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RESUMEN

El licopeno (LYCO) es un carotenoide destacado por su efecto
antioxidante, antimutagénico y pro-apoptético, ha sido relacionado
con la disminucién del riesgo de cancer y el dafio oxidativo en el ADN.
El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de pre-
tratamientos con LYCO en la reduccién del dafio genotéxico producido
por el cancerigeno y promutageno 4-NQO mediante el ensayo del ala
de Drosophila melanogaster Cruza Estandar (CE). Larvas de 72 = 4 h
fueron pre-tratadas (6 h) con LYCO (0.45, 0.9 y 1.8 yM), acetona 2%
v/v /hexano 0.17uL/mL (acetona-hexano) o agua. Posteriormente
fueron trasvasadas a los tratamientos: 4-NQO [2.0 mM], acetona
(2% v/v), H,0, [20 mM] o agua. Se contdé el numero de eventos
genéticos (manchas) en alas de 55-60 individuos/ tratamiento. Los
datos obtenidos se analizaron con el programa SMART para PC; para
los resultados indecisos y débiles positivos se utilizé la prueba U de
Mann-Whitney-Wilcoxon mientras que para la distribucion de clones
mwh la de Kolmogorov-Smirnov. Contrario a lo esperado el testigo
positivo acetona-hexano/H,0O, presenté una modulacién en la divisién
celular. Por otra parte el testigo LYCO [1.8 pM]/agua disminuyo la
tasa de dafio espontanea. El pre-tratamiento con LYCO a las
concentraciones de 0.45 y 0.9 uM incrementaron el dafo producido
por el 4-NQO y udnicamente LYCO 0.45uM/4-NQO presenté una
posible modulacion de la division celular, debido a que se observaron
diferencias significativas en la distribucion del tamafio de los clones
mwh. En la interacciéon LYCO/H,0, s6lo LYCO 0.09 uyM/H,0, presentd
un efecto modulador en la divisién celular. Se concluye que los pre-

tratamientos con LYCO no redujeron el dafio producido por el 4-NQO.

Palabras clave: quimiopreventivo, Licopeno, 4-nitroquinolina-1-

oxido, incremento



INTRODUCCION

El cancer es una causa muy importante de mortalidad en la especie
humana. Segun la OMS, para los proximos afios el ndmero de
defunciones por cancer puede aumentar en un 50 % llegando a
alcanzar cifras de aproximadamente 200,000 defunciones anuales.
También sefiala que una dieta baja en frutas y verduras, el
sedentarismo, exposicion a agentes quimicos, fisicos (radiaciones
ionizantes y UV) y/o biolégicos son las principales causas para
desarrollar la enfermedad (INEGI, 2009). La Fundaciéon Mundial de
Investigacion del Cancer estim6 que del 30 al 40% de los canceres
pudieron haberse prevenido mediante una alimentacion balanceada,
por lo que se ha propuesto que una ingesta de frutas, verduras y
hortalizas es un factor preventivo contra diversos tipos de cancer
(Pineda, 1999; Greenwald et al., 2001) por su alto contenido en
micronutrientes y fitoquimicos considerados quimiopreventivos por

sus propiedades antioxidantes (Pineda, 1999).

Las sustancias quimiopreventivas son aquellas que poseen la
caracteristica de contrarrestar ciertos tipos de dafio a biomoléculas
mediante diversas actividades como: antioxidantes, moduladores de
las fases | y Il del metabolismo xenobiético (MX) y pueden actuar
mejorando la comunicacién celular o regulando la expresion de genes
supresores de tumores. Sin embargo, esta “quimioprevenciéon” puede
ser atribuida a que esta sustancia al entrar al organismo genere mas
dafio al ADN y por lo tanto induzca enzimas de reparacion,
inhibidores del crecimiento celular o induzca las sefiales de apoptosis.
Esto se ha observado en estudios en los que a lineas célulares
cancerosas in vitro se les administran determinadas dosis de algun
agente considerado protector, y el efecto que se observa es una
disminucién en la sobrevivencia de estas células(Mduller et al., 2002;

Hwang y Bowen 2005).



La mayoria de estos quimiopreventivos se caracterizan por presentar
actividades antioxidantes. La palabra antioxidante es definida como
cualquier substancia que retrasa, impide o elimina el dafio oxidativo a
moléculas blanco (Halliwell y Gutteridge, 2007). Estas substancias
mantienen el equilibrio pro-oxidante/antioxidante dentro del medio
celular, evitando la alteracion de biomoléculas, como lipidos,
proteinas y ADN (Venereo, 2002). Los antioxidantes pueden ser
endégenos o exdgenos (provenientes de los alimentos) (Avello y
Suwalsky, 2006)

Antioxidantes enddégenos

El sistema antioxidante enddgeno es llevado a acabo por enzimas y
no enzimas. Este sistema de defensa se encuentra ampliamente
distribuido en los organismos como en Drosophila melanogaster
(Anexo 1). Esta especie ha servido de modelo para conocer la
importacia de este sistema (Plant, 2003; Halliwell y Gutteridge,
2007).

A este sistema lo componen una variedad de defensas enziméticas y

no enzimaticas en las que se encuentran:

e Superéxido dismutasa (SOD): familia de enzimas que
catalizan la dismutacion® del superdxido (0,°) produciendo
peréxido de hidrégeno (H20;) y oxigeno (0O2) (Konigsberg,
2008).

e Catalasas (CAT): las CAT son parte del grupo de las
peroxidasas Yy responsables de descomponer al H0;

directamente en O,y agua (EC 1) (Konigsberg, 2008).

H>0, — 2H,0 + O> (EC 1)

! Dismutacién: es una reaccion en la que un sustrato es oxidado y reducido
simultaneamente



e Glutation peroxidasa (GPx): la GPx es una enzima selenio
dependiente que requiere del glutation reducido (GSH) para a
su vez reducir los peréxidos (principalmente organicos) en agua

(EC 2) (Konigsberg, 2008).
GPx

H.O0, + 2GSH — GSSG+2H,0 (EC 2)

e Glutation reductasa (GRx): es una enzima que cataliza la
conversion de glutation oxidado (GSSG) a su forma reducida
(GSH) (EC 3) (Halliwell y Gutteridge, 2007).

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP* (EC 3)

e Glutation (GSH): el GSH es un tripéptido formado por los
aminoacidos glutamato-cisteina-glicina. Una de sus funciones
es la desintoxicacion de los xenobidticos o de sus metabolitos.
Estos compuestos forman conjugados con el GSH mediante la
actividad de la GSH-S-transferasa. Esta conjugaciéon da como
resultado la remociéon del compuesto. Su funcién antioxidante,

esta acoplada a la actividad de la GPx (Konigsberg, 2008).

Antioxidantes exégenos

Son un grupo de sustancias que se encuentran en los alimentos y que
son requeridos para mantener en equilibrio las reacciones redox del
metabolismo celular. Dentro de este grupo se encuentran una gran
variedad de fitoquimicos, como los componentes organosulfurados
(sulfidos en cebollas y ajo), los polifenoles (acido cafeico y
resveratrol), indoles (indol-3-carbinol) y los carotenos (B-caroteno,
licopeno, luteina, a-caroteno, B-criptoxantina, astaxantina)

(Greenwald et al., 2001).



Carotenos

Los carotenoides son pigmentos terpenoides con 40 atomos de
carbono, con dobles o simples enlaces Estos pigmentos son
clasificados en dos grupos: carotenos (en su estructura solo
presentan carbono e hidrégeno) y xantofilas (también presentan uno

0 méas oxigenos) (Martinez, 2003; Halliwell y Gutteridge, 2007).

Los carotenoides son moléculas extremadamente lipofilicas, con poca
o nula solubilidad en agua. Su principal funcién es la de absorber luz,
esta propiedad se deriva de sus enlaces dobles conjugados, los cuales
presentan un cromoéforo conformado por siete o mas enlaces dobles
conjugados, los cuales son capaces de absorber la luz en la region
visible, por eso se pueden observar los colores amarillo, naranja y
rojo. Este sistema de dobles enlaces hace a la molécula
extremadamente sensible a la degradacién oxidativa y a la
isomerizacion inducida por luz, calor, acidos y peréxidos (Sanchez et
al., 1999; Begofia et al., 2001). Por esta razon se les ha considerado
como antioxidantes, ya que son muy buenos eliminadores de ROS, lo
que les confiere su capacidad quimiopreventiva (Nagao et al., 2000;
Vitale et al., 2010).

Los carotenoides (CAR en las ecuaciones siguientes) pueden
interactuar principalmente con las ROS, por medio de: a)
transferencia del electrones (EC 1); b) remocién de iones hidrégeno

(EC 2) y c¢) adicion de especies radicalares (EC 3)
ROO®*+ CAR — ROO " CAR** (EC1)
ROO®*+ CAR — ROOH + CAR® (EC2)

ROO® + CAR — ROO-CAR® (EC 3)



Por otro lado diversos factores como la concentracién o la presion
parcial de oxigeno (pO.), pueden alterar las actividades antioxidantes
de los carotenos. A una alta pO,, el carotenoide radical reacciona con

el O, para generar un carotenoide radical peroxilo (CAR-OO®) (EC 4):
CAR®* + O, — CAR-O0O* (EC 4)

La reaccion anterior es un proceso de autooxidacion. El carotenoide
radical peroxil actia como pro-oxidante, al promover la peroxidacion

lipidica (EC 5 y 6) (Britton, 1995; Young et al., 2001)
CAR-OO* + LH —» CAR-OCOH + L* (EC5)
L*+0, — L-O0* (EC 6)

Los carotenoides son denominados de manera comun, conforme a la
fuente de la cual se aislaron la primera vez. Sin embargo la IUPAC ha
establecido un esquema sistematico para denominar a los

carotenoides (Tabla 1) (Sanchez et al., 1999).

Tabla 1. Nombre comun y sistematico de los carotenoides

Nombre Comun IUPAC
Astaxantina 3,3’-dihidro-4,4’-diceto-p-caroteno
Antaxantina 4,4’-diceto-p-caroteno
o-caroteno o-caroteno
-caroteno -caroteno
Licopeno L,1-caroteno
Luteina B,e-caroteno-3,3’-diol
Zeaxantina B,p-caroteno-3,3’-diol




Dentro del grupo de los carotenos, se encuentra el LYCO, el cual en diversos
estudios se ha mostrado como el carotenoide que se encuentra en mayor
concentracién en plasma humano y en otros 6rganos; ha presentado una fuerte
actividad quimiopreventiva, y se ha demostrado que presenta una fuerte
actividad antioxidante en comparacién con otros carotenoides (Miller et al.,
1996).

Licopeno

El LYCO (Figura 1) es sintetizado por plantas y microorganismos,
absorbe la luz durante la fotosintesis y los protege del dafo oxidativo
(Rao y Agarwal 1999). Este carotenoide le da el color caracteristico al
jitomate y a otros frutos rojos, no presenta actividad de pro-vitamina
A debido a que carece en su estructura del anillo B-ionona, pero
presenta una actividad antioxidante dos veces mas alta que otros

carotenoides, por lo que su presencia en la dieta es de gran interes.

El LYCO es el carotenoide mas abundante en el jitomate fresco, ya
que abarca del 80 al 90% de los pigmentos presentes (Waliszewski et
al., 2010), sus concentraciones varian entre 3.1 mg/100 g y 43.1
mg/100 g (Fernandez-Ruiz et al., 2007), esto va a depender de la

especie, la madurez y las condiciones naturales.

La formula quimica del LYCO consta de 40 atomos de carbono con 11
dobles enlaces conjugados y dos no conjugados (Rao y Agarwal,
1999), lo que le confiere una potente actividad antioxidante, ya que
puede reaccionar con radicales libres y las especies reactivas de
oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species). A partir de la
estructura aciclica del LYCO se derivan los demas carotenoides
(Waliszewski et al., 2010).



Fig. 1: Estructura del LYCO

El LYCO presenta isomerizacion en los dobles enlaces en las formas
trans o cis por la luz, la temperatura y reacciones quimicas. Todas las
formas isoméricas trans constituyen el 95% de este caroteno en
jitomates frescos mientras que durante el proceso de coccidn ocurre
la isomerizacion de trans a cis. Las formas cis son las que se
encuentra principalmente en el organismo (50%) ya que son mas
cortas, facilmente solubles y transportadas a nivel celular (Britton,
1995; Rao y Agarwal, 1999, 2000; Bramley, 2000; Periago et al.,
2001). En relaciébn a sus propiedades quimicas derivadas de su
estructura, este carotenoide es facilmente degradable por
temperaturas elevadas, exposicion a la luz, al oxigeno, valores de pH

extremos (Periago et al., 2001).

La absorcion del LYCO en el organismo ocurre una vez que se ha
consumido, por lo que es incorporado dentro de las micelas de los
lipidos de la dieta y absorbido en la mucosa intestinal por difusién
pasiva, posteriormente es unido a los quilomicrones y liberado al
sistema linfatico de donde es trasladado al higado. EI LYCO es
transportado por las lipoproteinas del plasma y distribuido a
diferentes 6rganos. En insectos los carotenoides son transportados en
las lipoforinas de la hemolinfa, estas son relacionadas con las
lipoproteinas en mamiferos (Parker et al., 1996 y Tsuchida et al.,
1998 citados en Kiefer et al., 2002). La absorcién del LYCO en el
humano se encuentra en un rango de 10-30%, con un remanente que

es excretado; sin embargo factores biolégicos y el estilo de vida



influyen en la absorcion de este carotenoide (Waliszewsky et al.,
2010). Los principales tejidos de distribucién son los testiculos (4.34-
21.60 nmol/g), la glandula adrenal (1.9-21.60 nmol/g), el higado
(1.28-5.72 nmol/g), el tejido adiposo (0.2-1.3 nmol/g), la préstata
(0.8 nmol/g), las glandulas mamarias (0.78 nmol/g), el pancreas (0.7
nmol/g), el pulmén (0.22-0.57 nmol/g), los ovarios (0.3 nmol/g), la
piel (0.42 nmol/g) y el estbmago (0.2 nmol/g) (Rao y Agarwal, 1999);
en el plasma el LYCO se encuentra en un rango de 0.22 a 1.06
nmol/mL, ocupando el 21 y 43% del total de los carotenoides, con
una vida media de 2 a 3 dias (Stahl et al., 1996).

Las propiedades quimicas del LYCO han despertado gran interés a
muchos investigadores que han tratado de conocer a fondo el
mecanismo de accién por el cual este compuesto presenta efectos
quimiopreventivos en enfermedades cronico degenerativas como el
cancer. Estudios epidemioldgicos reportan que una ingesta rica en
jitomate y productos a base de éste, se relacionan con la disminucion
del riesgo de algunos tipos de cancer (Giovannucci et al., 1999; Stahl
et al., 1996). Estos efectos se le atribuyen a que el LYCO tiene
actividad antioxidante, ademéas es modulador del metabolismo
xenobidtico (MX), induce apoptosis, es antiproliferativo (induce
arresto de las fases GO/G1 en lineas celulares cancerosas) y mejora
la comunicaciéon célula-célula (Bramley, 2000; Rao y Agarwal, 2000;
Periago et al., 2001; Heber y Lu, 2002; Fernandez-Ruiz et al., 2007;
Breemen y Pajkovic, 2008). Sin embargo la mayoria de estos estudios
se ha realizado in vitro con lineas celulares cancerosas, o con
modelos murinos a los que se les induce algun tipo de cancer, por lo
que es de gran interés conocer como son sus efectos con otros

modelos bioldgicos y con agentes que inducen dafio al ADN.
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Especies reactivas de oxigeno (ROS)

En los procesos bioldgicos, participan moléculas capaces de regular el
funcionamiento de los organismos aerobios, una de ellas es el O,. La
estructura quimica del O, es muy reactiva, ya que presenta dos
electrones desapareados, por lo que se le ha denominado como bi-
radical; asi también se le considera como téxico a cualquier
concentracion ya que puede generar algunas especies reactivas a
partir de procesos redox o0 agentes fisicos. Estas especies son
denominadas ROS, término que incluye a los radicales libres y a otras
especies no radicalares. Los radicales libres, son aquellas especies
quimicas que poseen en su estructura atdémica un electrén
desapareado en el orbital externo, dandole una configuracion espacial
que genera una gran inestabilidad (Venereo, 2002; Ramos et al.,
2006), pueden ser formados por fragmentacion homolitica de enlaces

covalentes (Konigsberg, 2008)

Dentro del grupo de las ROS se encuentra: el ozono (O3), el oxigeno
singulete (*0,), el perdxido de hidrégeno (H20:), el superéxido (O2)
y el radical hidroxilo ("OH). El O, también forma compuestos con el
nitrogeno como el monéxido de nitrogeno u 6xido nitrico (NO°), el
dioxido de nitréogeno (NO™;) y el peroxinitrito (ONOQO"), pero a estas
tres Ultimas se les denomina especies reactivas de nitrogeno (RNS del

inglés Reactive Nitrogen Especies) (Konigsberg, 2008).

Las ROS son formadas por el propio organismo, ya que son productos
de procesos celulares (Venereo 2002; Miquel y Ramirez-Bosca, 2004;
Ramos et al., 2006). Son requeridas para la expresion de genes que
participan en el desarrollo embrionario, en procesos de regulaciéon del
ciclo celular (Hernandez-Garcia et al., 2010) y en otras funciones
celulares (Jackson et al., 2002; Venereo 2002; Konigsberg, 2008).

Las ROS interaccionan facilmente con las biomoléculas y cuando hay
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una sobreproduccion de las ROS en el ambiente celular, debido a
factores internos o externos (quimicos, fisicos o biolégicos) se
produce dafio oxidativo. Este dafio si no es reparado, puede
acumularse y llevar a la célula principalmente tres eventos:

envejecimiento, necrosis, apoptosis o cancer.

Dano al ADN

El ADN es una de las biomoléculas mas afectadas por Ila
sobreproduccién de ROS. Los principales dafios de ROS con el ADN
son: 1) alteracion de bases nitrogenadas por la formacién de aductos,
principalmente en las guaninas y pueden ser generados por “OH, 'O,
ONOO-, 0, (Konigsberg, 2008). Los aductos provocados en bases
producen transiciones y transversiones; 2) dafno oxidativo a las
pentosas que producen rompimientos de cadenas simples o dobles, y
sitios abasicos (apurinicos o apirimidinicos) y 3) enlaces cruzados
(union entre bases, azUcares o fosfatos que forman enlaces
covalentes entre ellos, o enlaces puente entre los O y N en una
cadena o cadenas opuestas del ADN). Cuando no son reparados estos
darnos, se producen mutaciones  puntuales, aberraciones
cromosémicas o0 cromatidicas, micronlicleos y aumento en la
frecuencias del intercambio de cromatides hermanas (Heres y
Castafeda, 2008).

Dafo a lipidos

Las membranas celulares son una bicapa lipidica que estan
compuestas por fosfolipidos anfipaticos. La fluidez de la membrana se
debe a la presencia de las dobles ligaduras de los acidos grasos
poliinsaturados, por lo que son esenciales para la regulacion del
funcionamiento de la célula, sin embargo, son vulnerables al ataque
oxidativo iniciado por algunas ROS y radicales libres (Konigsberg,

2008), que ocasionan la alteracion de la fluidez y permeabilidad de
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las membranas provocando una pérdida en la estructura y funciéon de
estas. Los productos de las reacciones de ROS con los acidos grasos
poliinsaturados de la membrana promueven a una serie de reacciones
en cadena que son llevadas acabo en un proceso denominado

peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion (Konigsberg, 2008).
La peroxidacion lipidica presenta tres etapas (Konigsberg, 2008):

Inicio: es desencadenada cuando una ROS le quita un atomo de
hidrégeno a un acido graso, por lo que el residuo de este queda como
radical libre (L*). Este uUltimo puede ser estabilizado por un rearreglo
molecular que da lugar a un dieno conjugado, el cual reacciona con el
oxigeno molecular y forma el radical peroxilo (LOO®) que presenta el
suficiente poder oxidante para abstraer el hidrégeno de otro acido
graso adjunto, para quedar como lipoperoxido (LOOH). Ademas el
LOOH puede inactivar a algunas enzimas debido a que oxida a los

residuos de aminoéacidos que las forman (Figura 2).

Fosfolipidos

Abstraccion del  mmmd
hidrégeno
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oo o

VAVAVAVEVE

Fig 2. Etapa de inicio de la peroxidacion lipidica
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Propagacion: el radical LOO® abstraera un hidrégeno a la molécula del
acido graso poliinsaturado adyacente, por lo que se establecera un
mecanismo en cadena, propagandose la lipoperoxidacion en la
membrana. Asi también, cuando el ROOH se encuentra con un metal
de transicién, principalmente Fe*?**® o Cu*?, puede reaccionar y
fraccionarse dando como resultado un nuevo radical peroxilo (LOO®),

el cual puede propagar la peroxidaciéon (Figura 3).

O.
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Fig 3. Etapa de propagacion de la peroxidacion lipidica

Terminacién: Cuando el radical LOO® reacciona con un antioxidante,
se forma de nuevo el LOOH terminando la cadena de reacciones. Otro
mecanismo es la ciclizacién, en la cual las moléculas de oxigeno
quedan englobadas, sin embargo son muy poco estables (Konigsberg,
2008).

Los productos originados de la peroxidacion son principalmente
malondialdehido (MDA) (Frankel y Neff, 1983), hexanal y 4-
hidroxinonenal (4-HNE) (Konigsberg, 2008).
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4-Nitroquinolina-1-6xido (4-NQO)

El 4-nitroquinolina-1-6xido (4-NQO) (Figura 4) es un mutageno que
ha sido utilizado como testigo positivo en pruebas de genotoxicidad
como en Ensayo de Mutacion y Recombinacién Somaéatica (por sus
siglas en ingles SMART) SMART en ala de Drosophila melanogaster
(Anexo 1) (Negishi et al., 1994; Kaya et al., 2002; Heres-Pulido et al.,
2004) y en ojo (Gaivdo et al., 1999); también se ha encontrado que
es un gran inductor de cancer de lengua en modelos murinos
(Tanuma et al., 2005; Ferreira et al., 2006; Wilkey et al., 2009), se ha
probado como agente genotdxico en otros modelos biolégicos como
E. coli, en la linea celular Vero (Nikoli¢ et al., 2011) y en Salmonella

typhimurium (Melo-Cavalcante et al., 2008).

04, .0
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N
=~
\+|
\

O

Fig.4. Estructura quimica del 4-NQO

El 4-NQO presenta efectos similares a los de radiaciones ionizantes y
a los de la luz UV, siendo esta ultima a la que se le asemejan
mayormente sus lesiones al ADN y la forma en las que son reparadas
(Kondo, 1977). También se ha demostrado que el dafio ocasionado
por este agente, induce la expresion de la proteina P53 (proteina
reguladora de los procesos apoptdéticos) mediante un mecanismo

semejante a la luz UV (Mirzayans et al., 1999).

La acciébn mutagénica del 4-NQO comienza con el metabolismo de
esta molécula generandose dos metabolitos principales 4-AQO y 4-
HAQO (Bailleul et al., 1989). Este ultimo es el que presenta efectos

genotoxicos y carcindégenos. Este metabolismo es llevado a cabo por
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una variedad de enzimas, entre las que se encuentra la quinona
oxidoreductasa o NAD(P)H-quinolina-6xidoreductasa (DT-diaforasa,
NADH- citocromo b5 reductasa) (Bailleul et al., 1989; Kitano, 2000).
El 4-HAQO es acetilado, los productos de esta reaccidon son:
acetoxiaminoquinolina-1-6xido (Ac- 4HAQO) y el diacetilado (O, O’-
diacetil (diAc-4HAQO) (Bailleul et al.,, 1989). ElI metabolito
monoacetilado se ha probado en cepas de E. coli que causa aductos
al ADN, en el C8 (80%) y el N2 (8%) de las guaninas y en el N6
(12%) de las adeninas (Fronza et al., 1992).

Los metabolitos del 4-NQO (principalmente el Ac-4-HAQO)
interaccionan con el ADN mediante enlaces covalentes, formando tres
tipos de aductos: (i) 3-(desoxiguanosin-N2-il)-4-aminoquinolina 1-
6xido (dGuo-N2-AQO); (i) N-(desoxiguanosin-C8-il)-4-
aminoquinolina 1-6xido (dGuo-C8-AQO0) en las guaninas (1 y 2); (iii)
3-(desoxiadenosin-N6-il)-4-aminoquinolina 1- 6xido (dAdo-N6-AQO)
en las adeninas (Bailleul et al., 1989). Kohda et al. (1991), propuso un
nuevo aducto N*-(guanosin-7-il)-4-aminoquinolina 1-6xido. Por la
cantidad de aductos generados en las guaninas, el 4-NQO es un
mutageno de sustituciéon de bases actuando preferentemente sobre
los residuos de guanina, ocasionando transversiones de G a
pririmidinas y en menor frecuencia transiciones de G a A (Fronza et

al., 1992).

Por otra parte, Arima et al., 2006 encontraron que los dafos
ocasionados por el 4-NQO también se deben a la formacién de ROS
como el H,O,, O,"" y NO, (Blaglow et al., 1977) el cual es originado
por la conjugacion del 4-NQO con el GSH, sin embargo estos
conjugados pueden suprimir la sintesis intracelular del GSH. Estos
eventos pueden llevar a las produccion de grandes cantidades de 8-

OHdG, la cual es una forma de lesion oxidativa (Figura 5), que causa
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transversiones de G: C a A: T mutaciones que pueden desencadenar

un cancer (Moriya, 1993).
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Fig.5. Mecanismo de accion del 4-NQO. Modificado de Arima et
al. (2006).

/

Peréxido de hidrégeno (H205)

En diversos trabajos el H,O, ha presentado efectos citotéxicos,
genotoxicos y mutageénicos en lineas celulares como: fibroblastos de
pulmén V79 y de linfoma de ratén (L5178Y tk+/—) (Moreira et al,
2007; Brink et al.,, 2009), también altera algunas enzimas
antioxidantes (Rohrdanz y Kahl, 1998). Otras investigaciones han
reportado efectos apoptéticos en células neuronales (Zuo et al.,
2009; Chen et al., 2009), un decremento en la viabilidad celular y un
incremento en el estado oxidativo (células astroglial C6) (Spasojevic
et al., 2009). Por otra parte se ha encontrado que el H>O, es
responsable de los efectos pro-oxidantes del acido ascérbico ya que
es un producto de la autooxidacion de éste. Cuando el H;O;

interactia con algun metal de transicion (comunmente hierro) se
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forma el radical "OH mediante la reaccion Fenton (Duarte et al.,
2007); asi también este radical se forma con la interaccion de H,O,
con cobre (Wang et al., 2011).

Metabolismo xenobidtico (MX)

Los organismos vivos estamos expuestos a la accion de numerosos
agentes potencialmente téxicos (fisicos, quimicos o biolégicos) que
provocan efectos fisiolégicos, bioquimicos, patolégicos y en algunos
casos genéticos. La mayoria de las sustancias quimicas téxicas
presentes en el ambiente son sintetizadas por el humano. Sin
embargo, existen cientos de venenos producidos por hongos, plantas
y animales que son muy toxicos para otros seres Vvivos. La exposicion
a estos agentes puede presentarse en forma aguda (generalmente
accidental y en grandes cantidades) o crénica (exposicion continua a
bajas dosis que es acumulada y presenta una respuesta toxica
después de mucho tiempo). La forma de ingreso al organismo de
dichas sustancias puede ser por inhalacion, via oral o por contacto a
través de la piel (Rodriguez-Arnaiz, 2003). Sin embargo, nuestro
organismo presenta una maquinaria celular que va ayudar a

biotransformar dichos compuestos para poder eliminarlos.

La biotransformaciéon es un proceso que lleva a una conversion
metabdlica de los compuestos extrafios conocidos como xenobidticos
presentes en el organismo. Esta transformacién se realiza
principalmente en las células hepaticas que contienen diversas
enzimas y proteinas que reaccionan con los xenobidticos. El proceso
de biotransformacién consiste en tres Fases: Fase |: el xenobidtico es
modificado mediante la incorporacion de grupos funcionales
(hidroxilo, carboxilo, amino) a su estructura, por lo general esas
reacciones vuelven al compuesto mas reactivo que la molécula

precursora (metabolito) o lo eliminan. Estas reacciones son catalizadas
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principalmente por los citocromos P450 (CYP450s) (Figura 6) (Konigsberg,
2008). Fase l1l: el metabolito reactivo originado en la Fase | es
conjugado por algunas enzimas que llevan a cabo procesos de
glucoronidacién [(UDP-glucoronosiltransferasa (UGT)], sulfatacion
(sulfotransferasa (SULT)) y por glutationizacion (glutation-S-
transferasa (GST)). Las enzimas anteriormente mencionadas
incrementan la hidrosolubilidad de los metabolitos activados. Y por
altimo la Fase 11l en la cual que se eliminan los conjugados via orina,
sudor y bilis (Plant, 2003).

Componentes del sistema P450

Citoplasma

Citocrome
) P450
L reductasa

Citoplasma

Fig. 6 Componentes de la Fase 1: CYP450 como oxidasa terminal, una
reductasa de P450 dependiente de NADPH, que contiene grupos flavin como
FAD/FMN (CYP450 reductasa) y el citocromo b5, que puede servir como una
fuente de electrones alternativa para los CYP450s
(modificado:http://www.uv.es/jcastell/Metabolismo_de_xenobioticos.pdfDONA

TO)
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ANTECEDENTES

Existen una variedad de investigaciones en las cuales se evaltuan los

mecanismos de accion del LYCO en los cuales ejerce actividades

qumiopreventivas como antioxidante (Tabla 2), como modulador de

las Fases | y Il del MX y de algunas enzimas antioxidantes (Tabla 3),

por la produccion de metabolitos (Tabla 4), por la induccién de

apoptosis (Tabla 6). Sin embargo tambien existe reportes en los que

el LYCO ha presentado efectos pro-oxidantes (Tabla 5).

Tabla 2. Actividades antioxidantes del LYCO

AUTOR ANO OBJETIVO RESULTADOS
Miller et al. 1996 | Evaluaron la capacidad de una | Encontraron que los carotenos son
variedad de carotenos y | mas eficientes en eliminar el radical
xantofilas de eliminar el radical | ABTS** que las xantofilas y dentro
cation ABTS®" in vitro. de los carotenos encontraron que el
LYCO es mas eficaz en eliminar ese
radical.

Shi et al. 2007 | Evaluaron la acciéon antioxidante | Encontraron que la interacciéon
del LYCO sélo y en combinacion | LYCO/ vitamina E fue mas eficiente
con otros antioxidantes | atrapando radicales inducidos por
presentes en el tomate sobre el | el AMVN que el LYCO sdélo.
efecto producido por el azo-
iniciador 2,2’-azobis 2,4-
dimetilvaleronitrilo) (AMVN) in
vitro.

Scolastici et al. | 2007 | Evaluaron la capacidad del LYCO | Obtuvieron que el LYCO presentd
para prevenir el dafio al ADN y el | efectos quimiopreventivos sobre los
rompimiento o pérdida de | efectos producidos por el H,0..
cromosomas inducidos por el | Para el 4-NQO solo ejerce esta
metil metano sulfonato (MMS), | actividad a bajas concentraciones
4ANQO y H,0,, utilizando cultivos | (10 uM) en los pre-tratamientos, La
de células de ovario de hdmster | actividad quimiopreventiva  del
chino (por sus siglas en ingles | LYCO depende del tipo de
CHO) in vitro. protocolo, la dosis y tipo de
mutageno utilizado.
Scolastici et al. | 2008 | Investigaron la actividad | ElI LYCO redujo la genotoxicidad del

quimiopreventiva del LYCO sobre
el dafio inducido en el ADN en
células de hepatoma HepG2 por
un mutageno directo (H,0,) y
uno indirecto (n- nitroso-
dietilamina (DEN)) mediante los
ensayos de micronucleos (MN) y
cometa in vitro.

H>0, Yy DEN.

Ellos sugieren que la reduccién de
la genotoxicidad del promutageno
DEN se debe a que el LYCO puede
modular el metabolismo de este.
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Rios et al.

2009

Evaluaron el efecto modulador
de los carotenos bixina y LYCO,
ante la produccion de ROS
generadas por el cisplatino en
ADN humano en un modelo
experimental libre de células in
vitro

Los resultados que obtuvieron
fueron que a la concentracion de

100 upuM el LYCO vy la bixina
inhibieron la generacién de 0,° al
90% y 82% vy la generacion total
de ROS al 44% vy 42%
respectivamente.

Srinivasan et
al.

2009

Valoraron el efecto del LYCO
ante la induccién del dafio al
ADN por radiacion y en linfocitos
humanos cultivados in vitro.

Obtuvieron que los pre-
tratamientos con LYCO redujeron el
nimero de MN vy aberraciones
dicéntricas (DC) y elevaron la
actividad de SOD, CAT, GPx y GSH
en los linfocitos.

Tabla 3. Modulacion de enzimas metabolizadoras de xenobidticos y enzimas
antioxidantes

Autor

ARo

Objetivo

Resultados

Breinholt et al.

2000

Investigaron el efecto modulador
del LYCO en la fraccién
microsomal de células de higado
y colon de ratas (hembras)
alimentadas con la amina
heterociclica 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-b] piridina
(PhIP) in vivo.

El LYCO indujo las enzimas
antioxidantes GRx GPx y de la Fase
I a la glucoronosiltransferasa
(UGT). Modulé las enzimas de Fase
I, (CYP1A y 3A4).El LYCO no redujo
la formacion de aductos por PhIP y
no protegié contra la peroxidacion
lipidica, debido a Ila pobre
absorcion de este pigmento en
ratas.

Tang et al.

2007

Evaluaron la modulacion de un
extracto de LYCO (10%) contra
los efectos toxicos y la activacion
metabdlica de la aflatoxina AFB1
en ratas de la cepa F344 in vivo.

Obtuvieron que los pre-
tratamientos con LYCO bloquearon
el metabolismo de la Fase | de
AFB1 e indujeron su eliminacion
por Fase Il, sugiriéndo una gran
inducciéon de GST. Por otra parte
no encontraron una reduccién en
los niveles de 8-OHdG, marcador
del dafio oxidativo al ADN.

Wang y Leung

2010

Valoraron la regulacibn que
presenta el LYCO sobre las
enzimas de las Fase | y Il por la
induccion de dimetilbencil «-
antraceno (DMBA) en células de
pecho (MCF-7) in vitro.

Encontraron que el LYCO
disminuye la actividad de EROD
(un indicador de CYP1Al y 1B1) e
induce la UGT.
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Tabla 4.Metabolitos del LYCO

AUTOR ANO OBJETIVO RESULTADOS

Khachik et al. 1995 | Realizaron una revision acerca de | Alguno de los metabolitos que
los metabolitos del LYCO reportan son: el 5,6.dihidroxi-5,6-
dihidrolicopeno (en jitomate vy
suero humano), licopeno 5,6
epoxido (en jitomate), el cual
puede ser un intermediario en la
formacion de 5,6 dihidroxi-5,6-

dihidrolicopeno.
dos Anjos et al. | 2004 | Investigaron el metabolismo del | Encontraron dos tipos de

LYCO en mucosa intestinal y en
presencia de lipogenasa in vitro.

productos: los de la escision del
LYCO (3,4-dihidro, 5, 6-dihidro-
15,15 -apolicopenal) y los de su
oxidacion (licopeno 5,6, 5’,6 di-
epoxido, licopeno 5,8-furandxido,
licopeno 5-8 epo6xido).
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Tabla 5. Efectos pro-oxidantes del LYCO

AUTOR ANO OBJETIVO RESULTADOS

Yeh y Hu 2000 | Investigaron los efectos | Reportan que el B-caroteno y LYCO
antioxidante y pro-oxidante del | per se incrementaron la formacion
LYCO en comparacion con el B- | de cometas y no modularon el dafio
caroteno en células de | inducido por Fe/NTA, AAPH o AMVN
fibroblastos humanos (Hs68)
bajo estrés oxidativo inducido
por: AMVN, 2,29-azobis[2-
amidinopropane]dihidrochlorido
(AAPH) vy nitrilotriacetato férrico
(Fe/NTA).

Young et al. y | 2001 En sus revisiones proponen | Proponen los siguientes factores:

Lowe et al. y algunos factores que pueden | 1)formaciéon de metabolitos; 2) la

2003 intervenir en los efectos | estructura; 3)Localizacion o sitio de

antioxidantes y pro-oxidantes del | accion; 4)interaccion con otros

LYCO y otros carotenoides. antioxidantes; 5)concentracion y 6)
concentracion de la pO,

Yeh et al. 2005 | Examinaron en células de | ElI LYCO (10 pM) incrementd el darfio
fibroblastos de raton (C3H) sijal ADN y la expresion de HO-1
diferentes concentraciones de | cuando las células fueron irradiadas
LYCO inhibian los dafos | y cuando este fue irradiado LYCO.
inducidos por la luz ultravioleta
de tipo A (UVA) y midieron la
expresion de la hemo oxigenasa-

1 (HO-1) indicadora de estrés
oxidativo.
McNulty et al. 2007 | Examinaron la interaccion con la | El LYCO y B-caroteno perturbaron la

membrana liposomal de los
carotenos: astaxantina,
zeaxantina, luteina, B-caroteno,
LYCO In vitro

estructura de la membrana vy
aumentaron la peroxidacion lipidica
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Tabla 6. Induccion de apoptosis e inhibicién del crecimiento celular

AUTOR

ANO

OBJETIVO

RESULTADOS

Zhang et al.

2003

Realizaron un estudio para
identificar productos de Ila
autooxidacion del LYCO vy
evaluaron su actividad para
inducir apoptosis en células HL-
60

Encontraron un producto de la
autooxidacion del LYCO: 4-metil-
8-oxo, 2,4, 6-nonatrial (MON), el
cual induce apostosis mediante
la reduccién de la tasa de las
proteinas antiapoptéticas y la
activacion de la caspasa 8 y 9.
Los autores sugieren que su
actividad proapoptoética de este
metabolito es semejate al 4HNE

Hwang y
Bowen

2005

Caracterizaron los efectos
antioxidantes y pro-oxidantes de
un extracto de tomate-hexano
(TP) y LYCO solubilizado en agua
a diferentes concentraciones
usando una linea celular de
cancer de prostata LNCaP

El LYCO y el extracto TP-hexano
inhibieron el crecimiento celular
en una dosis dependiente. La
inhibicion del crecimiento fue de
55% y 35% a 1uM de LYCO y
extracto TP-hexano
respectivamente. Los niveles del
80OHdOG se incrementaron a 5
pM y los niveles de MDA fueron
reducidos (LYCO 0.1-1 uM).

JUSTIFICACION
Debido a la gran incidencia de enfermedades crénico degenerativas,

tales como algunos tipos de cancer y a la necesidad de prevenir

dichas enfermedades se ha propuesto el

consumo de frutas y

verduras. Estas son ricas en fitoquimicos, tales como el LYCO, al que

en una variedad de investigaciones in vitro se le han atribuido

propiedades quimiopreventivas mediante sus actividades como

antioxidante, modulador de las Fases | y Il del MX, como inductor de

apoptosis e inhibidor de las fases del ciclo celular. Asi también porque

se conoce muy poco acerca del mecanismo de accién del LYCO en

ensayos in vivo, por tal motivo este estudio pretende contribuir en el

entendimiento del efecto protector del LYCO.
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HIPOTESIS
Si el LYCO presenta las actividades antioxidante y modulador de las

Fases | y Il del MX y de algunas enzimas antioxidantes, entonces
esperariamos una reduccion en la tasa de mutacion inducida por el 4-
NQO, ya sea porque inhibid las enzimas que metabolizan al 4-NQO e
indujo su eliminacion (Fase 1lI) y/o actu6é como antioxidante

capturando las ROS generadas por 4-NQO.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los pre-tratamientos con LYCO (0.45, 0.9, 1.8uM)
en la reduccién el dafo genotéxico del cancerigeno y promutageno 4-
NQO en el ensayo del ala de Drosophila melanogaster Cruza Estandar
(CE).
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MATERIALES Y METODOS
Quimicos

El LYCO (CAS No. 502-65-8, 90% de pureza), 4-NQO (CAS No0.56-57-
5, 97% de pureza), acetona (CAS No. 67-64-1, 99.9% pureza) y
H.0,) (CAS 7722-84-1, 30% de pureza) fueron obtenidos de Sigma
Aldrich (Saint Louis, MO).

1 mg de LYCO fue disuelto en 1 mL de acetona 99.9% y 200 uL de
hexano (CAS No. 110-54-3 60-66% n-hexano, Grado HPLC, marca
Burdick & Jackson) y después aforado en 49 mL de agua de la calidad
miliQ, quedando a una concentracion de 20 pg/mL el cual fue
distribuido en alicuotas depositadas al vacio, en viales cubiertos con
papel aluminio y almacenados a -70° C para evitar su fotolisis y
oxidacion hasta el momento de ser utilizados. Cabe aclarar que de
acuerdo con la literatura el LYCO fue manipulado en la oscuridad con
una lampara de luz roja (15 W) y en un cuarto frio (2° C) para evitar

su degradacion.

Al momento del experimento esta concentracion del LYCO (20 pug/mL)
se fue diluyendo hasta tener las concentraciones utilizadas (0.45, 0.9,
1.8 uM). El 4-NQO fue disuelto en acetona al 2% (v/v). El H,O, fue
disuelto en agua para obtener la concentraciobn de 20 mM. Las
preparaciones permanentes de las alas de las moscas se realizaron

con Entellan® (Merck, Darmstadt, Germany).

Propagacion de las Lineas (flr®y mwh), realizacién de la cruza
estandar (CE) y colecta de huevos

Las lineas flare (fIr¥/In(BLR)TM3,ri p® sep 1(3)89Aa bx**® e® Bd®; de
forma abreviada: fIr’*/TM3, Bd®) y multiple wing hair (mwh por sus
siglas en inglés) (mwh/mwh) de Drosophila melanogaster se
propagaron a 25° C y 60% de humedad, en frascos lecheros de 250

mL previamente esterilizados, conteniendo 5 g de hojuelas de papa
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deshidratada (Maggi ®) y 20 mL de solucién conservadora como
medio de cultivo (Duefas et al., 2002). Posteriormente, se realizo la
CE con hembras virgenes de la linea flare y machos de la linea mwh.
Tres dias después se procedié a la colecta de huevos que se realiz6
en frascos lecheros de 250 mL, conteniendo levadura fresca (Florida
®) la cual fue activada con sacarosa y agua del grifo y
posteriormente expuesta a 3 periodos de 5 min c/u en “Bafio Maria” a
36-40° C. La colecta se realiz6 durante 8 h, en oscuridad a 25° C y
60% de humedad. Concluido este tiempo se retiraron los adultos de
los frascos, cuidando de que quedaran Unicamente los huevos en la
levadura y almacenéandolos en la estufa a 25 °C y 60% de humedad

para posteriormente recuperar larvas de tercer estadio.

Prueba de Mutacion y Recombinacion Somaticas (SMART)

Tres dias después de la colecta de huevos, en una coladera de malla
fina, se verti6é el contenido de los frascos con levadura activada para
recuperar larvas de 72 + 4 h, se enjuagaron con agua a 25 °C hasta

que no hubiera rastro de levadura.

Las larvas recuperadas fueron pretratadas con LYCO (0.45, 0.9y 1.8
MM), acetona 2%/hexano 0.17 pL/mL y agua, estos ultimos fueron
utilizados como testigos negativos. Para los tratamientos se ocuparon
tubos con una organza en uno de los extremos, con 1 g de Medio
Instantaneo Drosophila (MID) (Carolina Biological supply Co.,
Burlington N C, USA), el cual fue molido en licuadora para facilitar la
recuperacion de larvas y se adicionaron 18 mL de c/u de las
soluciones antes mencionadas. Estos pre-tratamientos se realizaron
en un cuarto oscuro con una lampara de luz roja (15 W), se
incubaron a 25 ©C durante 6 h y transcurrido ese tiempo se
recuperaron larvas de 78+ 4 h, que se colocaron en tubos con 0.5 g

de MID y 2 mL de cada uno de los diferentes tratamientos cronicos:
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4-NQO (2mM); H20, (20mM) como testigo oxidante, acetona 2% y
agua (Tabla 7). Posteriormente, se incubaron hasta terminar su
desarrollo (42 h) a 25 ©C. Se realizaron tres experimentos

independientes y cada uno de ellos se hizo por triplicado.

Los adultos de cada uno de los tratamientos se recuperaron y se
conservaron en viales con alcohol al 70%. Posteriormente se
seleccionaron de 55-60 individuos (procurando tener la misma
cantidad de hembras que de machos) y se procedié al montaje de
alas con fenotipo silvestre (genotipo mwh flr**/ mwh* fIr®) en
preparaciones permanentes con Entellan®. Las laminillas fueron
etiquetadas a doble ciego para evitar el prejuicio en la determinaciéon
de los efectos del LYCO. Las preparaciones permanentes se
analizaron en un microscopio Optico 40X donde se contabilizaron la
frecuencia y el tamafio de los clones o0 manchas de células mutantes
provocadas por la pérdida de heterocigosis de los genes marcadores
(fir* y mwh).

Los datos obtenidos se procesaron con el programa estadistico
SMART para PC que se basa en la prueba estadistica ji cuadrada para
proporciones de Frei y Wiurgler (1988). Los resultados débiles
positivos e indecisos fueron analizados con la prueba no paramética U
de Mann-Whitney STAT graphics version 6.0 en el paquete de
computo minitab Versiéon 15 y para la distribucién de clones la prueba

de Kolmogorov-Smirnov.
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Tabla 7. Diseio experimental.

Pre-tratamientos

Tratamientos cronicos (42 h)

(6 h)
4-NQO Acetona H>0,
Agua
2mMm) 2% (20mMm)
LYCO 0.45 uM + + + +
LYCO 0.9 uM + + + +
LYCO 1.8 uM + + + +
Acetona 2% /Hexano + + + +
Agua - - + +
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RESULTADOS

En la Tabla 8 y Figuras 7, 9, 11 y 13 se muestra el tipo (sencillos o
gemelos), el tamafo (pequefios o grandes) y la frecuencia de clones
mutantes (manchas) por individuo y en las Figuras 8, 10, 12 y 14 se
presentan las distribuciones de los tamafnos de los clones mwh. Los
resultados del andlisis estadistico de la prueba Kolmogorov-Smirnov
se encuentra en el Anexo 2.

Como se esperaba los testigos acetona-hexano/acetona y acetona-
hexano /agua no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en las frecuencias de manchas con respecto al testigo
agua/agua (Tabla 8 apartado 8A y Figura 7), sin embargo en las
distribuciones de los tamafnos de los clones mwh si presentaron
diferencias significativas (P<0.05) (Figura 8).

El testigo positivo acetona-hexano/4-NQO incremento
significativamente la frecuencia de manchas pequefas, grandes y
totales con respecto al testigo disolvente acetona-hexano/acetona
(Tabla 8, Apartado 8B y Figura 7). En la Figura 8 se observa que este
testigo positivo presentd diferencias significativas (P < 0.05) en la
distribucién del tamafio de los clones mwh con respeto a su testigo
disolvente, lo cual nos confirma la actividad del 4-NQO como pro-
mutageno al obtener una mayor frecuencia en la clase de 2 células.
Ademas el incremento significativo en la frecuencia de clones de mas
de 2 células nos sugeriria su efecto directo (pro-oxidante).

Contrario a lo esperado, el testigo positivo acetona-hexano/H>O, no
presentd un incremento significativo en la frecuencia de manchas
(Tabla 8, apartado 8B’ y Figura 7), pero si se encontraron diferencias
significativas en la distribuciéon del tamafio de los clones mwh, en
comparaciéon con el testigo acetona-hexano/agua (Figura 8)
(P<0.05).
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Tabla 8. Resumen de los resultados obtenidos, después de alimentar a larvas con pre-tratamientos de LYCO (0.45, 0.9, 1.8 uM), acetona-hexano o agua y
tratamientos crénicos de 4-NQO (2 mM), H,0, (20 mM), acetona 2% (v/v) o agua; y analizar las alas con fenotipo silvestre de D. melanogaster CE de SMART en ala.

Manchas por individuo (nimero de manchas) diagnéstico estadistico*/ **

Pre-tratamiento / No. de Manchas Manchas grandes Manchas Manchas totales  Clones
Tratamiento crénico Individuos  pequefias ' 9 gemelas
(1-2 células) (>2 ce_ItSJIas) - mwh
m=2 m= m=5 m=

A. Testigos negativos
agua/ agua 60 0.57 (34) 0.05 (3) 0.0 (0) 0.62 (37) 36
Acetona-hexano/acetona 60 0.65 (39) - 0.10 (6) i/ns 0.0 (0 - 0.75 (45) - 44
Acetona-hexano /agua 59 059 (35 - 0.10 (6) i/ns 0.0 (0) - 0.69 (41) - 41
B. Testigo positivo 4-NQO (2.0 mM)
Acetona-hexano/acetona 60 0.65 (39) 0.10 (6) 0.0 (0) 0.75  (45) 44
Acetona-hexano /4-NQO 58 0.98 (57) + 0.45 (26) + 0.02 (1) - 1.45 (84) + 82
B’. Testigo positivo H20; (20 mM)
Acetona-hexano / agua 59 0.59 (35) 0.10 (6) 0.0 (0) 0.69 (41) 41
Acetona-hexano/ H>O» 59 0.46 (27) - 0.10 (6) - 00 (O) - 056 (33) - 33
C. Testigos LYCO/ acetona (2%)
Acetona-hexano
Jacetona 60 0.65 (39) 0.10 (6) 0.0 (0) 0.75 (45) 44
LYCO 0.45 yM/acetona 60 055 (33) - 0.03 (2 - 00 (O - 058 (35 - 35
LYCO 0.9 uM /acetona 60 0.60 (36) - 0.13 (8) - 00 (©) - 073 (44 - 42
LYCO 1.8 uM J/acetona 57 0.58 (33) - 0.09 (5) - 00 (O0) - 067 (38) - 38
D. Testigo LYCO/ Agua miliQ
Acetona-hexano/agua 59 0.59 (35) 0.10 (6) 0.0 (0) 0.69 (41) 41
LYCO 0.45 uM Jagua 58 0.50 (29) - 0.09 (5) - 002 (1) - 060 (35 - 34
LYCO 0.9 uM Jagua 64 0.37 (24) - 0.12 (8) - 00 (O - 050 (32 - 27
LYCO 1.8 uM Jagua 59 0.34 (20) | 0.14 (8) - 00 (O0) - 047 (28) - 26
E. Cotratamientos LYCO/ 4-NQO (2 mM)
Acetona-hexano / 4-NQO 58 0.98 (57) 0.45 (26) 0.02 (1) 1.45 (84) 82
LYCO 0.45 uM / 4-NQO 57 149 (85) + 0.89 (51) w/ns  0.02 (1) - 240 (137) + 136
LYCO 0.9 pM/4-NQO 58 128 (74) - 0.84 (49) wins” 0.12 (7) + 224 (130) wis® 128
LYCO 1.8 uM/4-NQO 55 1.16 (64) - 0.56 (31) - 00 (©O) - 1.73  (95) - 95
F. Cotratamientos LYCO/ H;O; (20 mM)
Acetona-hexano / H,O» 59 0.46 (27) 0.10 (6) 0.0 (0) 0.56 (33) 33
LYCO 0.45 uM /H20> 61 0.46 (28) - 0.08 (5) - 0.02 (1) ilns” 0.56 (34) - 34
LYCO 0.9 uM /H02 60 0.27 (16) - 0.10 (6) - 0.02 (1) ilns” 0.38 (23) - 23
LYCO 1.8 uM /H,0, 61 0.38 (23) - 0.10 (6) - 00 (O0) - 048 (29 - 27

* Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei Wirgler (1988) comparado con su testigo correspondiente. Niveles de probabilidad o,  (0.05); positivos: +; negativos: -;
débil positivo: w; indecisos: i. ** Diagndstico estadistico con la prueba de U (Mann, Whitney y Wilcoxon de acuerdo a Frei y Wirgler (1995) modificado para una
cola: no significativo: ns; significativo: s (P < 0.05).
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Fig. 7. Frecuencia de manchas pequefas, grandes, gemelas y totales por individuo

de los testigos negativos y positivos. Se observa un efecto genotéxico del testigo

acetona-hexano (ACT-H)/4-NQO ( ) en comparaciéon con su testigo acetona-
hexano/acetona (ACT-H/ACT) (P<0.05).

Frecuenciade
manchas por
0,200 individuo

Clase del Tamafio
del Clon

Fig. 8. Distribucion del tamafio de los clones mwh de los testigos negativos y
positivos. Las distribuciones de los testigos negativos son diferentes al testigo
agua/agua (i\\(). Asi mismo las distribuciones de los testigos positivos son diferentes
a la de sus respectivos testigos ( ). P= <0.05. Las clases del tamafio de los clones
mwh son: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-64, >65 células. Donde: ACT-H =

acetona-hexano y ACT = acetona
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Testigos LYCO

Algunas de las larvas pretratadas con LYCO (1.8 pyM) migraron hacia la
parte superior del tubo (las cuales fueron eliminadas) y las que quedaron
embebidas en el medio estaban aletargadas. También se observé que
conforme se reducia la concentraciéon de LYCO las larvas presentaban

mayor movilidad y menor migracion.

Los testigos LYCO 0.45 pM y 0.9 pM no presentaron diferencias
estadisticas en las frecuencias de manchas pequefias, grandes o gemelas
en comparacibn con sus testigos correspondientes acetona-
hexano/acetona (Tabla 8, apartado 8C y Figura 9) y acetona-
hexano/agua (Tabla 8, apartado 8D y Figura 9). Sin embargo LYCO 0.45
MM/acetona, y LYCO 0.45 y 0.9 puM/agua presentaron diferencias
significativas (P<0.05) en la distribucién del tamafio de los clones mwh
en comparacion con sus respectivos testigos (Figura 10). El testigo LYCO
1.8 yM/agua presentd una disminucion estadisticamente significativa en
la frecuencia de manchas pequeias (Tabla 8, apartado 8D y Figura 9) y
diferencias significativas en la distribucion del tamafio de los clones mwh
al igual que LYCO 1.8 puM/acetona con respecto a los testigos acetona-

hexano/agua y acetona-hexano/acetona (Figura 10)
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Fig. 9. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por individuo de los
testigos LYCO. Se observa una disminucion significativa (P<0.05) en la tasa de mutacion
espontanea por parte del testigo LYCO 1.8 uM/Agua ()() en comparacion con su testigo

correspondiente. Donde: ACT-H = acetona-hexano y ACT = acetona.

Frecuenciade
manchas por
individuo

Clase del tamafio
del clon 65-

Figura 10. Distribucion del tamario de los clones mwh del LYCO. Las distribuciones de
LYCO 0.45 uM y 1.8 pM/acetona ) y LYCO 0.45, 0.9, 1.8 puM/agua (){) presentaron
diferencias significativas en comparacion con sus respectivos testigos (P <0.05).
Donde: ACT-H = acetona-hexano y ACT = acetona. Las clases del tamafio de los clones
mwh son: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-64, >65 células.
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Interaccién LYCO/4-NQO

Los pre-tratamientos a las diferentes concentraciones de LYCO/4-NQO, se
muestran en el apartado 8E de la Tabla 8 y en la Figura 11, donde se
observa que el LYCO no presenté efecto protector si no que hay una
interaccién contraria a la esperada entre éstos, ya que el tratamiento
LYCO 0.45 uM/4-NQO incrementé significativamente la frecuencia de
manchas pequefias y totales con respecto al testigo acetona-hexano/4-
NQO. Esto indica que el LYCO, a esta concentracion, potenci6é el efecto
genotoxico del 4-NQO. En la Figura 12 se observan diferencias
estadisticamente significativa (P<0.05) entre esta interaccion en la
distribucién de clones mwh, y un incremento en la frecuencia de manchas
de una célula, ya que se duplico la frecuencia de clones de este tipo con
respecto al testigo acetona-hexano/4-NQO. Esto podria indicar que el
mayor dafio ocurrié al final del desarrollo larvario o que el dafio impidi6 la
division celular. La interaccion de LYCO 0.9 uM/4-NQO produjo un
incremento significativo en la frecuencia de manchas gemelas y totales
(Figura 11). En el caso de las gemelas sugiere una actividad
recombinogénica que se podria derivar de la ruptura de dobles cadenas
de ADN (Friedberg et al., 2006).

En el tratamiento LYCO 1.8 uM/4-NQO, aunque se presenté un ligero
aumento en las frecuencias de manchas pequefas, grandes y totales,
éstas no resultaron estadisticamente significativas. Cabe destacar que
conforme aumenta la concentracion de LYCO, disminuye la frecuencia de
manchas pequefas y esto se ve reflejado en las frecuencias de manchas

totales (Figura 11).
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Figura 11. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales de la
interaccion LYCO/4-NQO. En la frecuencia de manchas pequefias y totales de los
tratamientos LYCO 0.45 uM /4-NQO se observo un efecto genotoxico y en LYCO
0.9 uM /4-NQO (ib en la frecuencia de manchas gemelas y totales en comparacion

con su testigo correspondiente. Donde ACT-H= acetona-hexano

0,600

0,400 Frecuenciade

manchas por
idividuo

0,200

Clase deltamafio 17
del clon

Figura 12. Distribucion del tamafio de los clones mwh de la interacciéon LYCO/4-
NQO. Hubo diferencias significativas (P<0.05) en la distribucidon de los clones de los
tratamientos LYCO 0.45 uM/4-NQO (*) en comparacioén con el testigo acetona-
hexano/4-NQO. Donde: ACT-H = acetona-hexano y ACT = acetona. Las clases de los
tamafios de los clones mwh son: 1,2,3-4,5-8,9-16,17-32 , 33-64, >65 células.
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Interaccién LYCO/H>0-»

Los resultados obtenidos para los pre-tratamientos a diferentes
concentraciones de LYCO/H20, (apartado 8F de la Tabla 8 y Figura 13) no
mostraron diferencias significativas en las frecuencias de ningun tipo de
manchas en comparacion con el testigo acetona-hexano/H»0,. En el
tratamiento LYCO 0.9 uM/H»0O, existen diferencias significativas (P<<0.05)
en las distribuciones de los tamafos de clones en comparacion con el
testigo acetona-hexano /H»O, (Figura 14), lo que nos sugiere un efecto

modulador del LYCO sobre el H>O, al alterar la division celular.

2,50
) m ACT-H/H202
©
S 2,00 |
c O
g _g m LYCO 0.45/H202
° > 1,50
T ©
o= W LYCO 0.9/H202
o ~ 1,004
g 2
=]
' i B LYCO1.8/H202

Pequefas Grandes Gemelas Totales

Tipo de mancha

Fig. 13. Frecuencia de manchas pequerfias, grandes, gemelas y totales de la
interaccion LYCO/H,0,. No existen diferencias significativas entre ninguna de las
concentraciones de LYCO/ H,O, en comparacion con su testigo acetona-hexano
(ACT-H)/H,05.
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Fig. 14. Distribucion del tamafio de los clones mwh de la interaccion LYCO/H,0,. En
las distribuciones de los clones del testigo LYCO 0.9uM/H,O, hubo diferencias
significativas (P<0.05) ( ) en comparacion con su testigo. Donde ACT-H=

acetona-hexano Las clases del tamafio de los clones son: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-

32, 33-64, >65 células.
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DISCUSION

En el presente trabajo se evalud la interaccion del LYCO, carotenoide
estudiado por sus diversas propiedades para prevenir enfermedades
cronico degenerativas, con el efecto del 4-NQO promutageno vy
cancerigeno con actividad oxidante. En diversas investigaciones con LYCO
han determinado diferentes solventes para solubilizar el carotenoide
como el dimetil sulféxido (Srinivasan et al., 2009); tween (Scolastici et al.
2007, Scolastici et al., 2008); aceite de maiz (Breinholt et al. 2000;
Atessahin et al., 2005; Sahin et al., 2006); hexano (Balachandran et al.,
2003); agua : dextrosa (Vertzoni et al., 2006) aceite de girasol (Carrapeiro
et al., 2007); tetrahidrofurano : butilato de hidroxitolueno (Fornelli et al.,
2007; Lo et al., 2007) y acetona 1% (Burgess et al., 2008), entre otros.
En este trabajo se utilizé la acetona como solvente del LYCO debido a que
es facil de manipular y a que no ha presentado efectos téxicos para el
modelo D. melanogaster (Heres-Pulido et al., 2008), a la mezcla de LYCO
con acetona se le agregd una pequefia cantidad de hexano para
incrementar la solubilidad. Los testigos acetona-hexano/acetona vy
acetona-hexano/agua no presentaron efectos genotdoxicos en
comparaciéon con el agua/agua, aunque si se alteraron la division celular.
Sin embargo esto no afectdé en los resultados pues la presencia de la
acetona-hexano y la acetona sola a esa concentracion fue constante

durante todos los experimentos.

De acuerdo con Kaya et al. (2002); Heres-Pulido et al. (2004) en SMART
en ala y con Gaivao et al. (1999) en SMART en 0jo, el testigo positivo 4-
NQO incrementé significativamente la frecuencia de manchas pequefias,
grandes y totales confirmandose su efecto genotdxico en la CE, debido a
sus actividades como pro-oxidante al generar ciertas ROS (H,0,, O™ )
(Blaglow et al., 1977; Arima et al., 2006) y promutagenas. Esto ultimo se
infiere al observar un incremento en la frecuencia de manchas pequenias,

sobre todo los clones de dos células, lo que nos sugiere que el dafio
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ocasionado por este mutageno fue debido a la formaciéon de su metabolito
4HAQO (Bailleul et al., 1989, Kitano, 2000).

En este trabajo se utilizé6 el H»,O, como testigo oxidante por ser
considerada como una ROS que puede generar "OH al interactuar con
metales de transicién como el Fe™*?y el Cu*? (Desesso et al., 2000; Wang
et al., 2011). Ademas, ha sido utilizada en estudios in vitro donde se ha
evaluado el efecto antioxidante del LYCO (Scolastici et al., 2007 y Scolastici
et al., 2008; Rios et al., 2009). Concordando con otros ensayos realizados
con D. melanogaster (Furukawa et al., 1993; Kawai et al., 1995), el
testigo H,O, no incrementd la frecuencia de manchas, lo que podria ser
explicado considerando que las enzimas antioxidantes como las CAT
(Thayer, 1986; Furukawa et al., 1993; Kawai et al., 1995; Rohrdanz y Kabhl,
1997) y la glutatiéon peroxidasa, estén metabolizando el peréxido. Sin
embargo, esta aparente inocuidad queda en duda, ya que hubo una
alteracion en la division celular, que pudo ser debida a cualquiera de sus
actividades bioldgicas reportadas como lo es la induccion de apoptosis
(Zuo et al., 2009; Chen et al., 2009), efectos citotéxicos (Brink et al.,
2009) y/o los genotoxicos (Moreira et al., 2007). Debido al alcance de la
prueba SMART no se puede demostrar esta hipdtesis por lo que se
sugiere realizar pruebas moleculares con marcadores apoptoéticos y de

estrés oxidativo.

Testigos LYCO

A diferencia de Yeh y Hu (2000) y de acuerdo con Scolastici et al. (2007 y
2008) y Jian et al. (2008), los testigos LYCO a las tres concentraciones no
incrementaron la frecuencia de clones mutantes. Por el contrario, LYCO a
la concentracién de 1.8 uM/agua presentd una disminucién en la tasa de
mutacién espontanea que podria ser explicada por un efecto antioxidante
(efecto protector), al contrarrestar los radicales libres generados del

propio metabolismo de la larva. Pero también cabe la posibilidad de que
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el LYCO, a esta concentraciéon, haya tenido efecto pro-oxidante (Yeh y Hu,
2000; Mcnulty et al., 2006) que ocasionara incremento del dafio e indujera
apoptosis (Muller et al., 2002). Al analizar la distribucion del tamafo de los
clones mwh se encontraron diferencias entre los tratamientos y el testigo
negativo (excepto 0.9 uM/acetona), esto nos esta indicando que el LYCO
estd modulando la division celular ya que se observa una ligera
disminucién en la frecuencia de clones de los testigos LYCO/acetona, y en
el caso de los LYCO/agua esta disminucién se ve muy marcada, efecto
que podria apoyar a cualquiera de las dos opciones mencionadas
anteriormente. Cabe destacar que en el pre-tratamiento de LYCO 1.8 uM
se observd que algunas larvas presentaron efectos de aletargamiento y
migraron prematuramente a la parte superior de los tubos con “intencion”
de pupar, lo cual nos podria sugerir que el LYCO esté alterando el
desarrollo embrionario de las larvas. Por lo que se sugiere que se hagan
estudios sobre los efectos que podria tener este carotenoide en el
desarrollo de D. melanogaster para confirmar esta posible hipétesis, asi
como hacer pruebas de sobrevivencia en diferentes etapas del desarrollo
a esta concentracién de LYCO, para descartar que el compuesto no sea

toxico.

Interaccion LYCO /4-NQO

En otros ensayos (in vitro e in vivo) se ha reportado la capacidad
quimiopreventiva del LYCO, ya sea como: a) antioxidante (Miller et
al.,1996; Scolastici, et al., 2007, Scolastici, et al., 2008; Shi et al., 2007; Srinivasan
et al., 2009y Rios et al., 2009), b) anticancerigeno: contra la leucoplasia oral in vivo
(Singh et al., 2004) y cancer de lengua inducido por el 4-NQO (Hussein,
2010); c) inductor o inhibidor de enzimas del MX e inductor de enzimas
antioxidantes en ensayos in vitro (Srinivasan et al., 2009; Wang y Leung,
2010) e in vivo (Breinholt et al.,, 2000; Tang et al., 2007); d) pro-apoptotico
(Mdller et al., 2002; Zhang et al.,2003); e) anti-proliferativo (Hwang y Bowen,
2005);f) mejorador de la comunicacion célula-célula (Zhang et al., 1992;

Aust et al., 2003). No obstante, ninguna de las tres concentraciones
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utilizadas en el presente estudio demostré efecto quimiopreventivo contra

el 4-NQO.

Los resultados encontrados en las interacciones LYCO 0.45 uM / 4-NQO y
LYCO 0.9 uM/ 4-NQO se podrian explicar si se asume que el efecto
oxidante del 4-NQO pudo potenciar el débil efecto prooxidante del LYCO,
reportado previamente en ensayos in vitro como el de Yeh y Hu (2000),
quienes aunque no encontraron efecto potenciador con otros oxidantes
(AMVN, AAPH y Fe/NTA) reportaron que el LYCO pueden ser antioxidante
0 pro-oxidante dependiendo del tipo de oxidante utilizado y que per se, el
LYCO presenta efecto pro-oxidante. Lowe et al. (2003) mencionan
algunos factores que pueden influir en el efecto pro-oxidante de los
carotenos como lo es la concentracion, la localizacién en la célula y la
interacciéon con otros antioxidantes. Los resultados encontrados en este
trabajo son semejantes a lo reportado por Yeh et al. (2005), quienes
encontraron que el LYCO expuesto a la radiacion UVA generd metabolitos
oxidativos los cuales pueden ser responsables del incremento del dafio

reportado en su estudio.

En este trabajo se plantearon tres hipoétesis para explicar las causas por
las cuales el LYCO pudo haber presentado efectos pro-oxidantes al

interactuar con el 4-NQO:

Productos del metabolismo del LYCO

Por sus propiedades lipofilicas y moduladoras de la Fase | del MX
(Breinholt et al., 2000; Tang et al., 2007; Wang y Leung, 2010) el LYCO
puede ser metabolizado (via CYP450 o por autooxidacién) y originar
epoxidos (Fernandez-Ruiz et al., 2007) y otros productos oxidativos del
rompimiento de cadenas (apocarotenales y/o apocarotenoides) (Lowe et
al., 2003). Algunos de estos metabolitos son: el licopeno 5, 6, 5°, 6’ di-
epoxido, licopeno 5, 8-furandxido, licopeno 5-8 epoéxido (dos Anjos et al.,
2004); dialdehido2, 7, 11-trimetil-tetradecahexaeno-1, 14-dial, y el 5, 6-
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dihidroxi-5, 6-dihidrolicopeno. Este ultimo fue identificado en el suero
sanguineo de consumidores de jitomate. Los metabolitos del LYCO han
sido considerados por varias investigaciones como los responsables de los
efectos quimiopreventivos de este carotenoide (Khachik et al., 1995;
Zhang et al., 2003; dos Anjos et al., 2004) mientras que otros
investigadores han sugerido que son los responsables de sus actividades
pro-oxidantes (Yeh y Hu, 2000 y Yeh et al., 2005). Por lo que a partir de
esta hipotesis, se pueden derivar dos posibles explicaciones para los
resultados obtenidos en el presente trabajo: a) los epdéxidos (Britton,
1995; Fernandez-Ruiz et al., 2007) y furandxidos pudieron haber
interactuado directamente con el ADN y cuando le fue agregado el
mutageno, se sumoO el efecto de los dos, ocasionando la elevada
frecuencia de eventos mutacionales y b) el LYCO puede estar modulando
el metabolismo del 4-NQO, por medio de la induccion de enzimas que
metabolizan a este promutageno, lo cual pudo haber generando mas
4HAQO (Bailleul et al., 1989; Kitano et al., 2000). Esto permitiria explicar

el particular incremento de manchas pequefas y grandes.

Interaccion con la membrana

a) el LYCO es incorporado por quilomicrones dentro de las membranas
celulares. Este caroteno pudo alterar la cadena acilo de los fosfolipidos, al
grado de presentar perturbaciones en la membrana, esto se ha
relacionado con un incremento en los niveles de peroxidaciéon lipidica
(Mcnulty, 2006); b) las ROS del medio celular o las generadas por la
incorporacion del 4-NQO pudieron lipoperoxidar al LYCO ya sea por
abstracciéon del hidrégeno o adicion de una especie radical y el producto
originado (radical carotenoide peroxilo) pudo propagar la peroxidacién de
lipidos (Young et al., 2001; Lowe et al., 2003; Konigsberg, 2008).

El resultado de esta peroxidaciéon lipidica es la formacion de diversos

productos principalmente: malonaldehido (MAD) el cual se ha mostrado

que dafia al ADN ocasionando rompimientos de cromatides, deleciones y

aneuploidias (Bird et al., 1982), el 4HNE el cual es un producto altamente
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reactivo y en una investigacion sugieren que MON, uno de los metabolitos
del LYCO, presenta una actividad similar a la de 4HNE para inducir
apoptosis (Zhang, et al., 2003). El aumento en la peroxidacion lipidica por
este carotenoide también fue observado en estudios in vivo (Rao et al.,
1998; Breinholt et al., 2000). Esta hipétesis, podria explicar el incremento

de manchas pequefias, ya que estas son formadas por aneuploidias.

Hwang y Bowen 2005; Yeh et al., 2005; Scolastici et al., 2007,
encontraron efecto pro-oxidante del LYCO a concentraciones >5 uM.
Young et al. (2001) y Lowe et al. (2003) sugirieron que cuando los
carotenoides se encuentran a altas concentracioes tieden a aregarse en la
membrana (los isbmeros cis, tienen una baja tendencia en comparacion
con las trans), incrementando la fluidez y permeabilidad de la membrana
permitiendo el paso de algunos tipos de ROS. Sin embargo este trabajo
no concuerda con lo antes mencionado, ya que se utilizaron
concentraciones mas bajas de LYCO y aun asi se observé un incremento
en el dano causado por el 4-NQO, posiblemente atribuible al efecto pro-
oxidante del LYCO.

Induccién de apoptosis

Algunos estudios, con varios tipos de lineas celulares (como LNCaP, linea
celular de cancer de préstata) muestran la evidencia de que el LYCO,
induce mecanismos de accion independientes de su comportamiento
antioxidante, como inductor de apoptosis o como regulador del ciclo
celular (Hwang y Bowen, 2005; Salman et al., 2007). También se ha
demostrado que algunos metabolitos de este carotenoide como MON,
pueden inducir apoptosis, mediante la activacién de las caspasas 8 y 9
(Zhang, et al. 2003). Por otro lado Miller et al., 2002 proponen que los
carotenos como el B-caroteno y el LYCO inducen apoptosis en células
Jurkat E6.1 debido a su efecto pro-oxidante. En este trabajo se sugiere
que la administraciéon del LYCO (1.8 uM) como pre-tratamiento a la
aplicacion con 4-NQO, posiblemente tiene un efecto pro-apoptético
debido a la acumulacién del dafio ocasionado al ADN. Esta hipo6tesis es
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planteada ya que en la frecuencia de manchas se observa una tendencia
no significativa a disminuir inversa a la concentracion. Debido a lo
anterior se sugiere medir la induccion de marcadores apéptoticos con
este mismo protocolo. Cabe la posibilidad de que al 4-NQO se le pueda
adjudicar este efecto apoptético, ya que el dafio que ocasiona induce la
expresion de la proteina P53 (proteina reguladora de los procesos

apoptoéticos) (Mirzayans et al., 1999).

El incremento del dafio del 4-NQO por parte del LYCO también concuerda
con otros trabajos en donde se ha trabajado con este mutageno pero con
vitamina C en SMART en ala (Kaya et al., 2002; Arellano, 2008), esto nos

sugiere que el 4-NQO es un agente oxidativo potente

Expuestas las posibles hipdétesis por las cuales el LYCO no presenté el
efecto protector esperado en este estudio in vivo se propone que se
estudien sus actividades quimiopreventivas junto con otro tipo de
antioxidantes, como las vitaminas C y E, las cuales se han observado que
ayudan a estabilizar algunos productos de la interacciéon radical
carotenoide peroxilo (Young et al., 2001 y Shi et al., 2007). También se
sugiere realizar los protocolos de co y pos-tratamiento de LYCO, para

determinar mas sobre la interaccion de este carotenoide y el 4-NQO.

Interaccién LYCO/H>0-»

Interesantemente los resultados obtenidos del LYCO/H20,, no
presentaron ningun tipo de efecto en la prueba SMART, contrario a lo
obtenido en otros trabajos en donde se observa una proteccion contra
esta ROS (Scolastici et al., 2007 y Scolastici et al., 2008; Rios et al., 2009).
Sin embargo en las distribuciones del tamano de los clones se observaron
diferencias significativas en la interaccion de LYCO 0.9 uM/ H»0O, lo cual
indica que si hubo una interaccion que esta afectando al ciclo celular. Por
lo anterior se propone que se realice un protocolo en el que se evalué la
sobrevivencia de las larvas alimentandolas con LYCO/H,0O,, asi como

determinar que fase o fases de la divisiéon celular se estan alterando.
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CONCLUSIONES:

El testigo positivo H,O, no incrementd la frecuencia de manchas por

individuo en este modelo, pero si moduld la division celular.

Los testigos LYCO no incrementaron la frecuencia de manchas, pero

si modularon la division celular.

El testigo LYCO 1.8uM /agua redujo la tasa de mutacion

espontanea.

Los pre-tratamientos de LYCO a las concentraciones (0.45 uM y 0.9
uM) aumentaron el dafio ocasionado por el mutageno 4-NQO

2mMm).

Las interacciones LYCO/ H>0>, no modificaron la frecuencia de
clones mutantes por individuo, aunque LYCO 0.45uM /H>0, produjé

una alteracion en la divisién celular.
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ANEXO 1

Drosophila melanogaster
El nombre de Drosophila proviene del griego “amor al rocio” vy

melanogaster, por la “barriga oscura” en el macho. Comunmente se le ha
denominado como la mosca de la fruta o del vinagre. Es un diptero que
tiene cuatro pares de cromosomas: los sexuales que son el Y
(submetacéntrico) y el X (acrocéntrico); los cromosomas 2 y 3
(metacéntricos), cada uno con un brazo derecho (R) e izquierdo (L), y el
cromosoma 4, pequefio y con apariencia de punto. Este organismo es
utilizado como modelo biolégico en genética, biologia del desarrollo,
ecologia, evolucion, estadistica, toxicologia, neurobiologia (Castafieda et
al., 2008) debido a que su genoma ha sido completamente secuencia y el
60% de los 289 genes de las enfermedades humanas son similares en
Drosophila melanogaster. También este insecto comparte dos familias de
CYPs450 similares a las de vertebrados (CYP4 y CYP6) (Adams et al.,
2000; FlyBase, 2011).

Otra de las ventajas para trabajar con D. melanogaster, es que tiene un
ciclo de vida corto (Figura 15), ya que puede durar desde 10 dias a 25 °C
Y 65% de humedad relativa (Petitpierre, 1997; Castafeda et al., 2008).
Su ciclo comienza con la ovoposicion, cada hembra deposita alrededor de
600 a 800 huevos en sus 40-60 dias de vida, después de la fertilizacion,
del huevo eclosiona la larva que pasa por el primer estadio (24h),
segundo estadio (48 h), tercer estadio (72 h), durante estas fases la
ingesta de alimento es continua, llegando a consumir de 3 a 5 veces su
peso; esta etapa (larva) ha sido de gran interés para estudios en
genética toxicolégica ya que presenta una gran sensibilidad a las toxinas
(Clark,1982). A las 96 h inicia la transformacion de la larva de tercer
estadio a pupa, hasta completar las 120 h del ciclo. Durante su
metamorfosis, se sintetiza la hormona ecdisona (Thummel, 2001)

(hormona de Ila metamorfosis), la cual es convertida a Cx
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hidroxiecdisona en su forma activa por los CYP450s, esta forma estimula
a los genes de las células indiferenciadas de los discos imaginales?®
(Figura 16), los cuales son los encargados de formar los tejidos y
estructuras presentes en el adulto. Cinco dias después (240 h) emerge el
imago, que posteriormente extendera sus alas y se volvera sexualmente

activo, siendo esta su etapa adulta (Castafieda et al., 2008).

HUEVO LARVA LARVA LARVA PUPA ADULTO
( v @ m
M-','\
24 H

48 H

72 H

Fig. 15. Ciclo de vida de D. melanogaster

Larva E> Metamorfosis & Mosca Adulta

Discos Imagales

#§ Partes
Bucales

Antenas
Ojos

Glandulas
Salivales

Patas

Fig.16 Formacion de estructuras a partir de los discos

imaginales

2 Son bolsas epiteliales que presentan linajes celulares indiferenciados. Estas bolsas al inicio constan
de 25 a 50 células, las cuales irdn aumentando durante la mitosis.
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Prueba SMART en ala

La Prueba de Recombinacion Somatica es un bioensayo de lapsos cortos
que es capaz de dectectar una gran variedad de genotoxinas (Wurgler y
Vogel, 1986, citado en Frei et al., 1996; Ramel et al., 1996) y agentes
antigenotoéxicos (Graf et al., 1998) consiste en la pérdida de heterocigocis
de genes marcadores en las células de los discos imaginales de las larvas
de D. melanogaster, por la accion de agentes quimicos o fisicos. Estos
efectos son observados por la aparicion de clones o manchas mutantes
que consisten en tricomas mal formados (expresion de los marcadores).
Las machas originadas pueden ser simples (pequefias o grades) y
gemelas, las cuales pudieron ser originadas por mutaciones puntuales,
aneuploidias, deleciones y recombinacion mitética (Figura 17a y b); se
necesita de una sola generacién y permite analizar 25, 000 células por
ala (Graf et al., 1984).

Para esta prueba se usan dos marcadores que afectan la apariencia de los

tricomas de las alas:

Multiple wing hair (mwh): es una mutacién recesiva homocigoética viable,
localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3), que en
homocigosis produce tricomas multiples por célula (2-5) en lugar de un
solo tricoma de la forma silvestre (Lindsley, 1992 citado Graf et al.,
1998)

flare (fir): Es una mutacién recesiva que se expresa como tricomas
malformados y cortos con apariencia de roseta de maiz. Esta localizada
en el abrazo izquierdo del cromosoma 3 en la posicion 38.8. Se conocen

tres alelos para este locus:

1) Bd® (Beaded-Serratia): las moscas que lo poseen presentan muescas
en el borde de las alas. Este marcador dominante se utiliza para
reconocer a las lineas flare y Oregon flare, que en condicibn homocigota

es letal. Se localiza en el cromosoma 3 (3-92.5).
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2) In(BLR)TM3 (Inversion (3 left, right) Third Multiple 3). Cromosoma
balanceador de los marcadores flare® y Bd® (de las lineas flare y Oregon
flare), que presenta tres inversiones, dos paracéntricas (L y R) y una
pericéntrica (L+R), que impiden recuperar eventos no deseables,
producto de la recombinacién meiética y permiten mantener las lineas
con los marcadores letales en heterocigosis (Lindsley, 1992 citado en
Graf et al., 1998)

3) OR(R) (“Oregon resistent”): la linea Oregon flare fue construida por
Frolich y Wirgler en 1989. Presenta los cromosomas 1 y 2 de la linea
Oregon R(R) resistente al DDT localizada en la regién 43 E, (2-65), que
provoca la expresion constitutiva de una proteina inductora de los genes
Cyp (Cyp6a8 y Cyp6a9 del cromosoma 1 y Cyp6a2 del cromosoma 2).
Esta mutacién confiere en consecuencia la resistencia a insecticidas (DDT
e insecticidas organofosforados en larvas y adultos), incremento general
en el MX, permitiendo valorar la activacién in vivo de promutagenos

(Saner et al., 1996).
Cruzas

Esta prueba propone dos tipos de cruzas la estandar (CE) (Graf et al.,
1989) con niveles regulados de CYP450 y bioactivacion eleva (CBE) (Graf
y van Schaick, 1992) con sobreexpresion de esta enzima. La CE consiste
en hembras virgenes “flare”: flr3*/TM3, Bd® y machos mwh/mwh, mientras
que la CBE hembras virgenes de la linea “Oregon flare” (ORR (1); ORR
(2); fIr*/TM3, Bd®) y machos mwh/mwh. La descendencia de estas cruzas

se presenta en la siguiente tabla (Duenas, 2002):
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Tabla 9. Descedencia de las CE y CBE

<)

(2);mwh™ fIr
3

ORR(1)/+;0RR(2)/+;m

wh, fir¥*/mwh* fIr®

Transheterocigoto

Gametos: Genotipo Fenotipo
mwh, flr3*
mwh* flr3 mwh, flr**/mwh* fIr® Transheterocigoto Ala silvestre
Heterocigoto para Ala serratia
mwh, homocigoto
TM3,Bd° mwh, flr**/TM3,Bd® para fir**
ORR(1);0RR Ala silvestre con

sobreexpresion de
CYP450

ORR(1);0RR
(2);TM3,Bd°®

ORR(1)/+;0RR(2)/+;m

wh, fir¥*/TM3,Bd®

Heterocigoto para
mwh, homocigoto
para flr3*

Ala serratia con
sobreexpresion de
CYP450

Distribucion del tamaino de los clones mutantes

El tamafio de las manchas analizadas refleja el nUmero de divisiones
celulares que ocurrieron después de la induccién del dafio en la célula
afectada original, por lo que puede ser indicador indirecto de la actividad
del compuesto y de la velocidad con que alcanza la célula blanco; asi
también indica si existe algun problema con la mitosis o si ocurrié muerte
celular, la cual se veria reflejada por la disminucién en el tamafio de las
frecuencias. Los tamafos de la mancha corresponden a un numero de
divisiones (n) que va de 2° a 2" células, por lo que las clases del tamafio

de clones se agrupan de la siguiete manera: 1, 2,3-4.5-8,9-16,17-32,

33-65 células (Graf et al., 1984).
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1 CELULA MITOSIS 2 CELULAS MANCHAS RESULTANTES
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Fig 17 a. Eventos que causan la pérdida de heterocigosis para los marcadores flr* y mwh en
SMART en ala.
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1 CELULA MITOSIS 2 CELULAS MANCHAS RESULTANTES
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Fig 17 b. Eventos que causan la pérdida de heterocigosis para los marcadores flr® y mwh en
SMART en ala.

68



ANEXO 2

Prueba Kolmogorov-Smirnov

Tabla 10. Resultados de la prueba Kolmogorov-Smirnov

Kolmogorov-

Smirnov
Agua vs: P-nivel
acetona-hexano/agua P < 0.025 S
acetona-hexano/acetona P < 0.005 S
agua/H,0, P < 0.005 S
Acetona-
hexano/acetona vs:
acetona-hexano/4-NQO P < 0.005 S
LYCO 0.45uM/acetona P < 0.005 S
LYCO 0.9uM/acetona P> 0.10 NS
LYCO 1.8uM/acetona P < 0.005 S
Acetona-hexano/4-
NQO vs:
LYCO 0.45uM/4-NQO P < 0.005 S
LYCO 0.9uM/4-NQO P < 0.025 NS
LYCO 1.8uM/4-NQO P <0.10 NS
Acetona-hexano/H,0,»
VS:
LYCO 0.45uM/ H,0, P>0.10 NS
LYCO 0.9uM/ H,0, P < 0.005 S
LYCO 1.8uM/ H,0, P <0.10 NS
Acetona-hexano/agua
VS:
Acetona-hexano/H>0- P < 0.005 S
LYCO 0.45uM/agua P < 0.005 S
LYCO 0.9uM/agua P < 0.005 S
LYCO 1.8uM/agua P < 0.005 S

Diagnoéstico estadistico donde S: significativo (P < 0.05) y NS:
no significativo
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