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La vida estd llena de suefios, que nos permiten estar despiertos,
Escucha las voces, confia en cada paso que das que cada derrota
serd el comienzo para llegar a la gloria.

Arriesgarte produce ansiedad pero no hacerlo significa perderse a
uno mismo.
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RESUMEN

A lo largo de su vida un ser humano esta expuesto a una gran cantidad de
xenobiéticos, estos pueden llegar a generar enfermedades crénicas
degenerativas. Por ende se han investigado compuestos que ayuden a prevenir,
controlar y abatir dichas enfermedades. El Resveratrol (RES) es una fitoalexina
producida en las plantas ante el estrés ambiental y el ataque patogénico. Las
uvas, arandanos, cacahuates y vino tinto son las principales fuentes de RES en la
dieta humana. Este compuesto ha demostrado tener diversas propiedades tanto
benéficas como perjudiciales para la salud. Por lo anterior, se evalué los efecto del
RES sobre el dafio producido por el promutdgeno Uretano (URE) en la cruza
estandar (CE) de la prueba SMART en ala de D. melanogaster, exponiendo larvas
de tercer estadio a los tratamientos y co-tratamientos crénicos siguientes: agua
miliQ, EtOH 1%, URE 20 mM, RES (0.010, 0.043 y 0.172 mM), y RES-URE. Todos
los tratamientos y co-tratamientos se realizaron por triplicado y en tres
experimentos independientes. Se revisaron las alas de fenotipo silvestre a 40x y
los resultados se analizaron con: SMART PC-version 2.1, la prueba U de Mann-
Whitney y Wilcoxon y la prueba Kolmogorov-Smirnov. Los resultados indicaron
que el RES a la concentracion 0.010 mM causé dafio genotdxico; en co-
tratamiento la concentracion 0.043 mM mostré posible efecto quimiopreventivo al
disminuir significativamente el dafio causado por URE, y a la concentracion 0.172
mM aumentd significativamente el dafio provocado por el URE, lo cual puede
atribuirse a un posible efecto pro-oxidante por parte del RES que se hubiera
sumado al efecto genotéxico del URE. Por ultimo, todos los tratamientos y co-
tratamientos con RES provocaron alteracion de la division celular en las células de
los discos imaginales del ala, lo cual podria indicar modulacién en el ciclo celular,
quizds como resultado de un efecto citotdéxico u apoptético. Por lo anterior, se

concluye que el RES es genotdxico y modula la genotoxicidad del URE.

Palabras Claves: Uretano, D. melanogaster, resveratrol, quimioprevencion y
SMART en ala.

10



INTRODUCCION

El ser humano se encuentra en constante exposicion a factores fisicos, quimicos y
biol6gicos(xenobidticos) los cuales pueden ingresar al organismo y provocar
lesiones en el material genético (Brusick, 1988).

Los efectos toxicos de los xenobidticos sobre el material genético (DNA) son
estudiados por la Toxicologia Genética, ciencia multidisciplinaria, que identifica y
analiza la accion directa (mutagenos) o indirecta (promutagenos) de agentes que

modifican los componentes hereditarios de los sistemas vivos (Brusick, 1988).

La toxicologia genética tiene como principal funcion evaluar el dafio al DNA en sus
dos estirpes celulares: somaticas y germinales. Por ende desarrollan pruebas y
métodos para definir el impacto de los xenobio6ticos en la integridad de del DNA
(Vogel, 1991).

El término xenobiotico, es usado para describir aquellas sustancias ajenas al
cuerpo, por ejemplo: compuestos vegetales, medicamentos, pesticidas,
cosméticos, fragancias, aditivos alimentarios, productos quimicos industriales y
contaminantes ambientales, que tienen la capacidad de ingresar al cuerpo por
absorcion, inhalacion o ingestion (Xu et al., 2005). Los xenobidticos no pueden ser
utilizados como nutrientes en las diferentes vias metabdlicas, por lo que una vez
dentro del organismo gran parte de estos compuestos estan sujetos al
metabolismo xenobidtico para ser eliminados del cuerpo; sin embargo, algunos por
Su naturaleza pueden atacar centros nucleofilicos tales como en el DNA y ejercer
un efecto genotdxico (de accién directa), o bien puede ser biotransformados a
genotoxinas por enzimas metabdlicas, tales como los Citocromos P450 (CYP450s)
en cuyo caso son de accion indirecta y se llaman promutagenos. La lesion que
pueda llegar a producir un xenobidtico en el DNA puede ser reparada eficiente o
ineficientemente, de tal manera que el dafio genético inicial se eliminara, se fijara
0 aumentara expresandose en las diferentes celulares, tal como se muestra en la
Figura 1 (Brusick, 1988).

11
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Figura 1. Interaccion del xenobiético con el material genético

Existen algunos xenobioticos de origen natural que han sido objeto de estudio
debido a que provén al organismo un efecto quimiopreventivo , al disminuir el dafio

causado por agentes genotoxicos, citotoxicos etcétera (Xu et al., 2005).

La quimioprevencion consiste en el empleo de determinadas sustancias quimicas,
naturales o sintéticas que impidan o reviertan el desarrollo de enfermedades
cronico degenerativas. (Martinez, 2000). Los productos mas empleados en la
quimioprevencion son aquellos que han demostrado actividades antimutagénica,
antiproliferativa y/o antioxidante en mayor o menor grado (Pefialver, 2000).

12



RESVERATROL (RES)

RES es una fitoalexina que se produce en las plantas durante los momentos de
estrés ambiental y ataque patogénico. Es insoluble en agua, pero se disuelve en
etanol(EtOH) y dimetilsulfoxido (Aggarwal et al., 2004).

El RES se detectdé por primera vez en 1949 en las raices del Eléboro Blanco
(Veratrum grandiflorum) (Langcake y Price, 1977), mas tarde en 1963 fue aislado
de las raices de Polygonum cupsidatum, una planta utilizada en la medicina
tradicional china (Silva et al., 2008). Actualmente, se ha encontrado en por lo
menos 72 especies de plantas, algunas de las cuales son componentes de la dieta
humana, tales como el cacahuate, arandano, mani, uvas, entre otras (Figura 2)
(Dercks y Creasy, 1989). Se ha estimado, que el RES en la piel de uva contiene
aproximadamente 50-100 ug por gramo. En vinos tinto, las concentraciones se

encuentra entre 1.5-3 mg (Chun-Fu et al., 2013)

El RES presenta dos estructuras isomericas: cis y trans (Figura 3). La forma trans
(trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno) es la mas comdn y posee mayor actividad
biolégica (Robert et al., 2006). Sin embargo, a partir de estudios en animales y en
humanos, se sabe que el isémero predominante que se ingiere por via oral en los
alimentos es el trans-RES- glucosido (piceido), que se transforma biol6gicamente
y se elimina rapidamente. Por lo tanto, las formas conjugadas de RES son las que

llegan a los tejidos y en los que ejercen su efecto bioldgico (Lucas et al., 2004).

El RES posee diversas propiedades benéficas para la salud, tales como: efecto
antiinflamatorio, antitumoral, antiosteoporético, antimicrobiano, antioxidante,
anticancerigeno y quimiopreventivo (Millan et al.,, 2008). También se ha
demostrado que extiende el periodo de vida de diversos organismos como

levadura, moscas (Howitz ,2003) y vertebrados (Valenzano, 2006).
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Figura 2. Principales fuente de RES.

(Tomado de: Aggarwal et al., 2004)
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trans-resveratrol cisresveratrol

Figura 3. Estructura quimica de RES trans y cis (Tomado de Vifa et al., 2013.)
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El efecto quimiopreventivo que presenta el RES puede ser debido a:

()

(ii)

La detencion del ciclo celular y activacion de apoptosis, suprimiendo la
proliferacion de una amplia variedad de células cancerigenas como
linfoides, mieloides, mama, colon, pancreas, estdbmago, prostata,
cabeza, cuello, ovario, higado, y pulmén. Aggarwal et al. (2004)
demostraron que el RES a las concentraciones (0.010 y 0.100 mM)
activd apoptosis en células SW480 de cancer de colon en humano.
Wolter et al. (2001) reportaron que el RES inhibe el crecimiento y
proliferacion de células Caco-2 a través de la apoptosis, encontrando
aumento de la actividad de la caspasa-3 y la expresion de ciclinas E y A,
disminuyendo los niveles de ciclina D1 y quinasa dependiente de ciclina
4 (CDK4), lo que ocasion0 la detencion del ciclo celular en las fases S 'y
G,.

La inhibiciébn de las enzimas de Fase-lI del metabolismo xenobiotico,
tales como los CYP450s, que constituyen una superfamilia de
isoenzimas hemoproteinas de gran importancia en la oxidacion de
compuestos endogenos, farmacos, contaminantes ambientales,
productos quimicos y activacion de pro-cancerigenos (Guengerich et al.,
2003). ElI RES ha demostrado ser un potente inhibidor de CYP1Al
CYP1B1, CYP3A4, CYP3A5 y CYP2E1 este Ultimo activa compuestos
pro-cancerigenos (Lucas et al., 2004). Revel et al. (2003) demostraron
que el RES reduce la inhibicion de la bioactivacién del promutageno
benzopireno, suprimiendo los efectos perjudiciales de éste en el tejido

pulmonar in vitro.
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URETANO (URE)

Carbamato de etilo también conocido como uretano (NH,COOCH,CHg3) (Figura 4)
se forma por la reacciébn de pH acido de EtOH con diversos compuestos que
poseen un grupo carbamilico, como la urea producida por las levaduras, o la
citrulina producida por bacterias lacticas a partir de arginina (Bordons et al., 2004).
El URE se encuentra en alimentos fermentados tales como pan y yogurt, en
bebidas alcohdlicas tales como cerveza y vino (Uthurry et al., 2004) y en las hojas
y el humo del tabaco (Sakano et al., 2002).

CH,

O

o~

NH,

Figura 4. Estructura quimica del Uretano

La principal fuente de exposicion del URE para el ser humano es por consumo de
bebidas alcohdlicas. Se ha encontrado que la cantidad de URE en promedio es de
1,073 ppb en la mayoria de cervezas y aguardiente de frutas, 50 a 200 ppb en
whiskies y 7-12 ppb en vinos de mesa (BATF, 1987;BATF 1988).

En la actualidad se sabe que el URE puede ocasionar problemas para la salud ya
que ha provocado linfomas, hepatomas, melanomas y tumores de pulmén en
animales de laboratorio (Hubner et al.,1997; Sakano et al.,, 2002). Por estas
razones la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) ha

clasificado al URE dentro del grupo 2B, que corresponde a los compuestos con
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suficiente informaciébn sobre su potencial cancerigeno en animales de

experimentacion, pero insuficiente en el hombre (IARC, 1987).

El URE es utilizado como genotdxico en muchos ensayos de toxicologia genética
in vivo e in vitro (Bateman, 1976; Allen et al., 1982). Frolich y Wirgler (1990)
reportaron que el URE a la concentracion de 20 mM fue genotoxico en la cruza
estdndar de SMART en ala de D. melanogaster. Anderson y Styles (1978)
demostraron que el URE es mutagénico en la prueba de Ames. y se ha
demostrado que el CYP4502E1 es el responsable de su metabolismo en
mamiferos del URE (Yamamoto et al., 1990; Forket y Lee 1997; Lee et al., 1998)
Wild (1991) determin6 que dos metabolitos del URE (N-hidroxiuretano y vinil

carbamato) inducen micronucleos en eritrocitos de médula 6sea de ratén.
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METABOLISMO XENOBIOTICO DEL URE

El URE es un promutdgeno, es decir requiere activacion por metabolismo
xenobidtico (MX) para convertirse en una genotoxina y ocasionar dafio al material
genético (Miller y Miller, 1983).

El MX de URE puede llevarse a cabo por tres vias. En la via principal 90 % del
URE administrado es hidrolizado por enzimas esterasas a etanol, amonio y dioxido
de carbono, estos compuestos son hidrosolubles, por lo que son excretados sin
causar dafio (Woo Cha et al., 2000). En la segunda 0.1 % es convertido por los
CYP450s a N-Hidroxiuretano el cual es oxidado a un radical nitroso o puede ser
convertido por esterasas a hidroxilamina lo cual puede causar dafio al DNA. En la
tercera 0.5 % es transformado por los CYP450s (CYP2E1 para mamiferos) a vinil
carbamato (VC) y éste a su vez a vinil carbamato epoxido (VCO) (Sakano et al.,
2002; Woo Cha et al., 2000), el cual puede unirse covalentemente a proteinas,
RNA y DNA formando aductos (Ribovich et al., 1982; Miller y Miller, 1983: Fossa et
al., 1985. Frolich y Wirgler 1990). Sakano y colaboradores en el 2002 reportaron
que la hidroxilamina puede llegar a producir 6xido nitrico in vivo causando dafios
por oxidacion y depurinacion del DNA en presencia de cobre, el cual puede ser
obtenido de las regiones heterocrométicas de la cromatina. Mientras que Scherer
y colaboradores en 1986 demostraron que el URE forma aductos 7-(2" oxoetil)

guanina en el DNA de células hepéticas de rata.
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Figura 5. Metabolismo xenobiético de URE tomado de Hoffler et al., 2005.
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ANTECEDENTES

Efecto genotoxico de RES

Autor y ano Prueba Resultados
Gbomez, SMART en ala de La concentracion 0.010 mM de RES fue
2013. D. melanogaster genotoxica en la cruza estandar.
Schmitt et MN RES a concentraciones (200 mM) induce
al., 2002. micronucleos en células de linfoma de raton

L5178 y en células V79 de hamster chino.

Matsuoka et Prueba de Ames
al., 2001. Salmonella
typhimurium y

Escherichia coli

Las concentraciones 0.02 y 5000 ug de RES
fueron negativas en todas las cepas.

Mitrut et al., Paper RES induce micronucleos en células de
2009 adenocarcinoma gastrico a las
concentraciones 0.005mM, 0.010mM y
0.043mM La mayor incidencia de
microndcleos fue a la concentraciéon
0.043mM de RES
Matsuoka et Intercambio de El RES induce ICH de manera dosis -
al., 2001. crométidas dependiente en concentraciones por arriba

hermanas (ICH)

de 0.044 mM e Inhibid la proliferaciéon celular
a 0.099 mM.

Matsuoka et MN
al., 2001.

El RES indujo micronucleos a
concentraciones 0.011, 0.022, 0.044 y 0.099
mM.
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Efecto citotoxico de RES

Autor y ailo g Prueba

Evaluacion de la

Matsuoka et

Resultados

Citotoxicidad de RES a la concentracion de

al., 2001. actividad citotoxica | 0.099 mM. En células pulmonares de hamster
chino (CHL)
Scott 2002 Review Los isomeros de RES (cis y trans) a
concentracion (0.050 mM) disminuyeron el
crecimiento de células MCF-7 por
citotéxicidad
Schmitt et Ensayo de RES a concentraciones altas (200 mM)
al., 2002 micronucleos presenta efecto citotoxico en células de
linfoma de ratén L5178 y V79 de hamster
chino
Osman et Evaluacion de la RES a la concentracién 0.063 mM aumento
al., 2012 actividad citotoxica | la citotoxicidad de DOX (farmaco empleado

en cancer) en células de cancer de mama
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Efecto de RES sobre ciclo celular y apoptosis

Autor y ano Prueba Resultados
Aggarwal et Review RES a concentraciones de 0.010 a 0.100 mM
al., 2004. activa diversas caspasas Yy apoptosis en células
de cancer de colon de humano SW480.
Andlisis del
Wolter et al., | ciclo célular. RES inhibe el crecimiento y proliferacion de
2001. células Caco-2 a través de la apoptosis,
Ensayo de deteniendo el ciclo celular en las fases S y G..
apoptosis.
Toloi et al., Review RES a concentraciones > 0.020 mM induce
2012. muerte celular en células de carcinoma de vejiga
urinaria ECV304
Yun Lin et Review RES activa p53, induciendo de esta forma la
al., 2011 detencion del ciclo celular (arresto) o apoptosis.
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Efecto quimiopreventivo de RES

Autor y afio Prueba Resultados

Geschery RES induce efecto quimiopreventivo in vivo
Steward, a dosis (0.2-2 mg / Kg) e in vitro a
2003. concentraciones >0.005 a 0.100 mM.

RES es un potente inhibidor de los
Lucas et Activacion de CYP450s (CYP1B1, CYP3A4, CYP3A5y
al., 2004. Monoxygenasa. CYP2EL).

Estudios de inhibicion

Inmunohistoquimica. | RES es capaz de reducir significativamente

Revel et al., la genotoxicidad del benzopireno en tejido

2003. Ensayo de apoptosis. | pulmonar in vitro mediante la inhibicion del
CYP1A1 que metaboliza a este ultimo

Quincozes RES inhibe la frecuencia de micronicleos
et al., 2010 inducida por El H,O; en células astrogliales

Yan et al., § Actividad de radicales RES protege al DNA del dafio oxidativo
2011 hidroxilo por Walling | provocado por EtOH en linfocitos perifericos
humanos
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Efecto pro-oxidante de Res

Prueba

Resultados

Ahmad et § Determinacién de la Las concentraciones de RES (0.004-0.008
al., 2004. j viabilidad celular y la | mM) en células de leucemia humana inhiben
fragmentacion del la activacion de las caspasas y la
DNA. fragmentacion del DNA inducida por H,O,
Determinacion de la A estas concentraciones de RES (0.004-
actividad de la 0.008 mM) presenta un efecto pro-oxidante
caspasa-3y -9. incrementando el O, intracelular.
Leo et al., Andlisis de Estrés Revelaron que el tratamiento durante 24 h a
2013 Oxidativo dosis entre 0.215 y 1 mM de RES provocé un
efecto pro-oxidante
Fukuhara yj Ensayo de escision La actividad pro-oxidante de RES fue en
Miyata del DNA presencia de iones de metales de transicion
(1998) tales como el cobre; la degradacion del DNA

por el RES fue mayor en presencia de cobre
(10-100 mM) y menor en su ausencia (200
mM de RES).
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JUSTIFICACION

El ser humano se encuentra expuesto de manera constante e inevitable a factores
externos o xenobidticos los cuales pueden actuar de manera individual o en
conjunto para iniciar o promover enfermedades terminales y degenerativas. Por
ello en la actualidad diversos estudios se han enfocado al uso de compuestos de
origen natural que pudieran ayudar a prevenir, combatir y evitar este tipo de
enfermedades, uno de ellos es el RES, llamado “elixir juventud”, el cual ha
demostrado tener propiedades antioxidantes, anticancerigenas y

quimiopreventivas.

Hipotesis:

Debido a las diversas propiedades benéficas que se le atribuyen al RES, se
espera que en co-tratamiento con el promutdgeno URE reduzca el efecto
genotéxico de este Ultimo en la prueba SMART en ala de D. melanogaster.

Objetivo general:

Efecto modulador del RES contra el promutageno URE con SMART en ala de D.
melanogaster, cruza estandar (CE).

Objetivos Particulares:

v" Determinar el efecto de tres concentraciones de RES en SMART en ala
de D. melanogaster.

v' Evaluar el efecto del RES en co-tratamiento con URE en la prueba
SMART en ala de D. melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS.

QUIMICOS

v

URETANO (CARBAMATO DE ETILO) NH2COOC2H5. CAS. 51-79-6, 99%
de pureza, peso molecular 89.09, obtenido de (Fluka 94300) CAS. 51-79-6.

RESVERATROL (RES) 3,4’,5-trans-trihidroxiestilbeno, aislado de la Yucca
periculosa por la Dra. Ana Maria Garcia Bores del Laboratorio de
Fitoquimica (UBIPRO) de la FES-Iztacala, UNAM.

ETANOL CH3CH2. CAS. 64-17-5, 99% de pureza y el ENTELLAN. CAS.
1.07961 fueron obtenidos de ©Merck ,Darmstadt, Alemania.

Medio instantdneo Carolina (MIC) obtenido de Carolina Biological Supply
Company Burlington, N.C. USA.

Solucién conservadora (5 mL de Tegosept 12% (EtOH), 5 mL de acido
propiénico: acido ortofosférico (1:10) aforados a 1 L de agua) (Duefas et

al., 2002).

Nipagin metilparabeno (Tegosept) CH300CCzC,OH. CAS. 99-76-3,
obtenido de Farmacia Paris, México.
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BIOLOGICOS.

v Lineas mutantes de D. melanogaster flare® (fir’/TM3 Bd®) y multiple wing
hair (mhw/mhw) del Laboratorio de Genética Toxicologica de la Fes-
Iztacala, UNAM. Donadas originalmente por el Dr. U. Graf del Instituto de
Toxicologia (Swiss Federal Institute of Technology) y de la Universidad de

Zurich, Schwerzenbach, Suiza.

v" Puré de papa Maggie® como medio de cultivo estandar.

v' Levadura fresca La Florida®.

PROPAGACION DE LINEAS MUTANTES DE Drosophila melanogaster.

Las lineas multiple wing hair y flare se propagaron en frascos de vidrio de 250 mL
(Figura 6) con un medio de cultivo de hojuelas de papa deshidratada y 20 mL de la
solucién conservadora A (5mL de acido propionico + 5 mL de Tegosept al 12 %
(OH) aforados a 1L de agua corriente), con el fin de evitar el crecimiento de
bacterias y hongos. Se incubaron a 25° C, 65% de humedad relativa (HR) y

obscuridad total (Duefias et al., 2001).

Figura 6. Frascos lecheros donde se realiza la propagacion y mantenimiento de las

diferentes lineas.
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CRUZA ESTANDAR (CE)

Las hembras virgenes de la linea flare y machos multiple wing hair se aislaron y se
cruzaron con en proporcion 3:1. Se colocaron en frascos con medio de puré de
papa Yy soluciéon conservadora “A” durante tres dias a una temperatura de 25° C,
65% HR y obscuridad total.

COLECTA DE HUEVOS

El medio de levadura fresca se colocd en frascos de 250 mL dejandolo reposar
durante 24 h. Pasado este tiempo se colocaron en los frascos moscas adultas
procedentes de la cruza CE y se incubaron durante 8 horas. Finalmente se
retiraron las moscas adultas y los frascos con la colecta de huevos se regresaron
a la incubadora. Después de 72 + 4 h se recuperaron larvas de 3er estadio,
diluyendo rapidamente la levadura con agua corriente y haciéndola pasar por una

coladera de acero inoxidable de malla fina.

DISENO EXPERIMENTAL

Tres experimentos independientes se realizaron con tres réplicas por tratamiento
agregando aproximadamente la misma cantidad de larvas de 72 + 4 h en tubos de
ensayo con 0.5 g de DIM y 2 mL de las diferentes soluciones. Los tratamientos

evaluados se muestran en la Tabla |I.
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Tabla I. Tratamientos crénicos evaluados a larvas de la cruza estandar.

Controles Controles Tratamientos Co- tratamientos
negativos Positivos RES

Agua MiliQ URE 20 mM+agua RES 0.010 mM RES 0.010 mM /
URE 20mM

EtOH 1% URE 20 RES 0.043 mM RES 0.043 mM/
mM+EtOH URE 20 mM

RES 0.172 mM RES 0.172 mM/
URE 20 mM

De acuerdo con Cottart et al. (2010) la concentracion de RES descrita en plasma humano es de
0.043 mM en este trabajo también se prob6 dicha concentracién, una arriba del nivel (0.172 mM) y
otra por debajo (0.010 mM).

Las larvas tratadas permanecieron en la incubadora a 25 °C y 65 % de humedad

relativa hasta que emergieron como imagos.

DISECCION DE ALAS, MONTAJE Y ANALISIS EN MICROSCOPIO

Los imagos se fijaron y almacenaron en frascos con EtOH al 70%, después se
disectaron las alas de las moscas con fenotipo silvestre (trans-heterocigotas), se
montaron en preparaciones permanentes con la resina Entellan® dejandolas secar
por un dia para aplicar el cubreobjetos. Finalmente, se analizaron las superficies
dorsal y ventral de las alas con un microscopio a 400x para detectar las manchas
pequefas, grandes y gemelas (Graf et al.,, 1984). La lectura se realiz6 a doble

ciego para evitar prejuicios.
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ANALISIS ESTADISTICO

El tamafio de muestra Optimo para la prueba es de 55 individuos por tratamiento
porque de esa manera se minimiza la posibilidad de que compuestos ligeramente
genotoxicos den falsos positivos o0 negativos (Frei y Wirgler, 1995) con el
programa estadistico SMART-PC version 2.1, que analiza estadisticamente los
resultados, basandose en la prueba paramétrica de ji* para proporciones (de una
cola), con un grado de libertad y una probabilidad de p< 0.05 (Frei y Wirgler,
1988). Esta prueba asume a priori que un tratamiento dado aumenta la frecuencia
de dafio genético por un cierto multiplo de la frecuencia en el testigo negativo,
permitiendo decidir si la frecuencia de manchas inducidas en los tratamientos
muestran resultados positivos, débiles positivos, negativos o indecisos, basandose

en las siguientes hipétesis:

o Hipdtesis nula (H,): Las frecuencias de mutacion (inducida + espontanea)

de los individuos tratados no es significativamente mayor a la frecuencia del

testigo negativo.

o Hipotesis alternativa (H,): La frecuencia de mutaciones (inducida +

espontdnea) de los individuos tratados es “m” veces mayor que la
frecuencia del testigo negativo (Graf et al., 1984). Donde m, es el factor de
multiplicacion, utilizado para realizar este andlisis estadistico, indicando
cuantas veces debe incrementarse el numero de eventos de los

tratamientos con respecto al testigo para considerar una respuesta positiva.

Debido a que las manchas pequefias (1-2 células) son mas comunes, su
frecuencia sera mayor a la de manchas grandes (mas de 3 células) y manchas
gemelas (expresion de los marcadores mwh y fIr’), asi que el software analiza por
separado todos los tipos de manchas para evitar una sobreestimacion de la

induccion de las manchas menos comunes. De esta manera, para considerar un
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incremento significativo en la frecuencia de manchas pequefias y totales (suma de
todas las manchas) se utiliza m = 2, basado en el doblaje de las frecuencias lo que
es comun en estudios con radiaciones, mientras que para las manchas grandes y
gemelas m =5 (Frei y Wirgler, 1988, 1995).

Cada hipotesis fue probada al 5% de significancia. Con base en estas hipotesis

pueden ser posibles las siguientes decisiones:

s+ Aceptar Ho y rechazar Ha: negativo

% Rechazar Ho y rechazar Ha: indeciso

o

Aceptar Ho y aceptar Ha: débil positivo
+» Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo
(Graf et al., 1984; Frei y Wirgler, 1988).

Los resultados débiles positivos (w) e indecisos (i) obtenidos por SMART fueron
analizados con la prueba no Paramétrica U de Mann-Whitney y Wilcoxon (a = 8 =
0.05), la cual considera la variabilidad entre los individuos y no requiere una
distribucion normal de los datos. Es una prueba que usa STAT-Graphics version
6.0 (Frei y Wurgler, 1995).

Para el analisis de las distribuciones del tamafio de los clones mwh, se aplicé la
prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S), prueba no paramétrica que permite medir el
grado de concordancia entre dos distribuciones, comparando las frecuencias
acumuladas de una distribucion con las de otra. Cuando el valor de p< 0.05 los
resultados indican que hay diferencias significativas entre ambas distribuciones y

por lo tanto una distribucién es diferente de la otra.
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RESULTADOS

TESTIGOS NEGATIVOS (DISOLVENTES)

Las frecuencias y el tipo de manchas por individuo se compararon para cada
testigo, tratamiento y co-tratamiento. Se muestran los resultados del estadistico ji?
de la prueba SMART para PC (Frei y Wiirgler, 1988)

En la Tabla 2A y la Figura 7 se compara el testigo negativo Agua contra el testigo
disolvente EtOH 1% (EtOH). Los resultados indican que no existen diferencias

estadisticamente significativas en ningun tipo de manchas entre estos testigos.

En la Figura 8 se muestran los resultados del analisis de distribucién de clones
mwh de acuerdo con la prueba (K-S) y muestran diferencias estadisticamente

significativas entre estos testigos.
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Figura 7. Frecuencia de manchas pequefas, grandes, gemelas y totales por

individuo de los testigos negativos (p < 0.05).
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Figura 8. Distribucién de tamafio de clones mwh de los testigos negativos (p < 0.05).
El tamafio de clones indica los eventos de division celular de los discos imaginales
de las alas de D. melanogaster [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) 7(33 <)

células] .« Diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla Il. Resumen de los resultados obtenidos con SMART en ala de D. melanogaster para la progenie trans-heterocigota de la

Cruza CE, después del tratamiento cronico en larvas (72 + 4 h) con RES (0.010, 0.043 y 0.172 mM), solo y en Co-tratamiento con

URE (20 mM). Como testigos negativos se usaron EtOH 1% y agua miliQ y como Testigo Positivo URE/EtOH y URE.

Tratamiento Numero Proporcion del nimero de manchas/individuo y el diagndstico estadistico”

(Concentracion) De Manchas pequefias | Manchas grandes | Manchas gemelas | Manchas totales | Clones
ndividuos (1-2 células) (> 2 células) m=5 m=2 mwh

m=2 m=5

Cruza Estandar (CE)

2A)

Agua 77 0.38 (029) 0.08 | (006) 0.00 (00) 0.45 | (035) 0.45 (035)

EtOH 118 0.50 (059) 0.04 | (005) 0.00 (00) | - | 0.54 | (064) | - | 0.54 (064)

2B)

EtOH 118 0.50 (059) 0.04 | (005) 0.00 (00) | - | 0.54 | (064) | - | 0.54 (064)

URE/Agua 60 3.40 (204) 0.37 | (022) 0.00 (00) | - | 3.77 | (226) | + | 3.77 (226)

URE/EtOH 60 0.22 (013) 0.03 | (002) 0.00 (00) 0.25 | (015) 0.25 (015)

2C)

EtOH 118 0.50 | (059) 0.04 | (005) 0.00 | (00) | - | 054 | (064) | - | 0.54 (064)
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RES 0.010 mM 59 069 (041) |- 025 [ (015) [+ | 0.00 | (00) | - [ 0.95 [ (056) | + | 0.95 (056)
RES 0.043 58 050 | (029) |- | 0.09 | (005) | - | 0.00 | (00) | - | 0.59 | (034) | - | 0.59 (034)
RES 0.172 60 0.45| (027) |- | 010 | (006) | - | 0.00 | (00) | - | 0.55 | (033) | - | 0.55 (034)
2D)

EtOH 118 050 | (059) |- 0.04 | (005) | - | 0.00 | (00) | - | 0.54 | (064) | - | 0.54(064)
RES 0.010/URE 55 2.65| (146) |+| 027 | (015) |+ | 0.02 | (01) | - | 2.95 | (162) | + | 2.95 (162)
RES 0.043/URE 34 1.85| (063) |+| 021 | (007) | + | 0.00 | (00) | - | 2.06 | (070) | + | 2.06 (070)
RES 0.172/URE 49 3.67| (180) |+ | 1.10 | (054) | + | 0.00 | (00) | - | 4.78 | (234) | + | 4.78 (234)
2E)

URE/EtOH 60 022 (013) 0.03 | (002) 0.00 | (00) 0.25 | (015) 0.25 (015)
RES 0.010/URE 55 2.65| (146) |- | 027 | (015) | - | 0.02 | (01) | - | 2.95 | (162) | - | 2.95 (162)
RES 0.043/URE 34 1.85| (063) |4 | 021 | (007) | - | 0.00 | (00) | - | 2.06 | (070) | { | 2.06 (070)
RES 0.172/URE 49 3.67| (180) |- | 1.10 | (054) | + | 0.00 | (00) | - | 4.78 | (234) | + | 4.78 (234)

* Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei and Wiirgler (1988, 1995). Prueba estadistica de una cola. m = factor de multiplicacién del riesgo minimo
para evaluar resultados negativos. Resultados: -, negativo; +, positivo; {,, reduccion significativa (p<0.05).
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TESTIGOS POSITIVOS

En la Tabla 2B y la Figura 9 se muestra la comparacion del testigo disolvente EtOH
contra los testigos positivos URE 20 mM/agua (URE) y URE 20 mM/EtOH 1 %
(URE/EtOH). Como se esperaba, los resultados indican que los dos testigos
positivos incrementaron estadisticamente la frecuencia de manchas pequefas,
grandes y totales contra el testigo disolvente EtOH. Por otro lado, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ningun tipo de manchas

entre los testigos positivos URE y URE /EtOH.

En la Figura 10 se muestran los resultados del analisis de distribucién de clones
mwh y de acuerdo con la prueba K-S muestra diferencias estadisticamente
significativas entre los testigos positivos URE y URE/EtOH con respecto al testigo
EtOH; mientras que no se encontraron diferencias estadisticas entre los dos

testigos positivos.
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Figura 9. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por
individuo del testigo EtOH 1 % y los testigos positivos (p < 0.05). iferencia

estadisticamente significativa.
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Figura 10. Distribucién de tamafio de clones mwh del testigo EtOH 1 % vy los
testigos positivos (p < 0.05). El tamafio de clones indica los eventos de divisién
celular de los discos imaginales de las alas de D. melanogaster [1(1), 2(2), 3(3-4),

4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) 7(33 <) células] .*Diferencia estadisticamente significativa.
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TESTIGOS RESVERATROL (RES)

En la Tabla 2C y la Figura 11 se compara el testigo disolvente EtOH contra los
testigos RES 0.010 mM , RES 0.043 mM y RES 0.172 mM Los resultados indican
aumento estadisticamente significativo para manchas grandes y totales sélo para el
testigo RES 0.010 con respecto al testigo EtOH.

En la Figura 12 se muestran los resultados del andlisis de distribucién de clones
mwh y de acuerdo con la prueba K-S hay diferencias estadisticamente

significativas entre todos los testigos RES con respecto al testigo EtOH.
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Figura 11. Frecuencia de manchas pequeias, grandes, gemelas y totales por
individuo del testigo EtOH 1 %y los testigos RES (p < 0.05). Diferencia

estadisticamente significativa.
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Figura 12. Distribucién de tamafio de clones mwh del testigo EtOH 1 % vy los
testigos RES (p < 0.05). El tamafio de clones indica los eventos de division celular
de los discos imaginales de las alas de D. melanogaster [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-
16), 6(17-32) 7(33 <) células]..: Diferencia estadisticamente significativa.
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CO-TRATAMIENTOS RES-URE

En la Tabla 2D y Figura 13 se muestra la comparacion del testigo solvente EtOH
contra los co-tratamientos RES 0.010 mM + URE/EtOH, RES 0.043 mM +
URE/EtOH y RES 0.172 mM + URE/EtOH. Los resultados indican que todos los co-
tratamientos incrementaron estadisticamente la frecuencia de manchas pequefas,

grandes y totales con respecto al testigo EtOH.

En la Figura 14 la distribucion de clones mwh mostr6 que RES 0.010 mM +
URE/EtOH, RES 0.043 mM + URE/EtOH y RES 0.172 mM + URE/EtOH contra
EtOH presentan diferencias estadisticamente significativamente de acuerdo con los
resultados de la prueba K-S.

H EtOH1%

B RES 0.010/URE
M RES 0.043/URE
B RES 0.172/URE

Frecuencia de manchas /
individuo
w

0 | | —|
Pequenas Grandes Gemelas Totales
Tipo de manchas

Figura 13. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por
individuo del testigo EtOH 1 %y los co-tratamientos RES-URE (p < 0.05).
Diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 14. Distribucién de tamafio de clones mwh del testigo EtOH 1 % vy los co-
tratamientos RES-URE (p < 0.05). El tamafio de clones indica los eventos de division
celular de los discos imaginales de las,alas de D. melanogaster [1(1), 2(2), 3(3-4),
4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) 7(33 <) células]. Diferencia estadisticamente significativa.
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En la Tabla 2E y Figura 15 se comparo el testigo positivo URE /EtOH contra los co-
tratamientos RES 0.010 mM + URE/EtOH, RES 0.043 mM + URE/EtOH y RES
0.172 mM + URE/EtOH. Los resultados de SMART indican que el co-tratamiento
RES 0.172 mM + URE/EtOH increment6 estadisticamente la frecuencia de
manchas grandes y fue débil positivo (w) para manchas totales con respecto al
testigo URE/EtOH. La prueba U de Mann-Whitney y Wilcoxon indicO que no existe
diferencia estadisticamente significativa en manchas totales. Por otra parte,
SMART mostré que el co-tratamiento RES 0.043/URE redujo débilmente (w) la
frecuencia de manchas pequefias y totales con respecto a URE/EtOH, reduccion

gue fue confirmada con la prueba U.

Con la Prueba K-S, todos Ilos co-tratamientos mostraron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de clones mwh con respecto al
testigo URE/EtOH.
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Figura 15. Frecuencia de manchas pequefas, grandes, gemelas y totales por
individuo del testigo positivo URE/EtOH 1 % y los co-tratamientos RES-URE (p <
0.05). Diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 16. Distribucién de tamafio de clones mwh de los co-tratamientos RES-URE
(p <0.05) Cruza Estandar. Los tamafo de los clones indican los eventos de division
celular de los discos imaginales de las alas de D. melanogaster [1(1), 2(2), 3(3-4),
4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) 7(33 <) células]..iDiferencia estadisticamente significativa.
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DISCUSION

TESTIGOS NEGATIVOS

La frecuencia de manchas del testigo disolvente EtOH 1 % no presento diferencias
significativas con respecto al testigo Agua, por lo que en esta prueba y bajo estas
condiciones el EtOH 1 % no produjo dafio genotdxico como era de esperarse. Se
ha reportado que las larvas son capaces de tolerar concentraciones de hasta 3 %
de EtOH en condiciones de laboratorio (McKenzie y McKechnie, 1979). Estos
hallazgos no concuerdan con el trabajo de Ribeiro y Gaivao (2010), quienes
demostraron incremento significativo del dafio al DNA en neuroblastos de D.
melanogaster a las concentraciones de EtOH (1.25, 25 y 5 %), utilizando el
Ensayo Cometa; concluyen que estos resultados fueron debidos a que el EtOH
incrementod la produccion de ROS y éstas a su vez generaron estrés oxidativo y
rompimientos en la cadena del DNA. La discrepancia con respecto a los trabajos
con SMART en ala podria deberse al tipo de ensayo utilizado, ya que SMART es
un bioensayo in vivo en donde estan implicados el metabolismo y los sistemas de
reparacion, entre otros (Rothfussa et al., 2011). La desventaja mas frecuente de
las pruebas de genotoxicidad in vitro es que en la mayoria de los casos no son
capaces de imitar las condiciones metabdlicas y la biodisponibilidad que se
presentan en los organismos vivos. Por ende, es necesario que un resultado
positivo de genotoxicidad en sistemas in vitro sea comprobado en un sistema in
vivo (Kluwe, 1995), como es SMART en ala.

Por otra parte, se encontrd que el testigo EtOH 1 % modificé la divisiéon celular de
las células imaginales del ala; esto podria concordar con el trabajo de Hoffman y
Parsons (1983) quienes reportaron que la exposicién a concentraciones de EtOH
(0.1 - 1.5 %) presenta efectos benéficos en la tasa de supervivencia y
descendencia de D. melanogaster. Asimismo, David et al., (1976) y Geer et al.,
(1988) reportaron que D. melanogaster es un modelo bioldgico tolerante al efecto

toxico del EtOH y mas aun, es capaz de utilizarlo como fuente de energia. Dado

44



gue Drosophila es un organismo que vive en lugares donde ocurre la fermentacién
alcoholica y se cuenta con los reportes mencionados arriba, no se esperaba que el
EtOH 1% modificara la division de las células de los discos imaginales del ala. Sin
embargo, el andlisis estadistico con la prueba K-S de la distribucion de los clones
mwh no permite determinar si el cambio fue positivo o0 negativo para el desarrollo
de las alas, solamente puede afirmarse que la dinamica de la division celular se
alterd por efecto del EtOH 1 %.

TESTIGOS POSITIVOS

Los testigos positivos (URE y URE/EtOH) fueron genotoxicos a la concentracion
20 mM; esto era de esperarse ya que Frolich y Wirgler, en 1990, reportaron el
efecto genotoxico del URE a esta concentracion en la cruza CE de SMART en ala
de D. melanogaster. El URE es un compuesto promutageno cancerigeno que al
ser metabolizado genera epéxidos los cuales pueden ocasionar dafio al material
genético. En la prueba de Ames, el URE ha demostrado ser promutagénico dado
qgue requiere activacion de los P450 (Anderson y Styles, 1978); y se ha
demostrado que el CYP4502E1 es el responsable de su metabolismo en
mamiferos (Yamamoto et al., 1990; Forket y Lee 1997; Lee et al., 1998)

Nomura et al. (1979) encontraron que el URE es capaz de inducir una alta
frecuencia de mutaciones letales recesivas en D. melanogaster. Como se
esperaba, los mayores incrementos significativos encontrados en el presente
trabajo corresponden a la frecuencia de manchas pequefas; de esta manera se
reconoce que el efecto genotoxico producido por el URE debe haber ocurrido en el
desarrollo tardio de la larva, tal como se observa para los compuestos

promutagenos.
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URE vs URE/EtOH

La explicacién del por qué no se encontraron efectos positivos con el EtOH 1% en
la prueba SMART, y en la distribucion de clones mwh entre los testigos positivos
URE/Agua y URE/EtOH, quiza se deba a que la concentracion del EtOH que

utilizamos fue muy baja (1 %) para modificar la respuesta al URE.

TESTIGOS RESVERATROL (RES)

En el presente trabajo se encontr0 que el RES a la concentracion 0.010 mM
produjo incremento estadisticamente significativo en la frecuencia de manchas
grandes y totales, y las concentraciones 0.043 y 0.172 mM fueron negativas con
respecto al testigo EtOH 1%; esto indica que en esta prueba el RES 0.010 mM fue
genotoxico para Drosophila, resultado que concuerda con el trabajo de Gomez,
quien recientemente, en el 2013, demostré que la concentracion 0.010 mM fue
genotoxica en la cruza E de SMART en ala. Gomez (2013), obtuvo genotoxicidad
con la concentracion de 0.043 mM y ausencia de dafio con 0.172 mM y este ultimo
concuerda con este trabajo. Se ha reportado la genotoxicidad y la citotoxicidad del
RES en trabajos in vitro; Schmitt et al. (2002) demostraron que el RES exhibe un
potencial genotdxico a concentraciones mayores de 0.043 mM induciendo
micronucleos y desplazamiento metafasico de cromosomas en células L5178Y de
linfoma de raton. Ademas, Matsuoka et al. (2001) demostraron la genotoxicidad
del RES a las concentraciones 0.011, 0.022, 0.044 y 0.099 mM en células
pulmonares de hamster chino (CHL), en la prueba de Aberraciones Cromosomicas
(CA) y la prueba de micronucleos (MN).

Con la prueba K-S se determind que las tres concentraciones de RES probadas
alteraron la division celular con respecto al testigo EtOH 1%; esto concuerda con
Scott (2002) quien determiné que los isémeros de RES (cis y trans) a la
concentracion 0.050 mM disminuyeron el crecimiento de células MCF-7 por

citotoxicidad y con Schmitt et al. (2002) quienes demostraron que el RES a la
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concentracion 200 mM presenta efecto toxico en células de linfoma de raton
L5178 y V79 de hamster chino. Por lo anterior, se infiere un efecto citotoxico del
RES en las células imaginales que dieron origen a las alas de las moscas

tratadas.

CO-TRATAMIENTOS RES-URE

Los resultados obtenidos con SMART indicaron que el RES a la concentracion
0.043 mM redujo significativamente la frecuencia de manchas pequefias y totales
con respecto al testigp URE/EtOH lo cual podria indicar un efecto
quimiopreventivo por parte del RES al disminuir el dafio genotéxico provocado por
el URE. Como sabemos, la célula presenta varios mecanismos de proteccion
contra agentes genotéxicos, citotdoxicos, clastogénicos, etcétera, y uno de los
mecanismos mas importantes es la apoptosis que se encarga de eliminar las
células dafiadas, evitando una descontrolada divisidon celular inducida por
cualquier agente genotoxico. Yun Lin y colaboradores (2011) determinaron la
capacidad del RES de activar a p53, induciendo de esta forma la detencion del
ciclo celular (arresto) o la apoptosis. p53 es una proteina supresora de tumores
gue esta presente en niveles bajos en células normales, la activacion de p53 es el
resultado del dafio al DNA y también estd implicado en varios aspectos como la
detencion del ciclo celular, la muerte por apoptosis, la integridad del genoma y la
reparacion del DNA. Zigang (2003) report6 que el RES induce apoptosis en
diversas lineas celulares de cancer de colon, mama, prostata, leucemia y en
células JB6I epidérmicas de raton, a concentraciones de 0.013 a 0.172 mM induce
la apoptosis. Gescher y Steward (2003) reportan que el RES induce efecto
quimiopreventivo en ratdon a dosis (0.2-2 mg / Kg) e in vitro el RES present6 efecto

guimiopreventivo en concentraciones de 0.005 a 0.100 mM.
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De acuerdo con la literatura revisada otra posible causa del efecto
quimiopreventivo del RES podria deberse a la inhibicion de ciertos CYP450s.
Lucas et al. (2004) mencionaron que el RES es un potente inhibidor de cuatro
CYP450s: CYP1B1, CYP3A4, CYP3A5 y CYP2E1.este ultimo activan compuestos
pro-cancerigenos como el URE También Revel et al. (2003) demostraron que el
RES es capaz de reducir significativamente la genotoxicidad del benzopireno en
tejido pulmonar in vitro mediante la inhibiciéon del CYP1Al que metaboliza a este

ultimo.

Por otro lado, los resultados obtenidos con SMART determinaron que el co-
tratamiento con RES a la concentracion 0.172 mM causo6 dafio genotoxico en D.
melanogaster. Se propone que este resultado sea a un posible efecto pro-oxidante
del RES en las células de los discos imaginales de las alas que aunado a la
genotoxicidad del URE y la sobreproducciéon de ROS, como lo mencionan Chun et
al., 2013 quienes demostraron que el URE provoca una sobreproduccion de ROS

en células de leucemia de raton

RES es bien conocido por sus propiedades antioxidantes, sin embargo, presenta
efectos citotoxicos y pro-oxidantes en funcion de su concentracion y el tiempo de
exposicion. (Leo et al., 2013). En efecto, RES induce detencion del ciclo celular
generando ROS que son activadas por via mitocondrial y esto conduce a la
apoptosis. Cada antioxidante es de hecho un agente redox (reduccion-oxidacion)
por lo tanto podria ser un pro-oxidante para acelerar la lipoperoxidacion y/o inducir
el dafio en el DNA en condiciones especiales (Lastra y Villegas 2007). En apoyo
de lo anterior, se han revelado efectos pro-oxidantes de antioxidantes como
vitaminas y varias clases de polifenoles de origen vegetal, tales como los

flavonoides taninos (Rahman et al., 1990)

Estas afirmaciones concuerdan con Leo et al. (2013) quienes revelaron que el
tratamiento durante 24 h a dosis entre 0.215 y 1 mM de el RES provocé un efecto
pro-oxidante. Ahmad et al. (2004) demostraron que las concentraciones de el RES

0.004 0.008 mM aplicadas a células de leucemia humana tuvieron efectos pro-
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oxidantes en co-tratamiento con el oxidante H,O,, aumentando los radicales
superoxido. Fukuhara y Miyata (1998) informaron por primera vez la actividad pro-
oxidante del RES en un ensayo de escisién del DNA de un plasmido, basado en la
presencia de iones de metales de transicién tal como el cobre; la degradacion del
DNA por el RES fue mayor en presencia de cobre (10-100 mM) y menor en su
ausencia (200 mM de RES).

En resumen, se puede afirmar que los efectos que provoca el RES se deben a:1)
Provoca genotoxicidad y citotoxicidad 2); Induce la apoptosis 3) La produccion de
ROS; )4) A que es un agente redox; .5) La Inhibicion de algunos CYP450S

Por lo anterior, los co-tratamientos de RES con el URE pudieron haber generado
cualquiera de los eventos descritos para RES, sumados a la genotoxicidad y la
sobreproducciéon de ROS por el URE Chun et al.,, 2013, lo cual incremento
significativamente la frecuencia de clones mutantes con la concentracion de 0.172
mM.

Nuestros resultados indicaron que el RES no actua dosis —respuesta debido a que
la concentracion (0.043 mM) encontramos un efecto quimiopreventivo y a otra

(0.172 mM) un efecto genotoxico mayor

Con la prueba K-S se obtuvo que las tres concentraciones de RES utilizadas en
los cotratamientos alteraron la division celular con respecto al testigo URE/EtOH;
esto concuerda con los resultados de dos trabajos en los que dependiendo de la
dosis, se altera la divisiobn celular de manera diferente: Toloi et al. (2012)
reportaron que el RES a concentraciones > 0.020 mM induce muerte celular en
células de carcinoma de vejiga urinaria ECV304, mientras que a concentraciones

< 0.020 mM es capaz de promover la proliferacién (Shakibaei et al., 2009).

Por todo lo anterior, los resultados obtenidos en este trabajo refuerzan la idea de
Berardi et al. (2009) de que los efectos “benéficos” del RES se muestran
mas bien como consecuencia de un dafio severo provocado por esta

fitoalexina.
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CONCLUSIONES

Se concluye que el RES es genotdxico y que modula la genotoxicidad del URE

dado que:

v Se confirm6 que el RES 0.010 mM tuvo el efecto genotoxico reportado por

Gbmez-Lbépez en el 2013.

v La concentracion 0.043 mM del RES disminuye significativamente el dafio
causado por el promutdgeno URE lo que cumple con la definiciébn de un
efecto quimiopreventivo.

v' La concentracion 0.172 mM del RES mostré incremento significativo del
dafio provocado por el URE, lo cual puede atribuirse a un posible efecto
pro-oxidante por parte del RES, que se sumo al efecto genotoxico de URE.

v" Ni las concentraciones 0.043,0.172 mM del RES fueron genotdxicas, ni la
concentracion 0.010 mM modifico la genotoxicidad del URE.

v Los tratamientos y co-tratamientos con RES siempre modificaron la division

celular con respecto a su testigo.

RECOMENDACIONES:

v' Ampliar el rango de concentraciones intermedias para los co-tratamientos
RES-URE.

v Reconocer el efecto de los CYP450s sobre el RES mediante el uso de la

cruza bioactivacion elevada de la prueba SMART.

v Identificar los CYP450s que pudieran metabolizan el RES mediante

técnicas de biologia molecular.

v' Medir el efecto apoptotico del RES usando marcadores apoptoticos.
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ANEXO 1

METABOLISMO XENOBIOTICO (MX)

Cada vez el ser humano esta mas sujeto a la exposicion de diversas sustancias
quimicas extraflas al cuerpo (xenobidticos), estos pueden ser medicamentos,

aditivos en alimentos, contaminantes ambientales, cosméticos, pesticidas, etc.

Estos compuestos pueden acceder a nuestro cuerpo mediante, Ingestion,
inhalacion, por via parenteral o a través de la piel. Los xenobi6ticos no son
utilizados como nutrientes, por lo que no se incorporan en las rutas bioquimicas

del metabolismo y tampoco son degradados por estas vias. (Castell, 2005).

Se trata, en general, de compuestos de naturaleza lipofilica, por lo que pueden
atravesar con relativa facilidad las membranas biologicas, acceder al interior de las

células y unirse a estructuras celulares de caracter lipofilico (Donato, 2009).

El metabolismo xenobidtico (MX), es un conjunto de reacciones que sufre el
xenobidtico para ser excretado modificando su estructura quimica, a este conjunto
de reacciones se le llama BIOTRANSFORMACION que consiste en FASE |, FASE

II'y Excrecion.

El higado es el 6rgano que contribuye de forma mayoritaria a la funcién de facilitar
la eliminacion de los xenobidticos lipofilos, principalmente mediante enzimas, tales
como el citocromo P450 (CYP450s) Figura 17 (Castell, 2005). El papel de estas
enzimas es clave para la supervivencia celular, de no existir los xenobioticos se
acumularian ocasionando desequilibrio celular, alteraciones funcionales e incluso

muerte celular.

Su funcién es la de convertir los xenobidticos en moléculas mas polares, mas

hidrosolubles y, por tanto, facilitar la excrecion (Donato, 2009).
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Reacciones de biotransformacion

xenobiodtico

Fase T

metabolito
polar

Fase 11

conjugado

l

EXCRECION

Figura 17. Proceso de Biotransformacion del xenobidticos.

Obtenido de http://www2.uah.es/tejedor bio/bioguimica ambiental/T6.htm

FASE 1

Estas reacciones involucran la introduccion o exposicion de grupos funcionales
que modifican la estructura quimica del xenobidtico, tales como grupos amino (-
NH;), carboxilo (-COOH), hidroxilo (-OH) o sulfhidrilo (-SH), englobando distintas
reacciones, principalmente oxidacion, reduccion e hidrélisis. Los productos de
estas reacciones son productos mas polares que el compuesto original. Estos
procesos son mayoritariamente catalizados por enzimas llamadas Citocromos
P450 (Vazquez, 2010).
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CITOCROMOS P450 (CYP450s)

Los Citocromos P450 son una superfamilia de enzimas que tienen un grupo hemo
(complejo Fe-porfirina), se localizan en el reticulo endoplasmico liso que esta
distribuido ampliamente en los seres vivos. Se abrevian como CYP450, CY
denota que es un citocromo, P significa pigmento y 450 la longitud de onda a la
cual absorbe la luz cuando se une al mondxido de carbono (CO). Estas enzimas
participan en la biotransformacion de diversos compuestos quimicos endégenos y
exogenos que incluyen farmacos, contaminantes ambientales y otros xenobioticos
(Vazquez, 2010).

Las familias de CYP450s 1, 2 y 3 en mamiferos estan constituidas por enzimas
encargadas principalmente de la biotransformacion de xenobidticos, mientras que
el resto de familias intervienen en la biosintesis y el metabolismo de compuestos
enddgenos. Las oxidaciones catalizadas por el CYP450 son reacciones de
monooxigenacién dependientes de NADPH y para las que utiliza oxigeno
molecular. Como consecuencia de estas reacciones el CYP450 acelera la
eliminacién de un gran numero de farmacos y compuestos téxicos del organismo,
pero también es el responsable de la activacion de toxinas o precarcinégenos
(Donato, 2009).

En el hombre, los CYP450s estan ampliamente distribuidos por todo su organismo
y Su expresion puede estar regulada por factores genéticos (polimorfismos
genéticos), fisiopatolégicos (regulacion hormonal y enfermedades) o ambientales
(factores nutricionales, induccion e inhibicion). Por esta causa, sus niveles
hepaticos varian extraordinariamente entre diferentes individuos, lo que justifica
las notables diferencias que, en ocasiones, se observan en el metabolismo de
farmacos y xenobidticos y en Ultima instancia la variabilidad en la respuesta
farmacoldgica o la diferente susceptibilidad a la accidén de tdxicos o carcin6genos
(Donato, 2009).
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En ciertos casos, las reacciones metabdlicas de la fase 1 convierten xenobidticos
inactivos a compuestos biologicamente activos. En este caso, los xenobidticos

originales se denominan "pro farmacos" o "procarcin6genos".

FASE Il

Llamada fase de conjugacién, se realiza con la participacion de metabolitos
endodgeno que generalmente son de caracter polar y se encuentran altamente
disponibles en el organismo como son el acido glucoronico, grupos sulfatos,
acetilo y glutation, los cuales se combinan con los productos de la reaccion de la
fase |, dando origen a productos altamente hidrosolubles, lo que permite que sean

eliminados con facilidad por orina 'y heces (Plant, 2003).

El propésito global de las dos fases del mx es incrementar su solubilidad en agua

(polaridad) y asi facilitar su excrecién del cuerpo.
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ANEXO 2

Drosophila melanogaster

Para evaluar los efectos genotoxicos de cualquier compuesto, la genética
toxicologia hace uso de diversos organismos, uno de los cuales ha dado mejores
resultados es D. melanogaster también llamada mosca de fruta o vinagre. Se
alimenta de levaduras que crecen en restos vegetales en descomposicion.
(Castarieda et al., 2008).

Taxonomia de Drosophila melanogaster:

Phylum: Artropoda

Clase: Hexapoda

Orden: Diptera .
Familia: Drosophilidae
Subfamilia: Drosophilinae
Género: Drosophila

Subgénero: Sophophora

Especie: melanogaster

Es un organismo eucarionte pluricelular con cuatro pares de cromosomas: los
sexuales que son Y (submetacéntrico) y X (acroceéntrico), los cromosomas 2 y 3
(metacéntricos) y el cromosoma 4 en forma de punto ver Figura 18 (Castafieda, et
al., 2008).
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Figura 18. Cromosomas de D. melanogaster.

Tomado de http://www.nature.com/scitable/topicpage/developing-the-
chromosome-theory-164

En D. melanogaster existe dimorfismo sexual, la hembra es mas grande que el
macho y presenta ocho segmentos abdominales, mientras que en el macho los
tres dltimos segmentos estan fusionados y melanizados, ademas los machos
presentan peines sexuales que son un grupo de aproximadamente diez cerdas
fuertes (figura 19) en la articulacion basal del tarso del primer par de patas
(Castarieda, et al., 2008).

Figura 19: Dimorfismo sexual en D. melanogaster.

Tomado de http://www.explicame-evolucion.com/subtema/qgue-invalidaria-la-
evolucion

Una de las caracteristicas mas importantes para farmacologia es que

aproximadamente el 61% de los genes de enfermedades humanas tienen
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homodlogos en D. melanogaster y el 25.5% de sus proteinas son similares en 80%
de su secuencia a las de los mamiferos (Celniker y Rubin, 2003).
CICLO DE VIDA

Su ciclo de vida de D. melanogaster ofrece una gran ventaja para la investigacion
cientifica ya que es un organismo holometéabolo es decir, presenta etapas larvarias
y una etapa adulta separadas por una etapa pupal, durante la cual tiene lugar una
metamorfosis completa. Este ciclo puede durar desde 10 dias a 25 + 2°C y 65%

Humedad Relativa (HR) hasta dos semanas a 21°C (Duefias et al., 2001).

El ciclo inicia con la ovoposicién, donde una hembra puede depositar entre 600 a
800 huevos en sus 40-60 dias de vida (figura 20), después de 24 horas eclosionan
las larvas de ler estadio que pasan por dos estadios mas de 24 y 48 horas
respectivamente. Durante la fase larvaria la ingesta de alimento es continua,
llegando a consumir de 3 a 5 veces su peso, incrementandolo de 0.5 a 2.0 mg
(Castafieda et al., 2008). A los 5 dias la larva entra en pupa y se inicia la
metamorfosis. Las estructuras adultas se formaran principalmente a partir de la

reorganizacion de los discos imaginales (Amoros, 2001) ver figura 20.

female male

) :v“ -
prepupa < A pr o

2nd instar larva
o

Qe e

3rd instar larva

Figura 20. Ciclo de vida de D. melanogaster y puesta de huevos
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ANEXO 3

Prueba de Mutaciéon y Recombinacion Sométicas (SMART) en ala de

D. melanogaster.

El bioensayo hecho con D. melanogaster en la prueba SMART es reconocido
como ideal para realizar investigacion (Vogel et al., 1999) debido a que los
tratamientos se hacen in vivo y a que en el tejido graso de las larvas se presentan
la mayoria de las funciones enziméticas que se efectian en los hepatocitos

humanos (Guzméan y Graf, 1995).

SMART determina la genotoxicidad de agentes quimicos por la pérdida de
heterocigosis de dos marcadores genéticos: tricomas multiples en el ala (mwh) y
tricomas malformados o en forma de rosetas de maiz (fIr®), expresados como
clones o manchas (figura 21) derivadas de células mutantes en las alas de los

organismos adultos (Heres et al., 2010).

Esta prueba permite reconocer varios eventos genéticos como: mutaciones
puntuales, algunos tipos de aberraciones cromosomicas, asi como recombinacién

mitética y conversion de genes (Graf et al., 1984).

En la prueba SMART se puede cuantificar el tamafio de una mancha y este nos
proporcionar informacién sobre la temporalidad del evento gentotdxico,
reconociéndose de esta manera: manchas grandes, producidas por dafo
temprano en la division de las células del disco imaginal de las larvas o manchas
pequefias, producidas por dafio tardio. También podemos reconocer eventos de
recombinacién proximal al centrémero, que implica el intercambio del fragmento
cromosémico que contiene ambos marcadores, por la expresion de los
marcadores de mwh y flr* en células adyacentes como manchas individuales
(Heres et al., 2010).

La prueba SMART hace uso de tres lineas mutantes con marcadores recesivos:
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Linea (mwh/mwh) multiple wing hair, que porta una mutacion recesiva
ubicada en el brazo izquierdo del cromosoma 3 a 0.3 unidades de mapa (3-
0.3). En homocigosis total 0 en mosaicos somaticos tiene la expresion
fenotipica de tricomas multiples en vez de uno como sucede en la linea
silvestre (Graf et al., 1998).

Linea fIr’/TM3,Bd° (flare3) que presenta una mutacién autosémica recesiva
ubicada en el cromosoma 3 a 38.8 unidades de mapa (3-38.8). La
expresion fenotipica son tricomas mal formados o en forma de roseta de
maiz, esta mutacion es letal en homocigosis por lo cual necesita el
cromosoma balanceador (TM3) que se reconoce indirectamente por la
presencia del marcador dominante Beaded serratia (Bd®) que se expresa
fenotipicamente con la presencia de muescas en el borde del ala (Graf et
al., 1998).

Linea Oregon-flare (ORR(1);0RR(2);fIlr/TM3,Bd®), presenta mutaciones en
los cromosomas 1 y 2 de la linea Oregon OR (R) resistente a DDT, que
provoca la expresion constitutiva de una proteina inductora de los genes
CYP (CYP6a8 y CYP6a9 del cromosoma 1 y CYP6a2 del cromosoma 2)
confiriéndole altos niveles de CYP450s. (Gomez , 2013).
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1 CELULA 2 CELULAS

en G, MITOSIS en G, CLONES RESULTANTES
mwh + =
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+ fir’ \ —
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mwh + .
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DELECION +

mwh + ™
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+>mwh Y i .
MUTACION PUNTUAL mwh i _J
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Figura 21a. Eventos genéticos que ocasionan la pérdida de heterocigosis de
los marcadores flr* y mwh, y la formacién de manchas en SMART en ala.
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1 CELULA MITOSIS 2 CELULAS

CLONES RESULTANTES

mwh + i
mwh + / — -
mwh +
+ ﬂr"‘X: < >—
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+ fr \ +
RECOMBINACION + )
CERCANA AL
CENTROMERO
mwh + e’
wh
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+ fr' \ $ +
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DISTAL AL
CENTROMERO clon mwh grande
mwh +
mwh + /
mwh +
- fir' \ >
- fir %: mgh ﬂ;
NO DISYUNCION + fir

clon mwh pequeno

Figura 21b. Continuacién Eventos genéticos que ocasionan la pérdida de
heterocigosis de los marcadores flr® y mwh, y la formacién de manchas en

SMART en ala.
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