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RESUMEN

El licopeno (LYCO) es un caroteno aciclico con actividad antioxidante o pro-oxidante,
modulada por su concentracion, e inductor de apoptosis. Para evaluar si el LYCO prote-
ge o no del dafio inducido por el metil metanosulfonato (MMS) se usé la prueba SMART
en ala de D. melanogaster, cruza estandar (CE). A larvas de 72 = 4 h, se les aplicaron los
pre-tratamientos de 6 h con LYCO (0.45, 0.90, 1.8uM), agua miliQ o acetona(2%
v/v)/hexano(0.17uL/mL) (Act-Hex) en oscuridad y 25°C. Las larvas pre-tratadas se tras-
vasaron a tubos con MMS (0.5mM) o agua miliQ. Se fijaron en alcohol 70% ~55 ima-
gos/tratamiento. Con las alas silvestres se hicieron preparaciones permanentes y se revi-
saron a 40x. Con el PC SMART se evaluaron estadisticamente las frecuencias de las man-
chas por individuo. Los resultados débiles o indecisos se analizaron con la prueba U de
Mann-Whitney-Wilcoxon. Las distribuciones del tamarfio de los clones mwh se analizaron
con la prueba de Kolmogorov. Con LYCO1.8uM/agua y LYCO1.84M/MMS, se obtuvo dis-
minucién significativa en la frecuencia de manchas y modificacién de la division celular
lo cual puede indicar dos posibles efectos: (i) pro-oxidante a concentraciones altas; (i)
induccién de apoptosis. Se obtuvo mayor dano con Act-Hex/MMS que con agua/MMS.
Se propone que este aumento se deba a la menor polaridad de la mezcla Act-Hex, y un
efecto acarreador del disolvente aumentando el ingreso del MMS a la célula. Se concluye
que el LYCO modificé la frecuencia de manchas y alterd la division celular




INTRODUCCION

Junto con los factores genéticos y la edad, el estilo de vida y la dieta son conside-
rados factores de riesgo importantes en el padecimiento de enfermedades crénicas
(Agarwal y Rao, 2000). Es por eso que la dieta de quimioprevenciéon ha emergido
como una estrategia para controlar las enfermedades crénicas mas prevalentes,
incluido el cancer (Scolastici ef al, 2007). Estas enfermedades son la mayor causa
de muerte en el mundo occidental (Agarwal y Rao, 2000). Un planteamiento nu-
tricional para la prevencién del cancer incluye la valoracion y evaluacion de los
efectos contra el mismo de frutas y verduras que contienen micronutrientes reco-
nocidos, tales como los carotenos, flavonoides y otros compuestos (Bhuvaneswari y

Nagini, 2005).

Los carotenos son pigmentos naturales responsables de la coloracién de diversas
frutas y verduras y sus actividades como colorantes y antioxidantes son consecuen-
cia de sus estructuras Gnicas y un amplio sistema de dobles enlaces conjugados

(Stahl y Sies, 1996).




Licopeno (LYCO)

Debido a sus propiedades antioxidantes, el licopeno (LYCO) ha llamado la aten-
cion y se ha convertido en uno de los agentes quimiopreventivos mas estudiados
(Stahl y Sies, 1996). Es un carotenoide aciclico (Figura 1) compuesto de 40 dtomos
de carbono, que contiene 11 dobles enlaces conjugados y 2 no-conjugados, dispues-
tos en una matriz lineal. Su férmula molecular es C,oHs¢ y su peso molecular es de
536.85 daltons, es un compuesto lipofilico insoluble en agua (Rao y Agarwal, 1999).
Se encuentra presente en los frutos rojos, en el jitomate y en los productos deriva-
dos de él (Tang et al, 2007; Chen et al, 2009). Kris-Etherton et al. (2002) men-
cionan que es uno de los compuestos mas bioactivos que se encuentra en los ali-
mentos y que ayuda en la prevencion de ciertos padecimientos. En el plasma hu-
mano las concentraciones de LYCO van desde 0.22 a 1.06 nmol/mL (0.5 mg/mL o

0.9 M) (Stahl y Sies, 1996).

Estudios epidemiolégicos han dado evidencia de que un alto consumo de LYCO
disminuye el riesgo de enfermedades cardiovasculares y del cancer, por su capaci-
dad antioxidante (Scolastici et al, 2007). Agarwal y Rao en el 2000 mencionan
que una dieta con este carotenoide puede mejorar el estatus del mismo en el
cuerpo y, actuando como antioxidante, puede atrapar especies reactivas de oxi-
geno (ROS), aumentar el potencial antioxidante total o reducir el dafio oxidativo

a los lipidos (lipoproteinas y lipidos de membrana), a las proteinas (enzimas im-




portantes) y al DNA, lo que reduce el estrés oxidativo y esto a su vez disminuya el

riesgo de cancer y/o enfermedades cardiovasculares.

Lycopene (LYCO)

Fig. 1 Estructura del LYCO (Tomado de Socaciu et al, 2000)

Algunos estudios epidemiolégicos sugieren que el consumo de LYCO puede prote-
ger contra varios tipos de cdncer como el de préstata, cérvix, faringe, eséfago, es-
tomago y colon rectal (Kris-Etherton et al, 2002), aunque el efecto del LYCO se
ha estudiado mas exhaustivamente en hombres con cancer de préstata (Van Pat-
ten et al, 2008; Willis y Wians, 2003). Ademds, parece que también juega un pa-
pel en la proteccién contra la exposicion a la luz ultravioleta (Candelas-Castillo et
al., 2005; Kris-Etherton et al, 2002) y al humo del cigarro, aunque en el 2002

Kris-Etherton et al, comentan que hace falta mas investigacion en estos campos.

Wertz et al. en el 2004 mencionan que gracias al cardcter lipofilico del LYCO, éste

puede alojarse en la membrana celular (Figura 2) y asi actuar a través de dife-
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rentes mecanismos que tienen el potencial para retrasar la progresion del ciclo ce-

lular, reducir el dafio al DNA y promover la defensa contra el estrés oxidativo.

Membrana celular

icF1 ¢@- LYCO .40- LYCO

IGF-I
receptor

Membrana celular

Espacio de uhién —_—

LYCO
LvCO - @»
LYCO
’ Enzimas de la Fase .
Genes para defensa
Nef2 g' oxidativa.
ARE

Retréso del Cido Reduccién de dafio al Mejoramiento c{e la Fase Il del
DNA Metabolismo de Farmacos. Defensa

Celular en G1 A
oxidativa.

Fig. 2 Mecanismos de integracion del LYCO (Tomado y modificado de Wertz et al,
2004).

Por otra parte, también se le atribuyen propiedades antiproliferativas ya que ha
mostrado ser un inhibidor mas potente que el a- o B-carotenos (Yeh y Hu, 2000)

contra el crecimiento de células tumorales y proliferaciéon celular.
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Se ha encontrado que el LYCO inhibe la proliferacién celular en varios tipos de

cancer incluyendo pulmén, mama y endometrio (Heber y Quing-Yi, 2002).

Los productos de oxidacion del LYCO contribuyen a su potencial anti-cancerigeno
(Zhang et al, 2003) y se ha demostrado previomente que una mezcla de auto-
oxidaciéon del LYCO inhibe el crecimiento e induce apoptosis en células HL-60
(Nara et al 2001, citado en Zhang et al, 2003). Se ha sugerido que este carote-
niode puede inhibir la progresiéon del ciclo celular en la fase G, y G, (Agarwal y
Rao, 2000; Amir et al 1999 en Heber y Quing-Yi, 2002) y que los productos de

oxidacién del mismo tienen efectos pro-apoptéticos (Zhang et al, 2003).
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Peroxido de Hidrogeno (H,O,) y Especies Reactivas de Oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés)

Hasta ahora el dano oxidativo al DNA ha sido reconocido como causa principal
de muerte celular y mutaciones en todos los organismos aerdbicos. En los seres
humanos se considera un importante promotor de cancer (Slupphaug et al,

2003).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas de oxigeno que en su es-
tructura atémica presentan un electrén desapareado, dando una configuracion
espacial que genera inestabilidad. Esto las hace reactivas y con una enorme capa-
cidad de combinarse inespecificamente con moléculas integrantes de estructura
celular: carbohidratos, lipidos, proteinas, dcidos nucleicos y derivados de cada uno
de ellos. En el DNA, las ROS producen bases modificadas, lo que genera mutacio-
nes y carcinogénesis o pérdida de la expresiéon por dafo al gen especifico (Rodri-
guez et al, 2001). El estrés oxidativo inducido por ROS es uno de los principales
temas de investigacion relacionados con el cancer y enfermedades cardiovascula-
res. Hay una fuerte evidencia de que el dano inducido por ROS desempefia un
papel importante en la apariciéon de enfermedades crénicas (Agarwal y Rao,

2000).
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Los més importantes son: 02 ** (radical superéxido), OH® (radical hidroxil) y H,O,

(peréxido de hidréogeno) (Slupphaug et al. 2003).

Se han sugerido dos posibles explicaciones para el dano inducido al DNA por el
H,O,; el primero es la formacién de radicales OH (Cohen, 1985 en Horvathova et
al,, 1998); es probable que muchos de los efectos biolégicos de H,0, estdn media-
dos por los radicales hidroxilo que son altamente reactivos, OH®, generados en un
proceso catalizado por iones metdlicos de transicién, por lo general Fe*. A esta
reaccion se le conoce como la reaccién de Fenton (Cohen, 1985 y Dreher et al, 1996
en Horvathova et al, 1998). La segunda explicacién es que se desencadena una
serie de eventos metabdlicos dentro de la célula que conducen a la activacion de
enzimas nucleasas, (Halliwell et al., 1991 en Horvathova et al, 1998) las cuales se
unirdn al DNA en un mecanismo parecido al de la apoptosis. Estos dos mecanis-

mos no son mutuamente excluyentes, es decir, que ambos podrian suceder.
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Metil metanosulfonato (MMS)

El MMS es utilizado como solvente, insecticida y agente quimioterapéutico. Es un
agente alquilante mutagénico, que posee gran afinidad a centros nucleofilicos del
DNA como el N7G y N3A. Debido a que el reactivo final del MMS es el i6n metilo
(CH,") tiene propiedades electrofilicas, una via de reaccién alquilante SN2 y es de
tipo monofuncional, porque sélo dona un metilo a cualquier oxigeno o nitrégeno
de las bases nitrogenadas, excepto el N1 de las pirimidinas y el N9 de las purinas

que se unen a la d-ribosa (Jenkins et al, 2005).

El MMS es de tipo directo, porque no necesita ser metabolizado para inducir al-
quilaciones en el DNA y produce un 9% de mutaciones de tipo transicion (Fried-
berg et al, 1995). De los aductos que forma el MMS 81-85% son el N7G, 10.4-11.3%
en N3A, 1.8% en N7A, 0.6% en N3G (Jenkins et al, 2005). Se clasifica como un mu-
tageno relativamente débil (Tao et al, 1993), posiblemente los aductos predomi-
nantes N7G y N3A no son mutdgenos por si mismos, ya que puede ocurrir la repli-

cacion sin desemparejamientos.

La alquilacién celular del DNA provocado por el MMS, puede ser modificada por

antioxidantes y de manera indirecta (Mangal et al., 2009).

Este alquilante directo produce sitios apurinicos/apirimidicos (AP) porque tiende a

romperse espontdneamente el anillo en los C8 y C9, y hay labilidad de la unién
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dlicosidica con el C1 de la d-ribosa. Estos sitios AP producen mutaciones cuando
posteriormente se inserta una base incorrecta, o después de la replicacion; si pro-
vocaron rupturas simples éstas se convierten en dobles (DSB) lo que provoca repa-
raciéon por recombinacion entre homélogos (HRR) y unién de extremos (NEH)).
Ademas al abrirse el anillo metilado (N7-meQ) se inhibe la replicacién lo cual es

potencialmente mutagénico (Jenkins et al, 2005).

Se sabe que el sistema de reparacion por escision de bases (BER) interviene en la
reparacion de N7-meG y N3-meA, por lo que puede contribuir a determinar el
umbral de respuesta genotéxica del MMS (Jenkins et al, 2005). Los daros del
MMS también son reparados rapidamente por alquiltransferasas.sin consecuencias

genotoxicas.

Existen tres sistemas principales que reparan los danos producidos por el MMS al
Nitrégeno 3 de la adenina (N3A): la reparacién post-replicativa (HRR) y la repa-
raciéon por edicion durante la replicacion (Jenkins et al, 2005). Sin embargo la
apoptosis y los check points (puntos de chequeo) son otros sistemas de proteccion

de la célula que son independientes al tipo de daro producido.
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Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster (D. melanogaster) también se conoce como mosca de la
fruta o del vinagre, es un insecto diptero holometdbolo que posee un nimero de
cromosomas reducido (4 pares). Presenta un ciclo de vida corto de 10-12 dias a
25°C con cuatro estadios: huevo, larva, pupa y adulto (Amorés, 2001). Durante el
estadio larval la ingestion del alimento es continuag, llegando a consumir de tres a
cinco veces su peso, lo que hace que éste se incremente de 0.05 a 2.0 mg, esta

etapa dura alrededor de 4 dias (Mitchel y Combes, 1984).

La metamorfosis ocurre en el estadio de pupa, en donde se forman las estructuras
adultas (antenas, alas, ojos etc.) esto, a partir de los discos imagales. El par de dis-
cos imagales de las alas consisten en aproximadamente 30,000 células en la pupa
temprana, cuando inicia la diferenciacion del ala (Graf, 1995; Mitchel y Combes,
1984). La madurez sexual de un macho adulto se alcanza entre las seis y ocho ho-
ras después de haber emergido del pupario, mientras que una hembra tarda de
diez a doce horas en alcanzar esta madurez. Una hembra fecundada puede de-
positar entre 50-75 huevos en un diq, posteriormente disminuye esta produccion

(Graf, 1995; Mitchel y Combes, 1984).
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Este organismos es uno de los eucariontes mas utilizados en investigaciones biologi-

cas, particularmente en Genética y Biologia del Desarrollo (Cullinton, 2000).

Prueba de Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART) en ala.

La prueba SMART es un ensayo de una sola generacién en el cual se utilizan mar-
cadores recesivos que se expresan en la superficie del ala de las moscas adultas. Se
fundamenta en la pérdida de la heterocigosis de los genes marcadores (VER

ANEXO 2) (Graf et.al 1984).

La principal ventaja de estos sistemas de prueba somaticos reside en el hecho de
que no sblo detectan varios tipos de eventos de mutacion, sino que también mani-
fiestan la recombinacién somatica. La prueba de mancha en ala ofrece la ventaja
de que los experimentos con un numero alto de manchas gemelas es posible cuan-

tificar la actividad recombinogénica contra la mutagénica (Frei y Wargler, 1995).

18



ANTECEDENTES

Scolastici et al (2007) evaluaron la actividad del LYCO contra el dafo quimico
inducido in Vitro contra el DNA de células de ovario de hamster (CHO) utilizando
como mutdgenos el metil metanosulfonato (MMS), el 1-6xido-4-nitroquinolina (4-
NQO) y el peréxido de hidrogeno (H,0,). Reportaron que el LYCO previene lesio-
nes en el DNA y aberraciones cromosémicas, pero la actividad quimiopreventiva

depende de la dosis y del tratamiento utilizado asi como del mutdgeno utilizado.

Zhang et al. (2003) aislaron e identificaron una nueva divisiéon de productos a
partir de una mezcla de auto-oxidaciéon del LYCO y evaluaron su actividad induc-
tora de apoptosis contra las células HL-60. En este estudio se aislé un nuevo pro-
ducto con actividad inductora de apoptosis, el (E, E, E)-4-methyl-8-oxo-2, 4, 6-
nonatrial (MON). Los autores reportan que el MON redujo la viabilidad celular
por la induccién de apoptosis en células HL-60 y que los productos de oxidacion

del LYCO contribuyen a su potencial anti-cancerigeno.

En el 2007, Tang et al, analizaron la modulacién de la toxicidad de aflatoxinas y
biomarcadores por acciéon del LYCO en ratas F344, encontrando que el caroteno
tiene actividad inhibitoria en la Fase | del metabolismo xenobiético y activa enzi-

mas de la Fase Il. También confirmaron su actividad antioxidante.
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Los efectos antioxidantes y pro-oxidantes del LYCO en comparacién con los del 8-
caroteno y en contra del dano oxidativo inducido en células Hs68 fueron analiza-
do por Yeh y Hu (2000) reportando que el LYCO y el 3-caroteno pueden ser tan-
to antioxidantes como pro-oxidantes, dependiendo del oxidante utilizado y que

los efectos de LYCO son mas fuertes que los del S-caroteno.

Guttenplan et al (2001) observaron el efecto del LYCO en la mutagénesis espon-
tdnea o inducida en préstata, colon y pulmén de ratones tratados con ben-
zo[a]pireno. Encontraron una divergencia en los efectos del LYCO, lo que sugiere
una posible especificidad del carotenoide para la actividad inhibitoria en la prés-
tata. También reportaron que no aumentaron las mutaciones espontdneas en los
6rganos tratados. Concluyen que su estudio apoya parcialmente el papel del LY-

CO en la reducciéon de mutaciones espontaneas.

20



OBJETIVO

e Demostrar si el pre-tratamiento con LYCO protege o no del dafio provoca-

do por el agente alquilante MMS, esto mediante la prueba SMART en ala

de D. melanogaster, cruza estandar (CE).

HIPOTESIS

1) Sial LYCO se le atribuyen propiedades antioxidantes, pro-apoptéticas y an-
tiproliferativas y puede proteger contra algunos mutéagenos directos, enton-

ces reducira el dano provocado por el agente alquilante directo MMS.

21



MATERIALES ¥ METODOS

Lineas de D. melanogaster:

Donadas originalmente por Ulrich Graf (/nstitute of Animal Science, Section Physi-
ology and Animal Husbandry, Swiss Federal Institute of Technology. Schwerzen-
bach, Switzerland) y mantenidas en el Laboratorio de Genética Toxicolégica de la

FES Iztacala.

* ‘“multiple wing hairs” (mwh/mwh). En adelante mwh, contiene una muta-
cion homocigética viable localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3
(3-0.3), que produce tricomas mdultiples en las alas en lugar del tricoma Gni-

co de la condicion silvestre.

o “flare” (Ar/in (3LR) TM3, ri p° sep bx’* & Bd”; de forma abrevia-
da: (fIr/TM3, Bd(‘)). En adelante flr’. Se caracteriza por tener una mutacién
que afecta la forma de los tricomas, localizada en el brazo izquierdo del
cromosoma 3 (3-38.8) y es letal en homocigosis. Se mantiene la heterocigosis

por efecto del cromosoma que lleva el balanceador TM3.
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Quimicos

e LYCO (CAS 502-65-8, pureza > 90%, 0.45, 0.9, 1.8 M)
e MMS (CAS 66-27-3, pureza 98%, 0.5 mM)

e Acetona 2% (CAS 67-64-1, pureza 99.9%)

e Hexano (CAS 110-54-3, 60-66% n-Hexano, 0.17 iL/mL)

e Peréxido de Hidrégeno (H,0,) (CAS 7722-84-1, pureza 30%, 0.02 M).

Fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EE.UU.). El Medio Instanténeo
Drosophila (DIM, por sus siglas en inglés) se obtuvo de Carolina Biological Supply

Co. (Burlington, North Carolina, EUA)

Meétodos:

Propagacion:

Las lineas mwh y fIr’ se propagaron en frascos con 5 g de hojuelas de papa des-
hidratada para puré (Maggi®), posteriormente se hidrataron con solucién conser-

vadora (5 mL de dcido propidnico + 5 mL de Tegosept 12%) (Dueiias et al,, 2002).
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Cruza Estandar (CE)

Se aislaron machos de la linea mwh y hembras virgenes de la linea flr' y se llevé a
cabo la CE. Se colectaron los huevos de la cruza en levadura (Saccaromyces cere-
visiae) activada con sacarosa, bajo condiciones de oscuridad, a una temperatura
de 25 °C y HR 60% durante 8 h. Tres dias después, larvas de 72 + 4 h de edad se
retiraron del medio lavando con agua corriente (25 °C) y con la ayuda de un co-

lador metdlico de malla muy fina.

Pre-tratamientos

Para SMART en ala se sometieron las larvas de 72 + 4 h de edad a los pre-
tratamientos de LYCO (0.45, 0.9, 1.8 M), la mezcla [acetona (2% v/v)/hexano
(0.17 iL)mL] y agua miliQ. Los pre-tratamientos se desarrollaron en condiciones de
oscuridad y se incubaron 6h a 25°C y HR 60% en tubos con 1g de DIM y 18 mL de

cada uno de los pre-tratamientos a las concentraciones ya mencionadas.
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Tratamientos

Se recuperaron las larvas y se trasvasaron a tubos con 0.5 g de DIMy 2 mL de
MMS (0.5 mM), agua miliQ o H,0O, (0.02 M). Se realizaron tres experimentos in-

dependientes con tres réplicas por tratamiento.

SMART en ala

De 10-12 dias después de haber colectado los huevos, se colectaron de 55 a 61 ima-
gos (Frei y Wiirgler, 1995) por tratamiento en frascos viales con alcohol al 70%.
Posteriormente, con las alas silvestres, se hicieron preparaciones permanentes utili-

zando Entellan®.

Se revisaron las superficies de cada ala en un microscopio dptico a 40x y se regis-
traron el nimero y tipos de mancha o clones de células mutantes presentes de

acuerdo con Graf et al, 1984.

Para el andlisis de SMART se utiliz6 el programa para PC SMART (Frei y Wurgler,
1988) que evalda estadisticamente las frecuencias de las manchas en las alas con
una significancia de o=4 < 0.05. En caso de obtener resultados débiles o indecisos se
realizé el andlisis con la prueba no paramétrica U de Wilcoxon-Mann-Whitney

que considera la variabilidad individual (Frei y WUrgler, 1995).
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Para el andlisis de las distribuciones de los tamarios de los clones mwh se aplicé la
prueba de Kolmogorov-Smirnoff , prueba no paramétrica que permite medir el
grado de concordancia entre dos distribuciones, comparando las frecuencias acu-
muladas de una distribucién con las de otra. Cuando el valor de p < 0.05 los resul-
tados indican que hay diferencias significativas entre ambas distribuciones y por lo

tanto una distribucién es diferente de la otra.

RESULTADOQOS

SMART EN ALA

En el Cuadro 1 se muestra que no hubo diferencia en las frecuencias de las man-
chas entre los testigos Agua/Agua y Acetona-Hex/Agua. Al comparar el testigo
Acetona-Hex/ Agua vs LYCO (0.45, 0.9, 1.8 iM)/ Agua se observé una tendencia
hacia la disminucién en la frecuencia de manchas pequenas conforme aumenta la
concentraciéon de LYCO, aunque esto sélo fue significativo para manchas peque-
fas en la concentracion 1.8 M.

Cuadro 1. Resultados obtenidos de SMART en ala de D. melanogaster CE, se muestra la fre-

cuencia y el namero de manchas por individuo para el tratamiento LYCO (0.45, 0.9, 1.8
iM)/Aguaq, para el cual su testigo fue Acetona-Hex/ Agua.

Manchas por individuo (niimero de manchas) diagnéstico estadisti-
co*
Pre- No.
tratamiento/ Manchas Manchas Manchas Manchas to~
Post- individuos
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tratamiento pequeiias grandes gemelas tales Clones
mwh
(1-2 células) | (> 2 células)
m=2 m=5 m=5 m=2
Agua/ Agua 60 057 (34) 0.05 (3) 0.0 (0) 0.62 (37) 36
Acetona-Hex/ 59 059 (35) - 0.0 (6) 0.0 (0) 0.69 (41) - 41
Agua
Acetona-Hex/ 59 0.59 (35) o1 (6) 0.0 (0) 0.69 (41) 41
Agua o
LYCO 0.45 M / 58 050 (29) - 0.09 (5) 0.02 (1) 0.60 (35) - 34
Agua
LYCO 0.9 M/ 60 040 (24) - 043 (8 00 (0) 053 (32) - 27
Agua
LYCO 1.8 M/ 59 034 (200 ¥ o014 (8) 0.0 (0) 047 (28) - 26
Agua

* Diagnéstico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988) comparado con su testigo correspondiente.
Donde: m: factor de multiplicacién, negativo: (<), disminucién de frecuencia (\/). Prueba estadistica de

una cola. Niveles de probabilidad ay 3 = 0.05

En la comparacién Acetona-Hex/ H,0O, vs LYCO (0.45, 0.9, 1.8 M)/ H,O, (Cuadro

2) no se encontraron diferencias entre los tratamientos y su testigo.

Cuadro 2. Resultados obtenidos de SMART en ala de D. melanogaster CE, se muestra la fre-

cuencia y el nimero de manchas por individuo para el tratamiento LYCO (0.45, 0.9, 1.8 M)/
H,O, para el cual su testigo fue Acetona-Hex/ H,O,.

Manchas por individuo (niimero de manchas) diagnéstico estadisti~

co*
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tratamiento/ No. Manchas Manchas Manchas Manchas to-
Post~ pequeiias grandes gemelas tales
tratamiento individuos Clones
(1-2 células) | (> 2 células) mwh
m=2 m=5 m= m=2
Agua/ Agua 60 0.57 (34) 0.05 (3) 0.0 ©) 0.62 (37) 36
Acetona-Hex / 59 046 (7) - o010 (6) - 0.0 (0) - 056 (33) - 33
Hzoz
Acetona-Hex / 59 046 (27) 0.10 (6) 0.0 (0) 0.56 (33) 33
Hzoz
LYCO 0.45 ;M / 61 046 (28) - 008 (5) - 002 (1) - 056 (34) - 34
HZOZ
LYCO 0.9 1M/ 60 027 (6 - o010 (6) - 002 (1) - 038 (23) - 23
H202
LYCO 18 M / 61 038 (23 - o010 (6) - 00 (0) - 048 (29) - 27
Hzoz

* Diagnéstico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988) comparado con su testigo correspondiente.
Donde: m: factor de multiplicacién, negativo: (-). Prueba estadistica de una cola. Niveles de probabili-
dad ay B = 0.05.

Con respecto a los tratamientos con MMS (Cuadro 3) se muestra que el testigo

Acetona-Hex/ MMS tuvo frecuencias significativamente por arriba de las encon-

tradas en el testigo Agua/ MMS.

Cuadro 3. Resultados obtenidos con SMART en ala de D. melanogaster CE, se muestra la fre-

cuencia y el nimero de manchas por individuo para el tratamiento: LYCO (0.45, 0.9, 1.8 |M)/
MMS, para el cual el testigo fue Acetona-Hex/ MMS.

Pre-~
tratamiento/

Manchas por individuo (niimero de manchas) diagnéstico estadistico*

Manchas
pequeiias

Manchas
grandes

Manchas
gemelas

Manchas to~
tales

Clones
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Post~ individuos | (1-2 células) (> 2 células) mwh

tratamiento

m=2 m=5 m= m=2

Agual MMS 60 485 (291) 173 (104) 0.03 (2) 6.62 (397) 386

Acetona-Hex / 56 714 (400) - 4m (230) + 021 (12) - 146 (642) 628
MMS

Acetona-Hex / 56 714  (400) 41 (230) 021 (12) 146 (642) 628
MMS

LYCO 0.45 \M 56 805 (451) - 391 (2190 - 029 (16) - 1225 (686) 674
| MMS

LYCO 0.9 1M / 59 969 (572) - 507 (299) - 014 (8) - 1490 (879) 862
MMS

LYCO 1.8 M/ 55 33 (172) V¥ 224 (123) ¥ 00 (©) V¥ 536 (295) 278
MMS

* Diagnéstico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988) comparado con su testigo correspondiente.
Donde: m: factor de multiplicacién, negativo: (-), disminucién de frecuencia (\/). Prueba estadistica de
una cola. Niveles de probabilidad a y B = 0.05.

Ademas, en los tratamientos LYCO 0.45 y 0.9 uM, con respecto al testigo Acetona-

Hex/ MMS, las frecuencias de manchas pequenas y grandes muestran una tenden-

cia a aumentar de manera proporcional a la concentraciéon de carotenoide, aun-

que esto no fue estadisticamente significativo.

Con el tratamiento LYCO 1.8 yM hubo un descenso significativo en la frecuencia de

todas las clases de manchas con respecto a su testigo e incluso por debajo del tra-

tamiento Agua/ MMS, aunque para este dGltimo no fue significativo para todos los

tipos de manchas.
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TAMANO VY DISTRIBUCION DEL CLON mwh

La distribucion y frecuencia de clones mwh en los testigos negativos, que represen-
ta el nmero de divisiones de las células de los discos imagales sin tratamiento, se
comparé estadisticamente con las de los tratamientos LYCO/Agua (Gréfica 1). To-
dos los tratamientos con LYCO tuvieron una distribucién estadisticamente diferen-

te a la encontrada en el testigo Acetona-Hex/ y una mayor frecuencia en los clo-

nes de 1 célula.
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Grafica 1. Frecuencia y distribucién de clones mwh, obtenidos en los tratamientos LYCO (0.45,

0.9, 1.8 M)/ Aguay en el testigo Acetona-Hex/ Agua. ﬁalores estadisticamente significativos
de acuerdo con la Prueba Kolmogorov-Smirnoff (p < 0.05).
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La frecuencia y distribucion de clones mwh para el testigo Acetona-Hex/ H,O, y
los tratamientos LYCO /H,0, (Gréafica 2) mostré que sélo el tratamiento LYCO 0.9
M/ H,0, tuvo una distribucién estadisticamente diferente a la encontrada en el

testigo y en los demas tratamientos.

En todos los tratamientos de LYCO/ H,O, asi como en el testigo Acetona-Hex/
H,0, se encontré que la mayor frecuencia de clones mwh la tienen las manchas de
1 célula excepto en el tratamiento LYCO 0.45 M obtuvo una mayor frecuencia en

manchas de 1y 2 células.
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Grafica 2. Frecuencia y distribucién de clones mwh, observados en los tratamientos LYCO (0.45,

0.9, 1.8 iM)/ H,0, vy el testigo Acetona-Hex/ H202*Valores estadisticamente significativos de
acuerdo con la Prueba Kolmogorov-Smirnoff (p < 0.05).

Para los tratamientos de LYCO/MMS, todos (LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 M) obtuvieron
un distribucién estadisticaomente diferente a la de su testigo Acetona-Hex/MMS
(Grdfica 3) presentando en todos los tratamientos una mayor frecuencia en las

manchas de 2 células.
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Grafica 3. Frecuencia y distribucién de clones mw#, obtenidos en los tratamientos LYCO (0.45,

0.9, 1.8 M)/ MMS vy el testigo Acetona-Hex/ MMS.* Valores estadisticamente significativos de
acuerdo con la Prueba Kolmogorov-Smirnoff (p < 0.05).

DISCUSION

LYCO/MMS

La alteracién en la distribucion de clones mwh obtenida con el tratamiento LYCO

1.8 IM/MMS, coincide con la significancia estadistica para la frecuencia de manchas
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del mismo tratamiento, y apoya la idea de que hubo una menor frecuencia de

dafo genotdxico por efecto del LYCO posiblemente por la via de la apoptosis.

Para explicar esto, se debe tener en cuenta que el LYCO es altamente susceptible
a la oxidacion debido a la presencia de 11 dobles enlaces conjugados (Khachik et
al,, 1992 en Zhang et al, 2003). Zhang et al. (2003) sugieren que los productos de
oxidacion de los carotenos tienen potencialmente efectos biolégicos en la salud
humana y mencionan especificamente que los productos de oxidaciéon del LYCO
son los que le pueden inducir la apoptosis; sin embargo, no se sabe de manera cla-
ra si estas reacciones se pueden presentar en un sistema /in Vivoy si estos productos
son benéficos o no para los sistemas biolégicos; también sugiere que estos produc-
tos pueden “llevarse a cabo” in Vivo por accidon de enzimas especificas (que el au-

tor no menciona) y/o por reacciones del LYCO con ROS.

Se han identificado los productos de la auto-oxidacién del LYCO en varias condi-
ciones oxidativas /in Vitro, que pueden ocurrir in vivo (Kim et al, 2001 en Zhang et

al. 2003).

También hay que tener en cuenta que la alquilaciéon celular del DNA provocado
por el MMS, puede causar un poco de darno oxidativo (Mangal et al., 2009); el
efecto del tratamiento LYCO 1.8 yM/MMS puede compararse con lo que reporta-
ron Tada-Oikawa et al. (1999) quienes en su estudio encontraron que la forma-

cion de H,0, precedié a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial in-
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ducido por el proceso de apoptosis y que el dano al DNA y la produccién de H,0,
probablemente fueron eventos paralelos provocados por el fdrmaco alquilante
Duamycin. Por lo tanto, es probable que, en este trabajo, el LYCO haya tenido un
efecto pro-apoptético por su interacciéon con las ROS, al ser oxidado por estas es-
pecies reactivas se promoveria la formacién de sus productos de oxidacion los cua-

les pueden dar el efecto apoptético (Zhang et al 2003).

Scolastici et al (2007) encontraron que el LYCO tuvo un efecto “protector” cuan-
do se administré antes o simultdneamente al MMS, tanto en el ensayo cometa
como en el de microndcleos. Los autores sugieren que el LYCO puede reducir el
dario producido por la alquilacién del MMS cuando es administrado antes o simul-
taneamente a la genotoxina y concluyen que el LYCO es un compuesto capaz de
ejercer actividades anti-mutagénicas y anti-genotéxicas in itro aunque algunos
autores consideran que puede ser muy prematuro llevar a cabo ensayos clinicos
con LYCO (Yeh y Hu, 2000) ya que en los estudios in Vitro no se tienen en cuenta

la compleja situacion homeostéatica que ocurre in Vivo.

Por otro lado, es probable que el LYCO, en las concentraciones utilizadas, tenga
una actividad parecida a la del B-caroteno el cual se ha reportado que induce
efectos citostdticos en concentraciones de hasta 20 M, que reducen la viabilidad
celular y tiene efectos citotéxicos en concentraciones maés altas y puede actuar co-

mo un agente proliferativo e inductor de apoptosis, dosis-dependiente (Palozza et
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al, 2002 y 2001). En el estudio de Palozza et al, 2001, el 3-caroteno afecté la ex-
presion del gen Bc/-2 por un mecanismo que implica un aumento de los niveles de
ROS. Sus datos apoyan la hipétesis de que ROS esta relacionada con la actividad
de Bcl-2 en el proceso de la apoptosis y sefiala la importancia de demostrar si la
expresion de Bc/-2 es modulada por B-caroteno a un nivel pre- o post-

transcripcional.

También es posible que el LYCO actie como un agente redox, al igual que el 3-
caroteno, protegiendo contra los radicales libres en ciertas circunstancias (antioxi-
dante) y promoviendo la formacién de los mismos en otras (pro-oxidante) (Paloz-
za et al, 2002; Yeh y Hu, 2000), esto en funcién de la concentracién del caroteno
en la célula, en la tensién del oxigeno en el ambiente biolégico, asi como del esta-
do redox celular (Palozza et al,, 2001). Los autores reportan que el carotenoide en
realidad actué como un modulador intracelular de la producciéon de ROS en las
células tumorales y que a través de esta modulacién se regula el crecimiento celu-

lar del tumor.

Yeh et al. (2005) demostraron que el LYCO aumenta el estrés oxidativo inducido
por UVA en células C3H. Los autores sugieren que debido a la radiacion UVA el
LYCO puede producir productos de oxidacion que son los responsables de sus efec-

tos pro-oxidantes.
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LYCO/H,0,

El H,O, es capaz de interactuar con el DNA a través del oxigeno altamente reac-

tivo y especies radicales que causan gran dano oxidativo (Ratnam et al, 2006).

En el caso del testigo oxidante H,O,, los tratamientos con LYCO no obtuvieron
ningdn efecto reflejaodo en SMART; y en la distribucién de clones mwh solo el tra-

tamiento LYCO 0.9 iM/ H,0O, alteré la division celular.

En 1993 Furukawa et al. probaron la actividad mutagénica del H,O, con la prue-
ba SMART en ala de D. melanogaster, y reportaron que la actividad de catalasas
de las pupas alimentadas con H,0O, se incrementé 158 veces. Los autores considera-
ron que la funcién de antioxidantes como la catalasa parece proteger contra el

dario oxidativo al DNA en D. melanogaster.

Kawai y Furukawa (1995) examinaron el efecto oxidativo del H,O, en D. melano-
gaster mediante el método de CL-HPLC y determinando la formacién de radica-
les libres en D. melanogaster con el ESR (JEOL RE-2X), encontraron que la activi-
dad mutagénica y el dafio al DNA por parte del H,O, fueron negativos, y conside-
raron que el DNA estaba “protegido” por catalasas, antioxidantes y sistemas de

reparacion.
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LYCO/Agua

La tendencia a la disminucion de la tasa de mutacién esponténea con LY-
CO/Agua v significancia para LYCO 1.8 pM/Agua concuerda con lo reportado por
Guttenplan et al. (2001) quienes mencionan que su estudio apoya parcialmente el

papel del LYCO en la reduccién de mutaciones espontdneas.

Es posible que en este tratamiento estemos observando la actividad antioxidante
del LYCO la cual ha sido reportada por Rao y Shen (2002) y Shi et al,(2007); ya

que en ambos estudios redujo eficientemente los marcadores oxidativos.

Disolvente Act-Hex

La eleccion de acetona 2%-Hexano (Acetona-Hex) como disolvente del LYCO fue
una necesidad dada por el caracter lipofilico de este carotenoide. No se encontra-

ron diferencias significativas entre las frecuencias de manchas al comparar los tes-
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tigos Agua-Agua vs Act-Hex/Agua pero en cuanto a la distribuciéon de clones
muwh, el testigo Act-Hex/Agua tuvo una distribucion estadisticamente diferente a

la de Agua-Agua (ANEXO 1).

Por otro lado, el mayor dano genotdxico encontrado en el testigo Acetona-
Hex/MMS (Anexo 3) cuando fue comparado con Agua/MMS puede explicarse te-
niendo en consideracion las polaridades de la acetona (polaridad media), el he-
xano (no polar) y el MMS (polar); como ya se sabe, los compuestos que son no po-
lares, neutros o que tienen grupos polares débiles se difunden a través de las
membranas celulares mucho mas facilmente que los compuestos con carga polar

(Bevan et al. 1982; Bowman & Ran, 1985).

Ya sea por difusion o por la corriente que originan las diferencias hidrostaticas y
osméticas a través de la membrana y de la magnitud del flujo de agua, ésta pue-
de arrastrar consigo moléculas (Goodman & Gilman, 2007) como el MMS. La
membrana celular se puede conducir como si estuviera atravesada por pequerios
“poros” o canales acuosos que permiten el paso libre de moléculas hidrosolubles y
del agua misma (Bowman & Ran, 1985; Goodman & Gilman, 2007). En general los
canales pueden estar abiertos o cerrados y estos son fendmenos por completo
aleatorios (Goodman & Gilma, 2007) aunque pudieron haber sido mediados por

la mezcla Acetona-Hex.
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Es probable que, a través de los mecanismos ya descritos, la mezcla Acetona-Hex,
haya facilitado la entrada de una mayor cantidad de MMS al interior de la célula,
causando asi un mayor dano cuando fue utilizada dicha mezcla como pre-

tratamiento.

CONCLUSIONES
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e EIl pre-tratamiento LYCO 1.8 yM disminuyé la frecuencia de manchas pe-
quenas en el tratamiento Agua y la de todas las manchas en el tratamiento

MMS.

e Los tratamientos LYCO/ Agua alteraron la division celular en los discos ima-
ginales de las alas y las manchas de una célula tuvieron la frecuencia ma-

yor.

e Se propone que esto se debe al efecto inductor de apoptosis del LYCO que

se ha descrito en la literatura.

e El H,0, no resulté ser un buen testigo oxidante D. melanogaster, posible-
mente por la accién de catalasas, aunque se debe investigar mas para con-

firmar esto.

e El aumento del dafo provocado por el agente MMS, al pre-tratar las larvas
con el disolvente Acetona-Hex, podria deberse a la menor polaridad de és-

te, lo cual habria facilitado el ingreso del MMS a la célula

e EIl disolvente Acetona-Hexano alteré la division celular y las manchas de
una célula tuvieron la frecuencia mayor, pero de manera diferente a la ob-

tenida con los tratamientos LYCO.

RECOMENDACIONES
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En investigaciones posteriores (con el mismo protocolo de investigacion), se propo-

ne que:
e Se realice la cuantificacion de catalasas, para asegurar su actividad.
e Medir marcadores de apoptosis

¢ Medir marcadores de estrés oxidativo (8-oxo-dQG)
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ANEXO 1

Distribucién de clones mwh de los testigos Agua/Agua y Act-Hex/Agua.
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Gratfica 4. Frecuencia y distribucion de clones mwh, obtenidos en los testigos Agua/
Agua y Acetona-Hex/ Agua. ﬁalores estadisticamente significativos de acuerdo con
la Prueba Kolmogorov-Smirnoff (p < 0.05).

ANEXO 2

Prueba de Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART) en ala.
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Se fundamenta en la pérdida de la heterocigosis de los genes marcadores
en células de los discos imagales de las larvas transheterocigétas (mwh + /
+ flr) expuestas a genotdxicos y/o tratamientos agudos o crénicos a dife-
rentes edades (48-92 h), que se expresa con la formaciéon de un clon de
células muntantes que después de la metamorfosis se expresan como

“manchas” o clones de tricomas en alas de los organismos adultos.

Se utilizan dos marcadores que afectan la apariencia de los tricomas de

las alas:

o multiple wing hairs” (mwh/mwh). Contiene una mutacién homoci-
gética viable localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-
0.3), que produce tricomas mdiltiples en las alas en lugar del trico-

ma Gnico de la condicién silvestre.

o “flare” (fir/TM3, Bd®). Se caracteriza por tener una mutacién que
afecta la forma de los tricomas, localizada en el brazo izquierdo
del cromosoma 3 (3-38.8) y es letal en homocigosis. Los alelos fI*
pueden conservarse en las lineas de D. melanogaster introduciendo
un balanceador con mudltiples inversiones y un marcador dominan-
te que es letal en estado homocigético, y que estan presentes en la

linea flr/TM3,Bd"; “flare, Three Multiple 3, Beaded-Serrate’.
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Como ya se mencion6é anteriormente el dano producido en los discos
imagales de la lava es evidenciado en el fenotipo de los tricomas de la
cuticula del ala del adulto. Las manchas simples se observan como trico-
mas multiples (mwh) o mal formados (fir’) que pueden indicar delecién,
mutaciéon puntual y no disyuncion. Las manchas gemelas indican recom-
binacién por lo que se observan los dos tipos de marcadores flr y mwh

(Graf, 1995).

Estas “manchas” se pueden observar y contabilizar con ayuda del micros-
copio optico y analizar por medio de estadisticos, comparando el tipo y
frecuencia de manchas en alas de los organismos expuestos contra las ob-

tenidas en los organismos no expuestos (Graf et.al. 1984).

Las dimensiones de las manchas dependen del momento de la edad lar-
varia en que se provocd la mutacion o la recombinaciéon y se formé el
clon. Por ejemplo cuando se observan clones mwh de manchas grandes,
significa que el dario fue e los primeros momentos de diferenciacién lar-
val; cuando la frecuencia de estos clones es elevado en manchas peque-
fas quiere decir que el dafo no fue provocado a temprana edad larval

(Graf, 1995).
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