso, por la presencia del Fe**
Incrementando principalmente la proporcion de manchas grandes, indicadoras

del efecto directo del mutageno.

En los co-tratamientos 4-NQO (2.5, 3.0 y 5.0mM)+VitC/FeSO,4, aunque se
presentan variaciones en las proporciones de todos los tipos de manchas con
respecto a sus testigos, éstas no fueron estadisticamente significativas. En el
caso de los cotratamientos 4-NQO 2.5 y 3 mM aunque se observa un
incremento en el numero de manchas éste es ligeramente menor (cuadro 3.a'y
b Anexo 5) que en el cotratamiento 4-NQO (2.0 mM)+VitC/FeSO,4. Al comparar
los tratamientos 4-NQO ( 3.0 y 5.0 mM) con respecto a 4-NQO (3.0 y 5.0 mM
)+VitC/FeSO,, se encontraron diferencias significativas entre las distribuciones
del tamafio de los clones mwh (Fig 6. Anexo 6), aunque no se observaron
diferencias significativas entre las proporciones de manchas. En el

cotratamiento 4-NQO (5.0 mM)+VitC/FeSO, se observo una disminucion débil



positiva (no significativa para U de Mann-Whitney) en la proporcion de
manchas totales con respecto a su equivalente, observandose una tendencia a
disminuir el numero de manchas conforme aumenta la concentracion del
mutageno. Kaya et al., (2002) probaron el efecto de la VitC (25, 75 y 250 mM)
ante el 4-NQO (3.0 mM), sin encontrar efecto modulador. Estos resultados
aparentemente coinciden con los nuestros, a pesar de que ellos utilizaron
concentraciones mas altas de VitC, y no utilizaron Fe*. Sin embargo, nosotros
si encontramos un efecto modulador por parte de la VitC/FeSQ,, ya que si se
observan ambas series de tratamientos, mientras las proporciones de manchas
totales se incrementan al aumentar la concentracion de 4-NQO, la de los
cotratamientos disminuye y éste parece ser el punto donde se cruzan ambas
series, (ver gréfica 2 y cuadro 2), por lo que podriamos decir que si hay efecto
modulador por parte de la VitC/FeSOs,.

La disminucion en el numero de manchas conforme aumenta la concentracion
del mutdgeno podria ser explicado por dos vias: 1. Efecto protector de la
VitC/FeSO,, que podria deberse a: i) competencia del antioxidante por sitios
nucleofilicos sobre el ADN con un mutageno nucleofilico; ii) inhibicion de la
bioactivacion del promutageno por bloqueo de procesos oxidativos o iii)
reaccion del antioxidante con metabolitos electrofilicos del promutageno
(Goncharova y Kuzhir, 1989) 6 2. Incremento del dafio. Nosotros no
consideramos que ninguna de las causas expuestas en el punto 1 sea la
responsable de esta reduccion porque la concentracion de VitC/FeSO, fue
siempre la misma y en 4-NQO (2.0 mM) se observo sinergia. Suponemos que
la mezcla VitC/FeSO,4 y el 4-NQO actuaron como co-mutagenos, ya que en los
cotratamientos se observa un aumento en la proporcion de manchas grandes
conforme se incrementa la concentracion del cancerigeno (Graficas 3 y 4), lo
que indica un incremento del efecto directo del mutageno. La VitC en presencia
de Fe?" participa en la reaccion tipo Fenton. Donde el H,O, puede reaccionar
con el Fe** y producir el radical ‘OH. La accién directa de los RL sobre los
discos imagales de las larvas tratadas producen de esta manera mayor
proporcion de clones grandes que los encontrados en el 4-NQO solo. Este
incremento en el dafio pudo provocar: i) Induccion de las enzimas de

reparacion de los dafos, via REB o REN y las enzimas SOD, GPX, y CAT,



(Akbari et al., 2007) y/o: i) Induccidén de muerte celular programada o apoptosis
(Han et al., 2007). Ambos eventos traerian como consecuencia una reduccion

en la proporcion de manchas.

En investigaciones recientes realizadas in vitro, se ha encontrado que el 4-NQO
(0.5-20 uM) induce apoptosis a diversos tipos celulares, activando el factor de
supresion tumoral p53 (Han et al., 2007; Li et al., 2005). En las concentraciones
de 4-NQO usadas en el presente trabajo (2.0-5.0 mM) aumenté la proporcién de
todos los tipos de manchas conforme se incrementaba la concentracion.
Diferente a lo ocurrido en el cotratamiento de 4NQO con VitC/FeSQO,. Seria
interesante hacer pruebas a concentraciones menores y mayores a las usadas
en este experimento ya que esto ayudaria a entender el efecto de la VitC y su
interaccién con mutagenos. Por ejemplo; para poder determinar si la proporcién
de manchas totales seguird disminuyendo en los cotratamientos al aumentar la

concentracion de 4-NQO.



CONCLUSIONES

a)

b)

Con las concentraciones de la VitC/FeSO, usadas en este trabajo, bajo
estas condiciones experimentales y con este modelo biolégico, podemos
decir que encontramos un efecto modulador de la mezcla VitC/FeSO,
sobre la genotoxicidad del 4-NQO por las siguientes razones:

i) En los tratamientos con diferentes concentraciones de 4-NQO se
encontré6 un incremento lineal en la frecuencia de manchas,
proporcional a la concentracion de 4-NQO, y en los cotratamientos se

encontrd una correlacion del tipo polinomial.

i) Se encontr6 un claro efecto sinérgico en la mezcla 4-NQO (2.0
mM)+VitC/FeSQOy,, ya que se observo un incremento estadisticamente
significativo en la frecuencia de todos los tipos de manchas en los
individuos tratados con 4-NQO (2.0 mM)+ VitC/FeSQ,, con respecto
a los testigos tratados con 4-NQO (2.0 mM).

iii) Al comparar los tratamientos 4-NQO (3.0 y 5.0 mM) con respecto a 4-
NQO (3.0 y 5.0 mM)+VitC/FeSO,, se encontraron diferencias
significativas entre las distribuciones del tamafio de los clones mwh,
aunque no se observaron diferencias entre las proporciones de

manchas.

Se demuestra la importancia de usar diferentes concentraciones de
mutagenos en este tipo de ensayos, ya que de haber usado una sola
concentracion, por ejemplo 4-NQO (2.5 mM), no se hubiera podido
observar el efecto modulador de la mezcla VitC/FeSO,4. Ya que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
cotratamiento de 4-NQO (2.5 mM)+VitC/FeSO, con respecto a su testigo
4-NQO (2.5 mM).
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ANEXO 1

Drosophila melanogaster

La mosca de la fruta D. melanogaster (figura 3) ha sido empleada como
organismo para el estudio de la Genética, desde el nacimiento de la disciplina a
principios del siglo XX. Las investigaciones iniciales las realiz6 en 1909 el Dr.
Thomas Hunt Morgan en la universidad de Columbia, Nueva York (Rubin,
1988).

Figura 3. Mosca de la fruta, Drosophila melanogaster

Desde que T. H. Morgan y sus colaboradores Bridges, Sturtevant y Miuller la

eligieron como modelo, la mosca del vinagre ha sido un modelo de



investigacion importante para los genetistas y bidlogos del desarrollo. Al ser un
organismo eucariota y pluricelular, este insecto diptero es un excelente modelo
en Toxicologia Genética. Presenta soélo cuatro pares de cromosomas,
claramente distintos unos de otros por su forma y tamafio. Se conoce todo su
genoma, y ademas presenta genes implicados en el metabolismo de
xenobidticos y en la reparacion de dafios al ADN, similares a los de los
humanos (Russell, 1998; Friedberg et al., 1995).

Muchos conceptos basicos de la Genética clasica, la molecular y la evolutiva se
han obtenido empleando a D. melanogaster como organismo en la biologia
experimental. Ademas, el cumulo de conocimientos generados sobre la
estructura y funcion del genoma de D. melanogaster, asi como de diversos
procesos esenciales de la biologia, tales como el patréon de la formacién del
embrién, el desarrollo y funciones de los 6rganos de los sentidos y del sistema
nervioso, han propiciado el que la mosca de la fruta se considere un organismo
modelo (Rubin, 1988). La ventaja que presenta, es la de ser un organismo vivo
de tamafo pequefio, con un ciclo de vida corto, ya que dura aproximadamente
10 a 12 dias con estadios de desarrollo bien definidos al mantenerse a 25°C
con una humedad relativa de 60%,. Esta caracteristica permite analizar el
efecto de posibles compuestos genotoxicos en dosis cronicas, agudas y

fraccionadas de manera controlada.

Su ciclo de vida comienza con la oviposicion, 24 horas después eclosionan las
larvas que pasan por tres estadios, antes de pasar a prepupa, pupa y adulto
(figura 4). Después de que emergen las moscas, los machos son fértiles, en
aproximadamente 6 a 8 horas, mientras que las hembras tardan de 10 a 12
horas. Durante la fase de larva la ingestion de alimento es continua, llegando a
consumir de tres a cinco veces su peso, incrementandolo de 0.05 a 2.0 mg
(Mitchell y Combes, 1984). Lo anterior es relevante para el andlisis genético, ya
gue permite cultivar un gran niamero de organismos en espacios reducidos y

obtener varias generaciones en poco tiempo.

El hecho de que Drosophila es un eucarionte, con el cual es posible realizar
experimentos con el organismo in vivo, constituye una ventaja adicional.

Aspectos cruciales como las interacciones con el ambiente o los contactos



célula-célula no pueden entenderse cuando se trabaja con células o tejidos que

derivan de organismos multicelulares cultivados in vitro (Rodriguez-Arnaiz y

Ramos, 1992).

Hembra

Prepupa Larva

Figura 4. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

Las larvas de D. melanogaster tienen dos linajes celulares: larval e imagal
(discos imagales), el primero esta implicado exclusivamente en el crecimiento y

en la fisiologia de la larva; el segundo, son bolsas epiteliales que permanecen



indiferenciadas durante el estadio embrionario. En la metamorfosis, los discos
se invaginan y diferencian para formar las estructuras particulares del cuerpo
del adulto, como antenas, 0jos, alterios, genitales externos, etc (Russell, 1998).
Desde el punto de vista genético, los discos imagales constituyen un excelente
material de estudio. Cada disco aparece como primordio desde el primer
estadio larval y consiste en 25 a 50 células. A partir de ese momento, el
namero de células por cada disco se incrementa por mitosis hasta el final de la
fase de larva, en la que llega a tener miles de células por disco. Al final del
tercer estadio larvario se inicia el periodo de pupa, en el que parte del material
larval degenera, las células indiferenciadas forman tejidos y las estructuras del
adulto que se derivan de cada disco imagal. De tal manera de que si ocurriera
dafio genético en una célula de los discos imagales, éste se expresaria en el
adulto como un clon de células mutantes en el tejido correspondiente al disco
(Mitchell y Combes, 1984).



ANEXO 2

Prueba de Mutacién y Recombinacién Somaticas (SMART por

sus siglas en inglés)

La recombinacion somatica fue descubierta en D. melanogaster por Stern en
1936 y su induccion por rayos X ha sido empleada para estudiar el desarrollo

de los discos imagales en este organismo (Garcia-Bellido, 1972).

Uno de los estudios a corto plazo que ha dado grandes resultados es la
SMART, que detecta mutaciones puntuales, aneuploidias y recombinaciones
mitGticas provocadas por la exposicion a distintas dosis de algun agente
quimico o fisico, utilizando como modelo experimental a Drosophila

melanogaster (Guzman-Rincon y Graf, 1995).

SMART emplea dos diferentes sistemas fenotipicos: mutaciones en las células
de los ojos o0 en los tricomas de las alas. Ambos sistemas tienen como
fundamento, la pérdida de la heterocigosis de genes marcadores en las células
de los discos imagales de las larvas. Al exponer a las larvas portadoras de los
marcadores, a un agente sospechoso, el dafio se expresara como clones o
manchas de células mutantes en las alas o en los ojos de los organismos
adultos, los clones se pueden observar y contabilizar con ayuda de un
microscopio éptico y analizar por medio de métodos estadisticos, comparando
el tipo y proporcibn de manchas en los tejidos correspondientes con la
proporcion obtenida en organismos no expuestos (Guzman-Rincén y Graf,
1995). Las alteraciones genéticas pueden ser debidas a recombinacion
mitotica, mutaciébn somatica, rompimientos cromosémicos (delecién) y no
disyuncion (Graf et al., 1984).

SMART en ala ha demostrado ser eficaz en la deteccion de agentes
genotoxicos al confirmarse con mas de 400 agentes fisicos y quimicos, puros y
en mezclas (Guzman-Rincon y Graf, 1995; Graf et al., 1996; Vogel et al., 1999),
y con un estudio epidemiologico sobre el posible riesgo de padecer cancer de

mama Yy el uso de antidepresivos triciclicos, en el que se demostré que los



resultados obtenidos con SMART, afios antes, concordaban con los de dicho
estudio (Sharpe et al., 2002).

La prueba requiere una sola generacién para obtener resultados y presenta un
sistema de activacion (in vivo) para la deteccibn de procancerigenos o
promutagenos, ademas de ser uno de los tres sistemas eucariéticos, in vivo,
que puede medir de manera cuantitativa la recombinacion mitética (Spand et
al., 2001). Tiene la posibilidad de exponer a gran niumero de células mitéticas,
en los discos imagales de las larvas, los cuales dan origen a una cantidad
mayor de células en estado adulto, por lo que este ensayo permite analizar
aproximadamente 25,000 células por ala, al revisar una sola mosca (Graf et al.,
1984).

La prueba SMART utiliza cepas mutantes de D. melanogaster con marcadores
recesivos: con estas cepas se realiza la cruza E (hembras virgenes flare® con
machos mwh). En esta cruza se producen 2 tipos de descendientes: trans-
heterocigotos mwh +/+ flr® con alas de tipo silvestre y heterocigotos mwh
+/TM3, Bd® con alas de fenotipo Beaded Serratia (Graf et al., 1989). mwh/mwh:
Mutacion autosémica recesiva localizada en el brazo izquierdo del cromosoma
3 a 0.3 unidades de mapa (3-0.3). En homocigosis total 0 en mosaicos
somaticos tiene la expresion fenotipica de la aparicion de tres o0 mas tricomas
por célula en lugar de uno, como es el caso del fenotipo silvestre (Graf et al.,
1996; 1984). flr/TM3, Bd® (flare®): Mutacién autosémica recesiva ubicada en el
cromosoma 3 a 38.8 unidades de mapa (3-38.8). La expresion fenotipica son
tricomas malformados y cortos en forma de "flama" o "rosetas de maiz". En
condicion homocigota es letal por lo que posee el cromosoma balanceador
TM3 con inversiones mdltiples que le permiten mantenerse en heterocigosis;
este cromosoma balanceador se reconoce indirectamente por la presencia del
gen dominante Bd® (Beaded Serratia), el cual se expresa presentando muescas
en el borde de las alas (Graf et al., 1996; 1984).

En el ensayo de las alas, se trata a las larvas transheterocigotas para los
marcadores mwh y flr®, en esta disposicién, la recombinacién somaética entre el
centromero y flr® genera una mancha gemela que consiste en dos clones

adyacentes de células que muestran tricomas flr® y mwh; la recombinacién



somatica entre los dos marcadores, asi como la delecion o mutacion, generan

clones con un solo tipo de marcador (Graf et al., 1984) (Figura 5).
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Figura 5. Eventos genéticos que conducen a la pérdida de heterocigosis de los marcadores flr®

y mwh en alas de

D. melanogaster.
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marcadores flr* y mwh en alas de D. melanogaster.



ANEXO 3

Analisis estadistico.

Se analizaron 55-60 individuos por tratamiento (tamafio de muestra 6ptimo
para la prueba) (Frei y Wirgler, 1995) con el programa estadistico SMART para
PC-version 2.1 (Frei y Wdrgler, 1988) que analiza estadisticamente los
resultados de SMART en ala detectando las diferencias que puedan existir
entre los valores espontaneos entre un testigo y las series de tratamientos
experimentales. Este andlisis esta basado en la prueba no paramétrica de ji?
para proporciones. En ésta, el efecto genotdxico es diagnosticado porque la
proporcion de manchas verdadera de los tratamientos es al menos, el doble de
la proporcion obtenida en los testigos negativos. Esta proporcién es m = 2 para
manchas pequefias y totales y m = 5 para manchas grandes y gemelas.

Con esta prueba se tiene la probabilidad de definir un riesgo genotéxico minimo
inaceptable. Si se puede excluir este riesgo con una significancia estadistica,
entonces los resultados son negativos. Si la muestra no es lo suficientemente
grande, los datos pueden ser insuficientes y el resultado es no concluyente; es
decir, que en los casos no concluyentes no se puede excluir la hipétesis nula
pero tampoco la alterna. Los resultados con esta prueba tienen cuatro
categorias: positivos (+), negativos (-), débiles positivos (w) e indecisos (i). Para
evitar estos ultimos en al menos 95 % de los casos se recomienda revisar

como minimo 110 alas por tratamiento (Frei y Wurgler, 1995).
HIPOTESIS ESTADISTICAS

1) Nula: la proporcion de mutacion (inducida + espontanea) de las moscas
tratadas no es diferente que la proporcién de mutacion espontanea del

control.

2) Alterna: la proporcion de mutacion (inducida + espontanea) de las
moscas tratadas es diferente que la proporcién de mutacion espontanea

del control.



Cada hipotesis fue probada al 5% de significancia. En base a estas hipotesis

pueden ser posibles las siguientes decisiones:
1) Aceptar ambas hipotesis: resultado indeciso.
2) Aceptar la primera hipoétesis y rechazar la segunda: resultado negativo.
3) Rechazar la primera hipotesis y aceptar la segunda: resultado positivo.
4) Rechazar ambas hipétesis: efecto débil (Graf et al., 1984).

A los resultados indecisos y débiles positivos obtenidos con SMART se les
realiz6 la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney, que considera la
variabilidad entre los individuos y no requiere una distribucion normal de los
datos con modificaciones para una cola para datos individuales usando el
programa estadistico STAT GRAPHICS versién 6.0.

Esta prueba se usa cuando no se puede definir el riesgo genotoxico minimo
inaceptable basandose en la proporcion de las manchas en los testigos
negativos; por lo tanto solo se compararan los datos contra la hipétesis nula.
Los resultados son no significativos o significativos. La ausencia de
significancia nos dice que uno no puede concluir que el tratamiento produjo
dafio genotoxico, sin embargo, no se puede eliminar completamente esta
posibilidad, por lo tanto es lo mismo que un resultado no concluyente. Los
resultados significativos nos permiten concluir con certeza que los resultados
son positivos y por lo tanto el efecto genptdxico observado es debido a la
sustancia evaluada (Frei y Wurgler, 1995).



ANEXO 4

Nutrientes del BCO (datos proporcionados por la empresa MarBran, Guanajuato, Méx.).
Brécoli. NDB No: 11095 Dia: 1/3/2006 9:16. Peso (tamafio de porcién): 100.00 g

Origen: USDA National Nutrient Database for Standard Reference.

Nutrientes Valor | U Nutrientes Valor | U
Agua 90.72 | g Ac.grasos monoinsaturados totales | 0.008 | g
Energia 28 Kcal | 16:1 indiferenciados 0 g
Energia 117 Kj 18:1 indiferenciados 0.008 | g
Proteinas 3.10 g 20:01 0 g
Lipidos totales (grasas) 0.11 g 22:1 indiferenciados 0.008 |g
Cenizas 0.71 g Ac. grasos poliinsaturados totales 0.055 |g
Carbohidratos 5.35 g 18:2 indiferenciados 0.013 |g
Fibra total en la dieta 3.0 g 18:3 indiferenciados 0.042 | g
Azucares totales 1.44 g 18:04 0 g
Calcio, Ca 51 mg | 20:4 indiferenciados 0 g
Hierro, Fe 0.61 mg | 20:5n-3 0 g
Magnesio, Mg 20 mg | 22:5n-3 0 g
Fosforo, P 55 mg | 22:6 n-3 0 g
Potasio, K 180 mg | Colesterol 0 mg
Sodio, Na 24 mg | Triptofano 0.032 | g
Zinc, Zn 0.30 mg | Treonina 0.101 |g
Cobre, Cu 0.043 | mg | Isoleucina 0.121 | g
Manganesio, Mn 0.325 | mg | Leucina 0.145 | g
Selenio, Se 1.9 mcg | Lisina 0.156 |g
Vitamina C total 40.1 mg | Metionina 0.037 |g
Vitamina B-1(tiamina) 0.055 | mg | Cisteina 0.22 g
Vitamina B-2 (riboflavina) 0.081 | mg | Fenilalanina 0.094 |g
Vitamina B-3(niacina) 0.458 | mg | Tirosina 0.070 |g
Acido pantotenico 0.274 | mg | Valina 0.142 | g
Vitamina B-6 (piridoxina) 0.130 | mg | Arginina 0.161 |g
Folato total 30 mcg | Histidina 0.055 |g
Acido folico 0 mcg | Alanina 0.131 |g
Folato alimenticio 30 mcg | Acido aspartico 0.236 | g
Folato DFE 30 mcg | Acido glutamico 0.417 | g
Vitamina B-12 (cobalamina) | 0 mcg | Glicina 0.105 | g
Vitamina A (retinol) 1118 ul Prolina 0.127 | g
Vitamina A, RAE 56 mcg | Serina 0.111 |g
Vitamina E (B-tocoferol) 1.32 mcg | B-caroteno 663 mcg
Vitamina K (filoquinona) 99.5 mg | a-caroteno 15 mcg
Ac. grasos saturados totales | 0.018 | mcg | B-Criptoxantina 1 mcg
Lutein+Zeaxantina 1498 mcg

Donde: U es unidad

ANEXO 5

Resultados de SMART y Ji cuadrada para proporciones donde
se comparan la distribucion de la proporcion del tamafio de los

clones.

Cuadro 3. Resumen de resultados obtenidos en la prueba SMART en ala de

Drosophila melanogaster cruza estandar. Comparacion de diferentes concentraciones
4-NQO contra 4-NQO+VitC 5.6mM/FeS0,0.2 mM




Proporcién del niimero de manchas/individuo y el diagnéstico estadistico

Sustancia/concetracion Manchas Manchas
equefias Manchas Manchas
, peq grandes (>2
Numero de i células) gemelas totales
individuos (1-2 células)
m=2 m=5 m=5 M=2
a) comparacion de 4-NQO 2.5 mM/VitC/FeSO,4 contra 4-NQO 2.0 mM+VitC 5.67
mM/FeS0O, 0.2
4-NQO 25 60 2.13 (128) 2.30 (138) 0.10 (6) 4.53 (272)
mM+VitC/FeSO,
4-NQO 2 60 2.63 (158)- | 2.95(177)w 0.03 (2) - 5.62 (337)-
mM+VitC/FeSO,
b) comparacion de 4-NQO 2.0 mM/VitC/FeSO, contra 4-NQO 3.0 mM+VitC 5.67
mM/FeSO, 0.2 mM
4-NQO 3.0
MM+VitC/FeSO, 60 1.90 (114) 2.28 (137) 0.18 (11) 4.37 (262)
A-NQO 2.0 mM + 60 2.63 (158)w | 2.95(177)w 0.03 (2) - 5.62 (337) w

VitC/FeSO,

'diagnéstico estadistico de acuerdo a Frei and Wirgler (1988, 1995). Dénde += positivo, -=

negativo, i= indeciso, W= débil,
(prueba de estadistica de una sola cola).

m= factor de multiplicacion. Nivel de probabilidad a=3=0.5
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4 71 1.655 2.739025 0.039498522 69.345
5 54 32.56 1060.1536 49.44746269 21.44 B
6 28 -3.021 9.126441 0.294202024 31.021
i 17 1.4895 2.21861025 0.143039248 15.5105
8 3 -3.1975 10.22400625 | 1.649698467 6.1975
9 4 0.8845 0.78234025 0.251112261 3.1155
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20 51 -14.569 212.255761 3.237135857 65.569
21 46 4.7168 22.24820224 | 0.5389216611 41.2832
20 24 3.3584 11.27885056 | 0.54641358 20.6416
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Figura 6. Analisis estadistico (Ji cuadrada para proporciones) donde se comparan las
distribuciones de la proporcion del tamafio de los clones mwh de los cotratamientos 4-
NQO (2.0, 2.5, 3.0 y 5.0 mM)+VitC/FeSO, con su respectivo testigo. Se observan
resultados significativos para las concentraciones 4-NQO (2.0, 3.0 y 5.0) Figuras A), C)
y D) respectivamente. A) P=0.05,v=7,t=14,0671; B) P=0.05,v =6, t=12,59.



-__1 archiva  Edicién  ver

Insertar  Formato  Herramien ktas Datos  Venrana

DEEaSm &Y %@6«% @z-é“&&g«%zw%~-
arial 0. Mo EEEE S € %o WL EE O >-A--L
A B (@ D E S
27
28
29
30
31 [4NQO(3.0)VitC/FeS0O4 ANQO 3.0 mM
32 51 -12.7038 161.3865344 | 2.533389444 63.7038
33 63 -15.1865 230.6297823 | 2.949739178 78.1865
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35 40 3.3289 11.08157521 | 0.302188241 36.6711
36 26 8.6308 74.49070864 | 4.288666642 17.3692
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46 86 -4.0729 16.58851441 | 0.184167651 90.0729
47 70 16.2736 264.830057 | 4.929235105 53.7264
48 37 4.6018 21.17656324 | 0.653633944 32.3982
49 8 0.1034 0.01069156 | 0.001353945 7.8966
50 6 5.2251 27.30167001 | 35.23250743 0.7749
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Figura 6 (contlnuacmn) AnaI|S|s estadlstlco (Jl cuadrada para proporuones) donde se
comparan las distribuciones de la proporcion del tamafio de los clones mwh de los
cotratamientos 4-NQO (2.0, 2.5, 3.0 y 5.0 mM)+VitC/FeSO, con su respectivo testigo.
Se observan resultados significativos para las concentraciones 4-NQO (2.0, 3.0 y 5.0)
Figuras A), C) y D) respectivamente. C) P=0.05,v=6,t=12,59y D) P=0.05,v=7,t=
14,0671.
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