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Todo el que disfruta cree que lo que importa del arbol es
el fruto, cuando en realidad es la semilla. He aqui la
diferencia entre los que creen y los que disfrutan.

— Friedrich Nietzche

On peut conduire une personne sur le chemin de la
guérison, mais on ne peut la guérir: C’est une mythe, un
mensogne, une folie, un escroquerie de dire que quelqu’un
peut vous guérir [...] On est guéri par le fait qu’on est en
train de changer, et d’'avancer vers des situations qui sont
de plus en plus agréables et confortables pour nous.

Che per vendetta mai non sano piaga.
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2-. Lista de abreviaturas
I

DNA: Acido desoxirribonucleico.

CYP450s: Citocromos P450.

EtOH: Etanol.

fir*: Marcador recesivo (flare).

HB: Cruza de bioactivacion elevada de D. melanogaster.
HR: Humedad relativa.

ICH: Intercambio de cromatidas hermanas.
MM: Micromolar.

mM: milimolar.

MNSs: Micronucleos

mwh: Marcador recesivo (multiple wing hair).
MX: Metabolismo xenobidotico.

NIC: Nicotina.

pH: Potencial de hidrégeno.

RES: Resveratrol.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

SMART: Prueba de mutacion y recombinacién somatica (Somatic Mutation And

Recombination Test).
ST: Cruza estandar de D. melanogaster
TG: Toxicologia genética.

URE: Uretano.
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5.- Resumen
I

La nicotina (NIC) es el compuesto responsable de la adiccion al tabaco, tiene la capacidad
de generar ROS que pueden dafiar el material genético de los organismos y esto ha sido
reconocido como uno sus mecanismos téxicos mas importantes. Por ende, se han
investigado compuestos con potencial antioxidante que puedan ya sea modular o inhibir
el potencial genotdxico de la NIC. El resveratrol (RES) se produce en 72 especies de
plantas y esta presente en varios frutos que forman parte de la dieta humana,
principalmente en frutos rojos. Estudios en modelos in vivo han demostrado que el RES
tiene efectos antioxidantes y protectores sobre diversos procesos bioldgicos, esto apoya
la idea de que este compuesto pueda ser un agente quimioprotector. Por lo anterior, se
evaluo el efecto del RES sobre la genotoxicidad de la NIC en las cruzas estandar (ST) y
de bioactivacion elevada (HB) de D. melanogaster usando SMART, exponiendo las larvas
de tercer estadio a los tratamientos crénicos: NIC [12.5, 25 y 50 uM], RES [11 pM] y co-
tratamientos NIC [12.5, 25 y 50 uM] + RES [11 yM]. Todos los tratamientos se realizaron
por triplicado y en tres experimentos independientes. Se revisaron las alas de fenotipo
silvestre a 40Xy los resultados se analizaron con el software SMART PC 2.1. Las pruebas
U de Mann-Whitney y Wilcoxon y Kolmogorov-Smirnov fueron realizadas con el software
STAT-Graphics 7.0. Los resultados indicaron que en la cruza HB no hubo dafo
genotoéxico por parte de ninguno de los tratamientos de NIC, RES o los co-tratamientos
NIC + RES, pero si se afectd la division celular de los discos imaginales del ala en todos
los tratamientos y co-tratamientos excepto NIC [12.5 uM]. Mientras que en la cruza ST se
encontré genotoxicidad solamente en el tratamiento NIC [12.5 uM] y en el co-tratamiento
NIC [25 uM] + RES [11 uM]. Sin embargo, también se afecto la division celular en todos
los tratamientos y co-tratamientos, esto podria indicar una modulacion en el ciclo celular
probablemente por un efecto apoptdtico o citotoxico. Se concluye que el tratamiento NIC
[12.5 uM] y el co-tratamiento NIC [25 pM] + RES [11 uM] son genotdxicos soélo en la cruza
ST y RES [11 uM] no fue genotdxico pero tiene la capacidad de alterar la division celular.

Palabras clave: antioxidante, Drosophila melanogaster, genotoxicidad, nicotina,

quimioprevencion, resveratrol, SMART en ala.



6.- Introduccion

Todos los organismos estan expuestos a diversos agentes que pueden alterar la
estructura quimica de su material genético, por ejemplo: la luz ultravioleta, las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (por sus siglas en inglés) y los xenobioticos (Brusick, 1988;
Guerrero et al., 2005).

El término xenobidtico es usado para describir compuestos generalmente lipofilicos que
son ajenos al organismo y no estan implicados en procesos de nutricion (Brusick, 1988).
Estos compuestos pueden ingresar al cuerpo ya sea por inhalacion, absorcion o ingestion
y podemos encontrarlos en medicamentos, pesticidas, cosméticos, productos industriales

e incluso alimentos. (Xu et al, 2005).

Debido a lo anterior, los organismos utilizan una serie de enzimas que transforman estos
compuestos en otros menos daininos y asi facilitan su eliminacion, todo esto por medio
del “metabolismo xenobidtico” (MX) (Xu et al., 2005; Li et al., 2007). Si estas enzimas no
existieran, el organismo estaria expuesto a diversas patologias e incluso la muerte, ya
que algunos compuestos pueden acumularse en compartimientos hidrofébicos en la
célula dificultando o impidiendo la eliminacién de los mismos, asi como la capacidad del

algunos de interactuar y alterar el material genético (Brusick, 1988).

La medida del dafo genético causado por los xenobidticos sobre un organismo es el
objeto de estudio de la Toxicologia Genética (TG) y con ella han aparecido conceptos
como: “potencial genotdxico” que es utilizado para indicar la posible capacidad que tienen
determinados compuestos quimicos para causar un proceso mutagénico o
recombinogénico y “genotoxicidad” que es la toxicidad sobre el genoma (Repetto-
Jiménez, 2009).

La TG analiza la accion de los agentes que pueden modificar el material genético, estos
pueden ser clasificados como directos (mutagenos) e indirectos (promutagenos) (Vogel,
1991), cuyos mecanismos de accion sobre el genoma incluyen entre otros: sustitucion de
bases nitrogenadas, oxidacion de bases, desaminacion y/o alquilacién (Klaasen et al.,
2005; Repetto-diménez, 2009).



El dafio causado sobre el genoma puede derivar en mutagénesis, carcinogenesis,
teratogénesis y rotura cromosomica, estos eventos ocurren cuando determinadas
moléculas o procesos fisicos alcanzan el DNA, y como consecuencia aparecen procesos

que en ocasiones son de naturaleza irreversible (Quillardet et al., 1986).

La lesion que puede producir un xenobidtico en el DNA puede ser reparada eficiente o
ineficientemente de tal manera que el dafio genético se eliminara o terminara
expresandose en forma de mutacion, ya sea en células somaticas y/o germinales. En
células somaticas las alteraciones pueden ser dominantes o recesivas, y pueden
transmitirse por division celular ocasionando cancer y/o muerte celular. Mientras que en
células germinales se pueden producir mutaciones hereditarias e infertilidad (Teaf y
Middendorf, 2003) (Figura 1).

Compuesto
Xenobidtico

Agente Agente
directo indirecto
Interaccion
con el DNA

\ Reparacion
eficiente
Reparacion
deficiente
Genotoxicidad Genotoxicidad
aguda cronica

Células Ceélulas
somaticas germinales

{ Cancer y enfermedades ] [A.Ite racion ge nética}

E

cronico-degenerativas heredable

Figura 1. Interaccion del xenobiético con el material genético.



Las mutaciones en su mayoria pueden ser perjudiciales para el individuo que las sufre
debido a que la expresion de algunos genes dafiados pueden generar un RNA o una
proteina alterada, ya sea eliminando la funcionalidad de la misma o causando su

sobreexpresion (Miller y Miller, 1981).

A través del tiempo y mediante estudios epidemiolégicos se ha podido establecer un
paralelismo entre diversos aspectos de la mutagénesis y de la carcinogénesis,
estimandose que aproximadamente el 70% de los canceres en el hombre podrian ser

prevenidos si el factor de riesgo principal pudiera ser identificado (Doll y Peto, 1981).

Al ser considerada la carcinogénesis en muchas ocasiones como consecuencia directa
de la genotoxicidad y ambas como un proceso de toxicidad general, es importante
determinar la capacidad de un compuesto para inducir un daio genético, asi como
considerar aspectos basicos de la toxicologia (absorcién, metabolismo, citotoxicidad, etc)
(Bajpayee et al., 2005).

Numerosos trabajos confirman que en la mayoria de los procesos cancerigenos
intervienen mutaciones somaticas y ello puede ser inducido por la presencia de toxicos.
En consecuencia, en TG la capacidad de danar de un agente quimico o fisico interesa,
tanto en relacién con las mutaciones hereditarias como en lo referente a los procesos

cancerigenos (De la Fuente y Frutos, 1995).

Para evaluar el dafio en el DNA causado por las genotoxinas, se utilizan ensayos de
genotoxicidad que estan disehados para detectar de manera directa o indirecta un dafo
en el material genético derivado de diferentes mecanismos, siendo un requisito la
evaluacion mutagénica para la caracterizacion del efecto genotdxico de un producto

quimico (Repetto-Jiménez, 2009).

La deteccidn y cuantificacion del efecto genotdxico de un compuesto puede realizarse en
ensayos tanto in vivo como in vitro, donde lo ideal seria que se clasifique al compuesto
en el mismo nivel utilizando distintas técnicas (Quillardet et al., 1985), esto es debido a
que en la actualidad no existe un unico test de mutagénesis capaz de detectar por si solo

todo tipo de mutaciones (Klaasen et al., 2005).



6.1.- Metabolismo xenobiético (MX) y citocromos p450 (Cyp450s)

El higado es el érgano que contribuye de forma mayoritaria en facilitar la eliminacién de
los xenobidticos mediante una serie de enzimas que de no existir, estos se acumularian
ocasionando desequilibrio celular, alteraciones en las funciones e incluso la muerte
(Donato, 2009).

El metabolismo xenobidtico (MX) es un conjunto de reacciones (“biotransformacion”) por
las que pasa el xenobidtico modificando su estructura quimica lo que permite facilitar su

excrecion. (Castell, 2005).

El MX consta de tres fases (1, Il y lll) (Figura 2) en las cuales participan diversas enzimas.
En la fase | tienen accién los citocromos p450s (CYP450s) (Croom, 2012), que son una
superfamilia de proteinas de membrana con un grupo hemo (complejo Fe-porfirina)
localizadas en el lado citoplasmico del reticulo endoplasmico liso y en mitocondria
(Vazquez et al, 2008; Donato, 2009), y también se les encuentra en bacterias y archaeas
(Danielson, 2002).

Los compuestos lipofilicos son metabolizados por los CYP450s principalmente, cuya
funcién es transformar a los xenobidticos en moléculas mas polares y de esta manera

proveer sitios para las reacciones de conjugacion que se dan en la Fase Il (Donato, 2009).

En la fase Il se encuentran enzimas transferasas que a veces pueden interactuar
directamente con los xenobidticos, aunque es mas comun que reaccionen con los
metabolitos producto de la fase anterior, estos metabolitos tienen grupos funcionales
como hidroxilo, amino, carboxilo, epoxido, halégeno y ademas pueden ser metilados o
acetilados. La presencia de estos grupos funcionales permite la reaccion de conjugacion
del metabolito con sustratos enddégenos como azucares, aminoacidos, glutation o
sulfatos. (Croom, 2012). En sintesis a estas reacciones de conjugacién se les denomina

reacciones de fase Il (Calvo-Carrillo, 2013).
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Por ultimo, la fase Il consiste en el transporte y la excrecion de los productos generados
en la fase Il a través de la membrana celular para su eliminaciéon. Entre los
transportadores de esta fase estan la glucoproteina P, proteinas asociadas a la
resistencia a farmacos y el polipéptido transportador de aniones organicos (OATP), estos
transportadores estan presentes en varios tejidos como higado, intestino, rindn y cerebro
entre otros (Xu et al., 2005; Yang et al., 2010).

La importancia fisioldégica de esta fase radica en que las reacciones de conjugacion con
glutation pueden en ocasiones dar lugar a la activacion toxica de compuestos en vez de
facilitar su excrecion, es por eso que la eliminacién del compuesto en el organismo (que
puede ocurrir por diferentes vias: urinaria, fecal y/o pulmonar) desempefa un papel

determinante en el potencial téxico de los xenobidticos (Calvo-Carrillo, 2013).

Reacciones Reacciones Reacciones

de Fasel de Fase Il de Fase Il

Oxidacion
Reduccion
Xenobiotico Hidrolisis Producto Conjugacion Producto Transporte
- primario L secundario
Exposicion o Biosintesis
adhesion de por adicion de
grupos grupos
funcionales endogenos

Cardcter Carécter
lipofilico o hidrofilico

no polar 0 polar

Figura 2: Proceso de biotransformacion de xenobidticos lipofilicos (adaptada de
Klaassen et al., 2005).
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6.2.- Nicotina (NIC)

La nicotina (NIC) (Figura 3) es un alcaloide con una estructura quimica sencilla que
consta de un anillo de piridina y otro de metilpirrolidina, siendo el isémero L-Nicotina el

mas abundante en la naturaleza (Primo-Yufera, 1995).

Se encuentra principalmente en la planta del tabaco Nicotiana tabacum y es el principal
responsable de la adiccion en fumadores (McGehee, 2006). Es un compuesto activo en
cigarros y puros, teniendo concentraciones en promedio de [10 pg] por cigarrillo y de los

cuales se inhalan aproximadamente 2 ug (Leshner, 2001; Johnson y Guthmiller, 2007).

Figura 3. Estructura quimica de la NIC.

La NIC una vez dentro del cuerpo se absorbe facilmente a través de las membranas de
los tejidos debido a su caracter lipofilico (Antunez-Trevifio et al., 2013). En el pulmon,
después de la primera inhalacién, se facilita su transferencia por los alveolos y accede a
la circulacion arterial llegando al cerebro en un tiempo de entre 10 y 20 segundos
(Benowitz, 1990).

Una vez en el cerebro, induce una activacion indirecta de las neuronas dopaminérgicas
del mesencéfalo, esta activacion esta relacionada con la potente accion reforzante de la
NIC (McGehee, 2006) debido a que interviene en el sistema limbico dopaminérgico del

locus coeruleus que es el centro de placer del encéfalo (Erhardt et al., 2000).
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Como consecuencia, se produce la liberacién de adrenalina suprarrenal, o que se
traduce en alteraciones de las funciones cardiacas, reproductivas, neuronales,

respiratorias y enddcrinas (Malhotra et al., 2010).

El metabolismo de la NIC en humanos ocurre mayoritariamente en el higado por medio
de los CYP450s, en donde mas del 90% es metabolizada por la isoforma CYP2A6
(Benowitz y Jacob, 1994), aunque se ha reportado que CYP2B6 también es capaz de
hacerlo en pequefias cantidades (Messina et al., 1997) asi como la flavin monooxigenasa
(FMOQO3) y la uridinadifosfato glucuroniltransferasa (UDPG) (Hukkanen et al., 2005).

La NIC después de ser metabolizada forma dos compuestos principales sin capacidad
adictiva: Cotinina (70-80 %) (Shigenaga et al., 1988) y Nicotina 1’-N-6xido (5-8 %)
(Cashman et al., 1992; Park et al., 1993; Martin et al., 2004). Ademas de muchos otros
metabolitos como la frans-3’-hidroxicotinina, nicotina-N-f-glucoronil, N-metilnicotina ion,

nornicotina, entre otros (Benowitz et al., 2008) (Figura 4).

—— FMO Aldehldo Oxidasa
Nicotina 1’ N- < Nlcotma ion

i Nicoti

Oxido (5-8 %) , Micotina 0.4-1%
l CszN 4-Ox0-4-(3-

piridil)-acido

Nornicotina <:| Cotinina :> Trans-3 Hidroxicotinina Butanoico (1-2 %)
(0.4-0.8 %) (75 %) (3-5 %)
ﬂ ﬂ UDPG

[ 4-Ox0-4-(3-Piridil)-

Cotinina glucoronil
5-Hidroxicotinina (12-15%)
butanamida (0.2 %)

(1.2 %)

N’Hidroximetil
(_nornicotina (0.1 ‘V)

Cotinina N-Oxido
(3%)
4-Oxo-4-(3-Piridil)- 3-Acido piridilacético
N-metil butanamida ] ::>[ (0.2 %)

Trans-3
% o Hidroxicotinina
S scroi 43
glucoronil (3-5 %) (0.1 %)

piridil)-acido
butanoico (7-9 %)

~
[ 4-hidroxi-4-(3-

Figura 4. Metabolismo de la NIC en humanos (productos de fase | marcados en verde y
productos de fase Il en morado). Basado en porcentajes promedio de metabolitos
excretados a través de la orina. Las enzimas que principalmente metabolizan la NIC
(azul) son CYP2A6, flavin monooxigenasa (FMOs) y uridinadifosfato
glucuroniltransferasa (UDPG) (adaptado de Hukkanen et al., 2005).
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Finalmente, la NIC es excretada a través de los rifiones por filtracion glomerular y
secrecion tubular, con un porcentaje de reabsorcion dependiente del pH de la orina,
siendo en 7.0 reabsorbida a través de la red tubular (Benowitz y Jacob, 1985). Por otro
lado, los niveles en sangre dependen de la cantidad de cigarros consumidos (Patterson
et al., 2003), los cuales disminuyen después de 20 minutos debido a la distribucion a

diversos tejidos (Benowitz et al., 1988).

La NIC se us6 como un potente insecticida natural desde el siglo XVII, pero gracias a su
gran toxicidad hoy se encuentra en desuso. Se sabe que unos 50 mg podrian producirle
la muerte a un hombre de no contar con la capacidad para metabolizarla (Primo-Yufera,
1995). Debido a su estructura quimica la NIC genera radicales libres y ROS (Yamamoto
y Casida, 1999; Jain y Flora, 2012; Marriage et al., 2014) y esto ha sido reconocido como
uno de sus mecanismos toxicos mas importantes (Ballinger et al., 1996; Finkel y
Holbrook, 2000; Argentin y Cicchetti, 2004; |1zzotti et al., 2009) debido a que algunas ROS
tienen la capacidad de atravesar la membrana celular y generar dafios al DNA (Crowley-
Weber et al., 2003; Barr et al., 2007) ya sea por el rompimiento de cadenas y/o

modificaciones a las bases (Ahmad et al., 2003; De La Lastra et al., 2007).

En las células las ROS se pueden generar durante el transporte electréonico mitocondrial,
por la accion de enzimas oxido-reductasas, o por el dafio indirecto que puede causar
algun agente mutagénico entre otras cosas (Ahmad et al., 2003; De La Lastra et al.,
2007). A pesar de regular ciertos procesos como la apoptosis y la expresion de genes,
son nocivas para los organismos cuando se desequilibra el potencial redox, dafiando

constituyentes celulares e induciendo la muerte celular (Paul, 2010).

Por eso, el estrés oxidativo producido por la sobreproduccion de las ROS también esta
asociado al envejecimiento, diabetes tipo Il, Alzheimer, Parkinson, artritis reumatoide y
cancer (Drehery Junod, 1996; Halliwell y Gutteridge, 1999; Rahman, 2007; Mayor-Oxilia,
2010). Debido a lo anterior, se ha propuesto el uso de diversos compuestos que ayuden

a reducir el dafio que pueda ser causado por las ROS.
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6.3.- Resveratrol (RES)

La quimioprevencion se define como la prevencion, retraso o la inhibicién de la
carcinogeénesis, mutagénesis o el envejecimiento por la administracion de una o mas
entidades quimicas, ya sean farmacos individuales o componentes naturales de la dieta

(Namasivayam, 2011).

Estudios han demostrado que el consumo de vegetales puede disminuir el riesgo de
desarrollar distintos tipos de cancer (Safe et al.,, 1999) y aunque la naturaleza de los
constituyentes que son responsables de la disminuciéon del riesgo no han sido
completamente aclarados, se ha demostrado que los alimentos vegetales contienen
agentes quimiopreventivos como: vitaminas, minerales, compuestos organicos de azufre,

polifenoles, isoflavonoides entre otros (Namasivayam, 2011).

El resveratrol (RES) (Trans-3-5-4’-trihidroxiestilbeno) es un polifenol natural no
flavonoide, perteneciente a la familia de los estilbenos que esta formado por dos anillos
aromaticos unidos por un metileno (Catalgol et al., 2012). Se produce en 72 especies de
plantas en respuesta a un factor exdgeno como la radiacion UV, bacterias patdgenas y

hongos como Botrytis cinerea (Favaron et al., 2009).

Se encuentra presente en varios frutos que forman parte de la dieta humana,
principalmente en frutos rojos como los arandanos (Vaccinium sp), uvas (Vitis vinifera),
zarzamoras (Rubus fruticosus y Morus rubra) grosella (Rubus rubra), moras (Ribes
rubrum), también esta presente en algunas semillas como los cacahuates (Arachis
hypogea) y las nueces (Juglans regia). Ademas, podemos encontrarlo en plantas
herbaceas no comestibles como: Veratrum album 'y Veratrum californicum, asi como en
coniferas: Picea glauca y Pinus silvestris, y otras especies arboreas como Eucaliptus sp.
(Soleas et al., 1997; Burns et al., 2002) (Figura 5).
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Rubus frutic

Veratrum album  Veratrum californicum  Picea glauca Eucaliptus sp.

Figura 5. Principales fuentes de RES (adaptado de Aggarwal et al., 2004).

La forma mas abundante del RES en la naturaleza es el trans-resveratrol (Robert et al.
2006), que puede ser convertido al isébmero cis-resveratrol si se expone a la luz solar o
artificial debido a que éste es un compuesto extremadamente fotosensible (Amri et al.,

2012; Gambini et al., 2013) (Figura 6).

HO OH

OH
Hv 350 nm O
—
™

Trans-resveratrol Cis-resveratrol

OH

Figura 6. Estructuras quimicas de los isdmeros trans y cis del res (Catalgol et al., 2012).
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Aunque el frans-resveratrol posee mayor actividad biologica (Robert et al. 2006), ambos
isdmeros pueden tener efectos bioldgicos distintos (Gambini et al., 2013) y pueden actuar
sobre un gran numero de moléculas blanco (Suenaga et al., 2008; Shakibaei et al., 2009).
Se ha descrito que el trans-resveratrol inhibe la accién de las ROS en leucocitos (Rotondo
et al., 1998) y en fibroblastos (Andrianbelomson et al., 1998), y también puede inhibir la
liberacién de O2 en neutréfilos humanos (Repetto-Jiménez, 2009). Mientras que el cis-
resveratrol puede actuar como un antagonista estrogénico en humanos (Repetto-
Jiménez, 2009).

A partir de estudios en animales y en humanos, se sabe que el isbmero predominante
que se ingiere por via oral en los alimentos es el glucésido del trans-RES (Mattivi et al.,
1995) el cual se elimina rapidamente. Por lo tanto las formas conjugadas del RES son las

que llegan a los tejidos donde ejercen su efecto bioldgico (Piver et al. 2004P).

Diversos estudios muestran que el RES ademas de ser un antioxidante, presenta efectos
antitrombogénicos, antitumorales, antiosteoporaticos, antimicrobianos y
antienvejecimiento (Agaarwal et al., 2004; Baur y Sinclair, 2006; Kasdallah-Grissa et al.,
2007; Csizar et al., 2008), y sugieren que tiene un papel neuroprotector debido en parte
a su actividad antiinflamatoria, y por su capacidad de disminuir los niveles de factor de

necrosis tumoral (TNF) (Foti-Cuzzola et al., 2011).

Estudios en modelos in vivo han demostrado que el RES tiene efectos protectores en
diferentes procesos biolégicos produciendo un aumento de la vida media en levaduras,
moscas Yy algunos peces (Agaarwal et al., 2011) que podria estar mediado por el aumento
de las sirtuinas que estan directamente relacionadas con la restriccion caldrica y la
longevidad (Imai et al., 2000) esto también apoya la idea de que este producto sea un

agente quimioprotector (Gescher et al., 2003; Baur y Sinclair, 2006).

El RES como agente quimiopreventivo también ha mostrado poder inhibir algunas
isoformas de CYP450s en humano relacionadas con la activacion de moléculas pro-
cancerigenas como el CYP3A4 y CYP1A1 (Guengerich et al., 2003; Piver et al., 20043,
Mohammadi-Bardbori et al., 2012).
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Por otro lado, el RES es metabolizado por las isoformas CYP1B1y CYP1A2, obteniendo
como producto final de su oxidacion picetanol, un metabolito que tiene ciertas
propiedades anticancerigenas debido a que participa en el arresto del ciclo y en la muerte
celular (Piver et al., 2004°; Kim et al., 2009).

Por lo anterior, el efecto quimiopreventivo que presenta el RES puede deberse a:

a) La disminucion o anulacion del dano provocado por las ROS (Sharma et al., 1994;
Martinez et al., 2000; Yan et al., 2011).

b) La detencion del ciclo celular y activacidn de la apoptosis, evitando la proliferacion
de una amplia variedad de células cancerigenas como los linfoides, mieloides,
mama, colon, pancreas, prostata, estbmago, ovario, higado y pulmén (Aggarwal
et al., 2004; Piver et al., 2004°; Kim et al., 2009).

c) La inhibicion de algunas enzimas de fase | del MX (CYP450s), que son

responsables en la activacién de compuestos pro-cancerigenos (Guengerich et al.,
2003; Piver et al., 20042).
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7.- Antecedentes
I

7.1.- Efecto genotoéxico de la NIC

Existen estudios que avalan el efecto genotdxico de la NIC dentro de un modelo in vitro
a concentraciones bajas como el de Argentin y Cicchetti (2004), donde reportaron que
NIC [1-10 pM] provocod dafio al DNA por medio de la induccién de estrés oxidante,
ademas de causar la formacién de micronucleos (MNs) en fibroblastos gingivales de
humano. Mientras que NIC [1, 10, 100 y 1000 uM] produjo aberraciones cromosémicas,
MNs e intercambio de cromatides hermanas (ICH) de manera dosis-dependiente en

linfocitos de humano (Ginzkey et al., 2013).

Por otro lado, el efecto genotdxico en estudios in vivo sélo se ha reportado con una
concentracion muy alta, usando NIC [11.4 mM] en SMART en ala de D. melanogaster en

la cruza ST (Gémez-Loza, 2017).

7.2.- Efecto citotoxico de la NIC

En cuanto al efecto citotéxico de la NIC, existen muy pocas referencias que lo avalen a
concentraciones bajas. En estudios in vitro (Moga et al., 2016) reportaron que NIC [3.112-
31.125 uM] indujo muerte celular, mientras que NIC [0.662-3.112 uM] provocé autofagia.
Ambos resultados fueron obtenidos en un cultivo de células troncales de mesénquima

periodontal de humano.

En estudios in vivo, se reportd que [11.4 mM] provocé una alteracion en la division celular

en la cruza ST, usando SMART en ala de D. melanogaster (Gémez-Loza, 2017).
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7.3.- Efecto quimiopreventivo del RES

Existe una amplia variedad de estudios referentes a los efectos quimiopreventivos del
RES como antioxidante, en modelos in vitro esta reportado que RES [27 uM] fue efectivo
contra la formacion de radicales libres en células HL-60 de leucemia (Sharma et al.,
1994), RES [44 uM] inhibid la accion de las ROS en leucocitos (Rotondo et al., 1998),
RES [30 uM] fue capaz de inhibir la formacién de radicales libres del oxigeno derivados
del 6xido nitrico (NO) en macréfagos (Martinez et al., 2000), RES [1 mM] disminuyd la
frecuencia de MNs inducidos por H202 en células astrogiales de humano (Quincozes et
al., 2010) y RES [5, 25 y 50 uM] protegieron al DNA del dafo oxidante provocado por el

etanol (EtOH) en linfocitos humanos (Yan et al., 2011).

En estudios in vivo se encontré que RES [43 uM] redujo la frecuencia de clones pequefios
y totales en co-tratamiento con uretano (URE) en la cruza ST por medio de SMART en

ala de D. melanogaster (Silva-Calzada, 2013).

7.4.- Efecto genotdxico del RES

En el efecto genotéxico del RES a concentraciones bajas, existe discrepancia en cuanto
a los resultados en modelos in vitro. Esta reportado que RES [2.5, 5, 10 y 20 uM]

resultaron ser negativas en todas las cepas utilizando la prueba de Ames en Salmonella
typhimurium y Escherichia coli (Matsuoka et al., 2001) y RES [1, 5 y 10] no resultaron

genotoéxicos en células A549 de adenocarcinoma (Chen et al., 2013).

Por otro lado, RES [5 y 10 uM] provocé MNs e ICH en células pulmonares de hamster
chino (Matsuoka et al., 2001) y RES [5, 10 y 43 uM] causdé MNs en células de

adenocarcinoma gastrico (Mitrut et al., 2009).

En estudios in vivo, usando SMART en ala de D. melanogaster, RES [11 uM] fue
genotdxico para clones grandes y gemelos en la cruza ST (Gédmez, 2013) y RES [11 uM]
fue genotdxico para manchas pequefias y totales en la cruza ST (Silva-Calzada, 2013).
Mientras que RES [10 ug/mL] resultdé genotdxico en clones grandes y totales en co-

tratamiento con metil metano sulfonato en la cruza HB (Sanchez-Lopez, 2013).
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7.5.- Efecto citotoxico del RES

En estudios in vitro esta reportado que RES [10 y 20 uM] provoco citotoxicidad en células
de hamster chino (Matsuoka et al., 2001), RES [50 uM] disminuy6 el crecimiento celular
por citotoxicidad (Scott, 2002) y RES [63 uM] aumento la citotoxicidad de la doxorubicina
(Osman et al., 2012).

En estudios in vivo, usando SMART en ala de D. melanogaster se reporté que RES [10
pg/mL] alterd la divisién celular en la cruza HB (Sanchez-Lopez, 2013), RES [11 uM]
alterd la division celular en la cruza ST (Gomez, 2013; Silva-Calzada, 2013; Duehfas-
Garcia et al., 2017) y RES [11 yM] alterd la divisidn celular en la cruza HB (Duefias-
Garcia et al., 2017).

7.6.- Efecto del RES sobre el ciclo celular y la apoptosis

Existen una gran cantidad de estudios in vitro que indican que concentraciones de bajas
de RES inducen apoptosis por medio de la activacién de las caspasas 3y 9, usando RES
[32 uM] en células de leucemia (Clement et al., 1998), RES [100 uM] en células tumorales
de colon humano (Mahyar-Roemer, 2001) y RES [20 uM] en células de la linea ECV304
de carcinoma humano (Toloi et al., 2012). Mientras que existen estudios que indican la
induccion de la apoptosis de manera dependiente a P53 utilizando RES [10 uM] en células
epidérmicas de raton (She et al., 2001) y RES [20 pM] en células de préstata humana
(Hung-Yun et al., 2011).

7.7.- Efecto pro-oxidante del RES

Existen solamente estudios in vitro en donde esta reportado que RES [10-100 uM]
promovié la degradacion del DNA en presencia de metales de transicion como el cobre
(Fukuhara y Miyata, 1998) y RES [50 uM] en tratamiento cronico de 24 h. tuvo efectos

pro-oxidantes en células estrelladas hepaticas (Martins et al., 2013).
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8.- Justificacion
I

La NIC es un agente potencialmente genotdxico por su capacidad de generar ROS que
pueden causar estrés oxidativo e interactuar con el DNA, ademas es la principal
responsable de la dependencia en las personas al tabaco siendo también un problema
de salud publica. El estrés oxidativo y el dafio al DNA han sido correlacionados con
muchas otras enfermedades de alta prioridad (cancer, Parkinson, Alzheimer, artritis
reumatoide, diabetes tipo Il, etc). Por eso, se han realizado diversas investigaciones que
incluyen el consumo de diferentes compuestos con potencial antioxidante tanto de origen
natural como sintético. ElI uso del RES como un quimiopreventivo y antioxidante ha
adquirido relevancia en la investigacion en los ultimos afos, teniendo resultados muy
contradictorios debido a que los efectos benéficos que se obtienen en modelos in vitro
son a concentraciones muy altas, ahora se sabe que el factor de biodisponibilidad nunca
permite alcanzar esas concentraciones por lo que los efectos en un organismo tiene
muchas incognitas aun. Ademas se ha reportado que el RES puede tener efectos pro-
oxidantes y citotdéxicos dependiendo del compuesto con el que sea conjugado. Por eso,
también es importante determinar si existe o no un efecto pro-oxidante del RES en un
modelo in vivo en presencia de la NIC. Por lo anterior, en este trabajo se pretende evaluar
el efecto del RES sobre la genotoxicidad de la NIC usando SMART en ala de D.
melanogaster en cruza estandar (ST) y de bioactivacion elevada (HB).

9.- Hipotesis

Teniendo en cuenta que el RES es potencialmente antioxidante, se espera que sea capaz

de modular el dafio inducido por la NIC, ya sea en la cruza ST o HB, debido a lo siguiente:

1. La NIC debido a su estructura quimica es capaz de producir radicales libres y ROS
(Yamamoto y Casida, 1999; Jain y Flora, 2012; Marriage et al., 2014).

2. EI RES ha mostrado poder disminuir o anular el dafio provocado por las ROS

(Sharma et al., 1994; Rotondo et al., 1998; Martinez et al., 2000; Quincozes et al.,
2010; Yan et al., 2011).
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10.- Objetivos

10.1.- Objetivo general

e Evaluar el efecto del RES ante la potencial actividad genotdxica de la NIC en la

prueba SMART en ala de D. melanogaster en las cruzas ST y HB.

10.2.- Objetivos particulares

e Determinar la frecuencia de los tipos de clones producidos en las alas de D.
melanogaster, con los diferentes tratamientos de NIC, RES y los co-tratamientos
NIC + RES.

e Determinar la capacidad genotéxica de la NIC, RES y los co-tratamientos NIC +

RES a través de la frecuencia y tipo de clones producidos en ambas cruzas.
e Determinar las frecuencias acumuladas de los clones mwh en las células de los

discos imaginales del ala de D. melanogaster con los diferentes tratamientos de
NIC, RES y los co-tratamientos NIC + RES.
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11.- Materiales y métodos

11.1.- Quimicos

v Agua bidestilada (Milli-Q)

v" Etanol (EtOH). CAS No. 64-17-5. Sigma® St. Louis, MO, USA.

v Uretano (URE) (Carbamato de etilo) (>99%). CAS No. 51-79-6. Sigma® St. Louis,
MO, USA.

v" Nicotina (NIC). CAS No. 3876. Sigma® St. Louis, MO, USA.

v" Resveratrol (RES). CAS No. R5010. Sigma® St. Louis, MO, USA.

v" Medio instantaneo Carolina (MIC). Carolina Biological Supply Company.
Burlington, N.C. USA.

v Nipagin metilparabeno (Tegosept). CAS 99-76-3.

v Acido propiénico. CAS 79-09-4. Sigma® St. Louis, MO, USA.
v' Tegosept (NIPAGIN). CAS 99-76-3 Sigma® St. Louis, MO, USA.

v" Acido ortofosférico. CAS 7664-38-2. Merck® Darmstadt, Alemania.

v" Entellan. CAS 1.07961. Merck® Darmstadt, Alemania.
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11.2.- Biologicos

Cepas mutantes de D. melanogaster: ‘flare” (flr3TM3, BdS¢’), “Oregon R(R)-flare”
(ORR(1); ORR(2); fIr3ITM3, BdSer) y “multiple wing hairs” (mwh/mwh) del laboratorio de
Genética Toxicoloégica de la FES—Iztacala, UNAM. Donadas originalmente por el Dr.
Ulrich Graf del Swiss Federal Institute of Technology de la Universidad de Zurich,

Schwerzenbach, Suiza (Anexo 3).

11.3.- Propagacion de las cepas de D. melanogaster

Las tres cepas se propagaron en frascos de vidrio de 250 mL (Figura 7) que contenian
medio de cultivo de hojuela de papa deshidratada marca Maggie®, a los que se le
agregaron 20 mL de la solucion conservadora que contiene: 5 mL de tegosept al 12%
disuelto en EtOH (como bactericida) y 5 mL de acido propiénico (como fungicida),
aforados a 1 L de agua a una proporcion (1:10). Las cepas se incubaron a 25°C y 65%
de humedad relativa (HR) en total obscuridad (Duefias et al., 2001).

Figura 7. Propagacion de las cruzas HB y ST.
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11.4.- Cruza de bioactivacion elevada (HB)

Las hembras virgenes de la cepa “Oregon R(R)-flare” (ORR(1); ORR(2); fIr3/TM3, BdSer)
y machos “multiple wing hairs” (mwh/mwh) se aislaron y se cruzaron en proporcion 3:1.
Posteriormente se colocaron en frascos con medio de puré de papa Maggie® con la
solucién conservadora durante tres dias a 25°C y 65% de HR en total obscuridad (Anexo
3).

11.5.- Cruza estandar (ST)

Las hembras virgenes de la cepa “flare” (flr3/TM3 BdSer) y machos multiple wing hairs
(mwh/mwh) se aislaron y se cruzaron en proporcion 3:1. Después se colocaron en frascos
con medio de puré de papa Maggie® con la solucién conservadora durante tres dias a
25 °C y 65% de HR en total obscuridad (Anexo 3).

11.6.- Colecta de huevos

Se coloco en frascos de 250 mL el medio de levadura fresca activada marca La Florida®,
dejandolo reposar durante 24 h. Pasado ese tiempo se colocaron en los frascos y de
manera independiente las moscas adultas procedentes de ambas cruzas y se incubaron

por 8 h.

Posterior a ese periodo de tiempo, se retiraron las moscas adultas y los frascos con los
huevos se regresaron a la incubadora. Después de 72 + 4 h se recuperaron las larvas de
tercer estadio diluyendo rapidamente la levadura con agua corriente y haciéndola pasar

a través de una coladera de acero inoxidable de malla fina.
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11.7.- Disefno experimental

Los tratamientos evaluados se muestran en la tabla 1. Se realizaron tres experimentos
independientes con tres réplicas por tratamiento por cada cruza, agregando
aproximadamente la misma cantidad de larvas de 72 £ 4 h en tubos de ensayo que
previamente contenian 0.5 g de medio instantaneo Carolina (Drosophila Instant Medium)
y 2 mL de las diferentes soluciones, posteriormente se colocaron los tubos en la

incubadora a 25°C y 65% de HR hasta que emergieron los imagos.

Tabla 1. Tratamientos cronicos aplicados a las larvas de tercer estadio en las cruzas HB y ST.

Tratamientos
Controles Control Tratamientos Tratamiento Co-tratamientos
Negativos Positivo NIC RES
Agua URE NIC [12.5 uM] RES [11 uM] NIC [12.5 uM] + RES [11 yM]
Mili-Q [20 mM]
EtOH 1% NIC [25 uM] NIC [25 uM] + RES [11 uM]
NIC [50 uM] NIC [50 uM] + RES [11 uM]

Las concentraciones de NIC utilizadas en los tratamientos, fueron determinadas con base en una
CLso en un ensayo previo en la cepa Canton S (datos no publicados). Mientras que la
concentracion de RES utilizada se determiné de acuerdo a Asensi et al, (2002) donde reportan
que la biodisponibilidad del RES en tejidos es muy baja y dificiimente se superan [>11 uM] por lo
que concentraciones mayores no deben ser extrapoladas a modelos in vivo.

11.8.- Diseccion y montaje de alas

Los imagos se fijaron y almacenaron en frascos con EtOH al 70%, se sexaron y se
disectaron las alas con la ayuda de unas pinzas de relojero. Las alas se montaron en
preparaciones permanentes con Entellan®. Se colocaron 10 pares de alas en los
portaobjetos con una proporcion 1:1 de hembras y machos en cada laminilla. Unicamente
se tomaron en cuenta las alas de las moscas con fenotipo silvestre (frans-heterocigotas)

porque éstas permiten observar eventos de mutacion y recombinacion.
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11.9.- Revision al microscopio

Las alas de 60 individuos se revisaron por cada tratamiento en un microscopio éptico a
40X, debido a que el tamano 6ptimo para la prueba son 55 individuos por tratamiento
(Frei y Wargler, 1995). Se analizé tanto la superficie dorsal como ventral de las alas y se
registré el numero y el tipo de clones mutantes de las células de acuerdo a lo establecido
por (Graf et al., 1984) donde se buscé la presencia de clones simples (fenotipos mwh o
fir’) ya sean pequefios (1-2 células), grandes (>3 células) y/o clones gemelos o dobles

(clones mwh adyacentes a clones fird).

11.10.- Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizé el software SMART-PC versién 2.1 que evalua con
una regla de decision multiple basada en la prueba de ji cuadrada (Kastenbaum-Bowman)
con un grado de libertad y una probabilidad de (p < 0.05) (Frei y Wurgler, 1988). Esta
prueba asume que un tratamiento dado, aumenta la frecuencia de dafo genético por un
multiplo de la frecuencia del testigo negativo, permitiendo decidir si la frecuencia de
clones inducidos en los tratamientos muestra resultados positivos, débiles positivos,

indecisos o0 negativos basandose en las siguientes hipotesis:

+ Hipdtesis nula (Ho): La frecuencia de las mutaciones inducidas y espontaneas en

los individuos, no es significativamente mayor a la frecuencia del control negativo.

% Hipdtesis alternativa (Ha): La frecuencia de las mutaciones inducidas vy

espontaneas en los individuos, es “m” veces mayor a la frecuencia del testigo
negativo (Graf et al., 1984). Donde “m” es un factor de multiplicacion que se utiliza
en el analisis estadistico e indica las veces que debe de incrementarse el numero
de eventos de los tratamientos con respecto al control negativo para considerarlo

como una respuesta positiva.
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Los clones pequefios van a predominar en relacién a la frecuencia de los grandes y
gemelos, por lo que el programa los analiza por separado evitando asi una
sobreestimacion de clones menos frecuentes. De esta forma para considerar un aumento
significativo de los clones pequefios se determiné un valor del factor de multiplicaciéon
m= 2, mientras que para clones grandes y gemelos se usa un valor de m= 5 (Frei y
Wadrgler, 1988).

Cada hipétesis fue probada al 5% de significancia y con base a lo anterior pueden ser

posibles las siguientes decisiones:

= Aceptar Ho y rechazar Ha: negativo.

» Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo.

» Rechazar Ho y rechazar Ha: indeciso.

» Aceptar Ho y aceptar Ha: débil positivo.

Los resultados débiles positivos (w) e indecisos (i) obtenidos con SMART, fueron
analizados con la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney y Wilcoxon
(a =B =0.05) con ayuda del software estadistico STAT-Graphics version 7.0. Esta prueba
considera la variabilidad entre los individuos y no requiere de una distribucion normal de
los datos (Frei y Wargler, 1995).

Por ultimo, para el analisis de las distribuciones del tamaio de los clones mwh, se aplico
la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov (K-S) con una probabilidad de
(p <0.05). Esta prueba permite medir el grado de concordancia entre dos distribuciones

comparando las frecuencias acumuladas de una distribuciéon con la otra.
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12.- Resultados

A continuacién se muestran los resultados de SMART en ala de D. melanogaster,
después de haber revisado un total de 567 individuos (1134 alas) de la cruza HB y 503
individuos (1006 alas) de la cruza ST tratados crénicamente con NIC [12.5, 25 y 50 uM],
RES [11 uM] y los co-tratamientos NIC + RES.

Los resultados completos de SMART para la cruza HB se encuentran en la tabla 2 (Anexo
1) y para la cruza ST estan en la tabla 4 (Anexo 1). En las figuras 8, 9, 12, 13, 16 y 17 se
muestran las graficas de los resultados del estadistico de ji? (Kastenbaum-Bowman) (Frei
y Wirgler, 1988) de los tratamientos NIC, RES y co-tratamientos NIC + RES en ambas
cruzas, después de haber comparado las frecuencias y el tipo de mancha por individuo

contra cada tratamiento y co-tratamiento con los controles negativos.

Por otro lado, los resultados completos de la distribucién de clones mwh en la cruza HB
se encuentran en la tabla 3 (Anexo 1) y los de la cruza ST en la tabla 5 (Anexo 1). En las
figuras (10, 11, 14, 15, 18 y 19) se presentan las graficas de la distribucion de los clones
con los resultados de la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov (Frei y Wirgler,
1988) de los tratamientos NIC, RES y co-tratamientos en ambas cruzas respectivamente,
después de haber comparado la distribucion acumulada de los clones, entre los

tratamientos y co-tratamientos con los controles negativos.
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12.1. Tratamientos NIC

En la figura 8 que corresponde a los resultados del estadistico de Kastenbaum-Bowman
de los tratamientos NIC en la cruza HB, se aprecia que ningun tratamiento de NIC resulto
ser genotdxico. Esto se puede observar al comparar las frecuencias de clones obtenidos
en los tres tratamientos de NIC contra el control negativo agua Milli-Q. (Ver tabla 2.C). En
los tratamientos de NIC [12.5 y 25 uM] se observa que la frecuencia de clones mwh por
individuo es practicamente igual que la del control negativo para todos los tipos de clones,
mientras que el tratamiento de NIC [50 pM] tuvo un ligero aumento (+0.1) en clones
grandes, gemelos y totales en comparacion con los otros dos tratamientos de NIC, sin

embargo tampoco resulté genotoxico.

En la figura 9 se muestran los resultados de la cruza ST, se aprecia que el tratamiento
NIC [12.5 pM] fue el unico que al ser comparado con el control negativo tuvo una
diferencia estadisticamente significativa en clones pequefos, grandes y totales. Es decir,
resulté genotoxico (Ver tabla 4.C). En cuanto a clones pequefios, se observa que la NIC
[12.5 yM] tuvo una frecuencia de clones por individuo de (1.16) la cual casi duplicé la
frecuencia del control negativo (0.73) y fue muy similar a la del control positivo (1.21),
mientras que en clones grandes se observa una diferencia estadisticamente significativa
en comparacion con ambos controles y por otro lado, no hubo presencia de clones
gemelos. Por ultimo, en los tratamientos NIC [25 y 50 uM] no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en comparacién al control negativo para ningun tipo de
clon, presentandose frecuencias de clones mwh por individuos muy similares al agua
Milli-Q.
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Figura 9. Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales por individuo en los
tratamientos NIC en la cruza ST (p <0.05). Y= Diferencia significativa de los tratamientos NIC
con respecto al control negativo. V= diferencia significativa del control positivo URE con respecto
al control negativo.

32



12.1.2.- Distribucioén de clones en los tratamientos NIC

En la figura 10 se presentan los resultados de la distribucion del tamafio de los clones
mwh en los diferentes tratamientos con NIC en la cruza HB, sefialando con (3) los
resultados significativos del estadistico de Kolmogorov-Smirnov (p <0.05). En el grafico
se aprecian diferencias significativas en las distribuciones de clones mwh de los
tratamientos de NIC [25 y 50 uM] en comparacidén con ambos controles (Ver tabla 3). En
el tratamiento de NIC [25 uM] se observa una gran cantidad de clones que se expresaron
sblo en la célula parental con 85% seguido de los que se expresaron en dos células
(primera generacion celular) (12%) y finalmente en menor cantidad llegaron a observarse
clones de entre 17-32 células (quinta generacion) (2%). En NIC [50 uM] se observa que
la mayor cantidad de clones solo se expresaron en la célula parental (75%) seguido de
los que afectaron hasta la primera generacion con un 16%, también se expresaron clones
hasta la quinta generacion e incluso se encontrd un clon (>256 células) que indica que el
dafo se expreso hasta la novena generacion. Por ultimo, en el tratamiento NIC [12.5 uM]
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control
negativo, pero si las hubo en comparacion al control positivo. Este tratamiento presento

al igual que los otros una mayor cantidad de clones en la célula parental (87%).

En la figura 11 se muestran los resultados de la distribucion del tamafio de los clones
mwh en los diferentes tratamientos con NIC en la cruza HB, sefialando con (3) los
resultados significativos del estadistico de Kolmogorov-Smirnov (p <0.05). Donde se
observa que existen diferencias estadisticamente significativas entre los tres tratamientos
de NIC y ambos controles (Ver tabla 5). En el tratamiento de NIC [12.5 pM] la mayor
cantidad de clones se expresaron solo en la célula parental (63%), también hubo clones
que se expresaron hasta la primera (10%), segunda (7%), tercera (1%), cuarta (4%),
quinta (7%), sexta (5%) y séptima generacion celular (1%). Por otro lado en el tratamiento
NIC [25 uM] solamente se encontraron clones que se expresaron en la parental (93%) y
el resto (7%) hasta la primera generacién celular. Y por ultimo en el tratamiento de NIC
[50 uM] el 82% del total de clones encontrados afectaron sélo una célula, posteriormente
hubo una disminucion de clones expresados en la primera generacion (6%) y el resto se

llegd a expresar hasta la segunda generacién celular (12%).
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12.2. Tratamientos RES

En la figura 12 se muestran los resultados del estadistico de Kastenbaum-Bowman del
tratamiento RES para la cruza HB. Se puede apreciar que no se encontraron diferencias
significativas para ningun tipo de clon entre el control negativo EtOH 1% y el tratamiento
RES [11 pM] por lo que no se encontrd genotoxicidad por parte del tratamiento RES. La
frecuencia de clones pequeiios en el RES fue de (0.73) ligeramente mayor a la del control
EtOH (0.60), sin embargo, esta no fue una diferencia significativa. En cuanto a clones
grandes, las frecuencias del control EtOH y el tratamiento RES son practicamente iguales
(0.08) y en clones gemelos el RES presentd una frecuencia de clones de (0.02) contra
(0) del control EtOH (Ver tabla 2.D).

En la figura 13 se muestran los resultados del tratamiento RES para la cruza ST. La
frecuencia de clones pequefos en el tratamiento RES fue de (0.58) menor a la del control
negativo EtOH (0.66), sin embargo no resultdé ser una diferencia significativa. En cuanto
a clones grandes el RES presentdé una frecuencia de (0.05) que fue estadisticamente
menor a la del control negativo EtOH (0.33). Y por ultimo, en clones gemelos, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento RES vy el

control negativo (Ver tabla 4.D).
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RES con respecto al control negativo.
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12.2.1.- Distribucioén de clones en el tratamiento RES

En la figura 14 se presenta la grafica de la distribucién del tamafio de los clones mwh del
tratamiento RES en la cruza HB, sefialando con (¥%) el resultado significativo del
estadistico de Kolmogorov-Smirnov (p <0.05). Se puede apreciar que la distribucion de
clones del RES es estadisticamente significativa en comparacion con el control negativo
EtOH (Ver tabla 3). En el tratamiento RES se observa que la mayor cantidad de clones
se expresaron soélo en la célula parental (75%), seguido de una disminucién de la
incidencia de los que se expresaron hasta la primera generacién celular (16%), mientras
los clones que se presentaron hasta la segunda generacion fueron el (4%), y por ultimo
se encontraron clones que llegaron a expresarse hasta la quinta (17-32 células) y la

séptima generacion (65-128 células) con una incidencia del 2% en ambos casos.

En la figura 15 se muestra la grafica de la distribucion del tamafio de los clones mwh del
tratamiento RES en la cruza ST sefialando con (%) el resultado significativo del
estadistico de Kolmogorov-Smirnov (p <0.05). Se observa que al igual que en la cruza
ST existen diferencias significativas en la distribucion de clones del RES con respecto al
control negativo (Ver tabla 5). En el tratamiento RES se puede observar que la frecuencia
de clones se expresdé de una manera muy similar a la ocurrida en la cruza HB
encontrandose clones mwh que solo se expresaron en la parental (75%) seguido de los
clones que se expresaron hasta la primera (16%), segunda (5%), quinta (2%) y séptima

generacion celular (2%).
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12.3. Co-tratamientos NIC + RES

En la figura 16 se muestran las resultados para la cruza HB, en donde se puede observar
que no existen diferencias significativas para ningun tipo de clon entre el control negativo
EtOH y los co-tratamientos NIC + RES, por lo cual ningun co-tratamiento fue genotdxico
(Ver tabla 2.E), ademas de que los co-tratamientos NIC + RES no presentaron diferencias
comparados con el tratamiento RES (Ver tabla 2.F) y de la misma manera, las frecuencias
de los co-tratamientos al ser comparadas con sus respectivos tratamientos NIC no
presentaron diferencias significativas (Ver tabla 2.G, H, ). En la grafica se observa que
en clones pequefios, los co-tratamientos NIC [12.5, 25 y 50 uM] + RES tuvieron una
frecuencia de (0.68, 0.65, 0.77) respectivamente siendo ésta frecuencia fue muy parecida
a la del control negativo. En clones grandes de igual manera se obtuvo una frecuencia
similar entre los co-tratamientos y el control negativo. Y por ultimo los clones gemelos se
presentaron solamente en el co-tratamiento de NIC [12.5 uM], sin embargo la diferencia

no fue significativa al compararlo con el control negativo.

En la figura 17 se presentan los resultados de la cruza ST, en donde solo se encontrd
una diferencia significativa del co-tratamiento NIC [12.5 y 25] + RES en comparacion con
el control EtOH en clones pequenos, grandes y totales (ver tabla 4.E). En clones
pequefios al ser comparado con su respectivo tratamiento NIC [25 uM] resulté en un
aumento del 26%, mientras que en clones grandes aumento la frecuencia (+0.24) (ver
tabla 4.H). En el co-tramiento de NIC [12.5 uM] + RES se aprecia que las frecuencias en
todos los tipos de clones son iguales en comparacién con el control negativo, tomando
en cuenta que su respectivo tratamiento NIC [12.5 uM] fue genotdxico, se puede observar
que en el co-tratamiento hubo una disminucién de alrededor del 35% en la frecuencia de
clones pequefios, mientras que en clones grandes disminuyo la frecuencia hasta 0,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Ver tabla 4.G). Y por ultimo el
co-tratamiento NIC [50 uM] no fue diferente a los controles negativos ni presenté variacion

al ser comparado con su respectivo tratamiento NIC [50 uM] (Figura 9) (Ver tabla 4.1).
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12.3.1.- Distribucioén de clones en los co-tratamientos NIC + RES

En la figura 18 se muestra la gréafica de la distribucion del tamafio de los clones mwh de
los co-tratamientos NIC + RES en la cruza HB sefialando con (3%) los resultados
significativos del estadistico de Kolmogorov-Smirnov (p <0.05). Donde se puede apreciar
que los tres co-tratamientos de NIC + RES resultaron ser diferentes con respecto al
control negativo (Ver tabla 3). En el co-tratamiento de NIC [12.5 uM] + RES, se puede
observar que la mayor cantidad de clones mwh se expresaron solo en una célula (73%)
mientras que el resto se llegaron a expresar hasta la primera generacion celular (23%).
En el co-tratamiento de [NIC 25 uM] de igual forma, la mayoria de los clones solo se
expresaron en una sola célula (86%), y el resto fueron clones que se llegaron a expresar
en la primera (4%), segunda generacion (2%) y hasta la cuarta generacion celular (8%).
Por ultimo, en el co-tratamiento NIC [50 uM] los clones que se expresaron en sélo una
célula fueron (82%) y el resto fueron clones que llegaron a expresarse en la primera

(10%), segunda (3%), tercera (3%) y cuarta generacion celular (2%).

En la figura 19 se presenta la grafica de la distribucion del tamarfio de los clones mwh de
los co-tratamientos NIC+RES en la cruza ST sefialando con (¥%) los resultados
significativos del estadistico de Kolmogorov-Smirnov (p <0.05). Se observa que la
distribucion de clones de los tres co-tratamientos resultaron ser diferentes a la del control
negativo (Ver tabla 5). En el co-tratamiento NIC [12.5 yM] + RES se encontré que la
mayor cantidad de clones se expresaron en una sola célula (86%) mientras que el resto
se expreso en la primera (13%) y hasta la segunda generacién celular (1%). En el co-
tratamiento NIC [25 uM] + RES se aprecia que el 70% de clones s6lo se expresaron en
una sola célula, mientras que el resto de clones se expresé hasta la primera (8%),
segunda (2%), tercera (3%), cuarta (1%), quinta (7%), sexta (7%) y séptima generacion
celular (2%). Finalmente, en el co-tratamiento NIC [50 uM] + RES la expresion de los
clones predomind también en una sola célula (83%) y el resto de clones lograron

expresarse en la primera (11%), tercera (3%) y hasta la quinta generacion celular (3%).
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13.- Discusion
I

13.1.- Tratamientos NIC

Las tres concentraciones de NIC [12.5, 25 y 50 yM] utilizadas fueron determinadas con
base en un ensayo previo en el que se determiné la CLso en la cepa Canton S, debido a
que hasta donde se sabe no existen diferencias metabdlicas entre ambas cepas Dra.

Norma Velazquez-Ulloa Com. Pers).

En la cruza HB (Figura 8) ningun tratamiento de NIC tuvo un efecto genotdxico. Esto
puede deberse a que la NIC es metabolizada via Cyp450s tal como lo indica Li et al,
(2012) quien ademas responsabiliza a la isoforma Cyp6g1. Debido a que esta cruza
cuenta con una sobreexpresion de Cyp450s en comparacion con la cruza ST, se puede
inferir que a mayor cantidad de Cyp450s habria un mayor metabolismo de NIC, aunque
al mismo tiempo se deberian de producir una mayor cantidad de metabolitos secundarios
los cuales podrian generar un desequilibrio y alterar otros procesos celulares. Sin
embargo, cabe mencionar que el metabolismo completo de la NIC aun no esta claro en

Drosophila melanogaster.

En cuanto a los resultados obtenidos en la cruza ST (Figura 9), el efecto genotoxico de
NIC [12.5 uM] podria ser explicado por los niveles basales de Cyp450s que la cruza
presenta. Existen estudios principalmente in vitro sobre los efectos de la NIC que avalan
el dafo genotdéxico que puede producir a concentraciones bajas. Se ha demostrado que
NIC [1 y 10 pM] es capaz de producir MNs y dafio al DNA por medio de la induccién de
estrés oxidante en fibroblastos gingivales de humano (Argentin y Cicchetti, 2004) y NIC
[1, 10, 100 y 1000 uM] produjo aberraciones cromosomicas e ICH de manera dosis-

dependiente en cultivo de linfocitos (Ginzkey et al., 2013).

Si bien los resultados obtenidos con la concentracién baja concuerdan con lo
anteriormente citado, es importante subrayar que esos resultados fueron obtenidos en un
modelo in vitro, mientras que el modelo utilizado en este trabajo es in vivo por lo que
estan involucrados el metabolismo, los sistemas de reparacion, asi como el factor de
biodisponibilidad (Kluwe, 1995; Rothfussa et al, 2011).
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Por un lado, NIC [12.5 yM] provocé una gran cantidad de clones pequefios en la cruza
ST, esto es un indicador de dafio tardio en la célula y es tipico de compuestos que son
previamente bioactivados. Si bien en Drosophila no hay reportes que indiquen la
formacion de algun metabolito derivado de la NIC via Cyp450s capaz de interactuar con
el DNA, se sabe que en humanos el metabolismo de la NIC por medio del CYP2A6 genera
nicotina-A"®) idn también conocido como idn nicotina imino, el cual esta reportado como
un agente alquilante (Shigenaga et al., 1988). Este tipo de agentes actuan sobre varios
sitios del DNA entre los que se encuentran la posiciéon N-7 de la guanina, favoreciendo la
ionizacion y la des ionizacion que lleva a mutaciones de transicion (Wyatt y Pittman,
2003).

Por otro lado, NIC [12.5 uM] también generd una gran cantidad de clones grandes, que
son un indicador de dafo temprano en células. Esto podria ser debido a la produccion de
ROS que generan la NIC (Yamamoto y Casida, 1999; Jain y Flora, 2012; Marriage et al.,
2014) sumado a los que produce la propia accion de los Cyp450s (Tang et al., 2012). Es
decir, se pudieron haber generado ROS en gran cantidad producto de la NIC antes de
ser metabolizada y esto pudo haber alterado el equilibrio REDOX causando dano al DNA
por medio de estrés oxidante. Esto concuerda con lo anteriormente citado en los trabajos
de Argentin y Cicchetti, (2004) y Ginzkey et al., (2013).

En cuanto a NIC [25 y 50 uM] en la cruza ST, y el por qué no provocaron genotoxicidad
puede ser porque en D. melanogaster hay Cyp450s que son inducibles por xenobidticos
de manera dependiente a la concentraciéon (Conney, 1986; Li et al., 2012; Mohammed et
al., 2017) como es el caso de: Cyp6aZ2 (inducible por fenobarbital) (Dunkov et al., 1997),
Cypb6g1 (fenobarbital y cafeina) (Daborn et al, 2002; Catania et al., 2004) y Cyp12d1
(DDT) (Daborn et al., 2007; Giraudo et al., 2010). Ademas existen estudios que
evidencian en D. melanogaster una modulacion en la expresion de los genes de Cyp6a2
y Cyp6g1 en larvas tanto en la cruza HB como ST (Vazquez-Goémez et al., 2010). Y por
ultimo se ha reportado que el Cyp6g1 puede ser inducido por las ROS (Mohammed et al,
2017). Por todo lo anterior, podria pensarse que la NIC a esas concentraciones pueda
ser capaz de inducir la expresion de Cyp6g1 y asi evitar el dano, sin embargo esto no es

algo probado y por lo tanto tendria que demostrarse.
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Ademas, el punto anterior es apoyado por el hecho de que no existen evidencias que
demuestren que la NIC [25 y 50 uM] o alguna concentracion cercana provoquen
genotoxicidad. Solamente existen estudios in vitro que demuestran un efecto genotoxico
pero a concentraciones mayores, a [500 yM] en linfocitos (Kleinasser et al., 2005) y a
[625 pg/mL] en células de ovario de hamster chino. Mientras que en estudios in vivo a
[11.4 mM] usando SMART en ala de D. melanogaster en la cruza ST (Gémez-Loza,
2017).

En cuanto a los resultados en la distribucion de clones en la cruza HB (Figura 10) se
observo que a pesar no haber genotoxicidad en la cruza, si hubo una alteracion en la
division celular. Siendo el tratamiento de NIC [12.5 uM] solamente diferente al control
positivo y NIC [25 y 50 uM] diferentes a ambos controles. Mientras que en la cruza ST
(Figura 11) los tres tratamientos resultaron diferentes en comparacion con ambos

controles.

Estas alteraciones en las distribuciones de los clones podrian deberse a un efecto
citotdxico o a uno apoptatico en las células, sin embargo hay que aclarar que la prueba
de Kolmogorov-Smirnov no permite discernir si el cambio en la distribucién fue positivo o
negativo para el desarrollo de las alas, por lo que solamente se puede afirmar que la

division celular se vio alterada por el efecto de los tratamientos de NIC.

Existen estudios in vitro que indican un efecto citotdéxico provocado por la NIC como lo
reportado por Yu Chao et al, (2002) quienes encontraron que NIC [2.5 mM] fue citotoxica
en fibroblastos de ligamento periodontal de humano, sin embargo esta fue una
concentracion mucho mas alta que la que se uso en ese trabajo. Asi mismo Attia, (2007)
reportd que la exposicién a NIC [10 mg/kg] por periodos de 48 h produjo citotoxicidad en
células de médula 6sea de raton, esto concuerda en parte con el disefio experimental de
este trabajo porque se aplico un tratamiento crénico de 48 h a las larvas de tercer estadio
hasta la pupacion. Mientras que en estudios in vivo Gémez-Loza, (2017) reportd que NIC
[11.4 mM] produjo una alteracién de la division celular por medio de SMART en la cruza
ST en ala de D. melanogaster, esto también concuerda con lo obtenido salvo que la

concentracion de NIC usada fue mucho mayor.
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En concreto, las referencias que indican un efecto citotoxico provocado por la NIC tanto
en estudios in vitro e in vivo utilizaron concentraciones muy por encima de las usadas en
este trabajo aunque los tiempos de exposicion a la NIC fueron los mismos. Por lo cual es
plausible que se haya generado citotoxicidad, sin embargo hay que tomar en cuenta que
a pesar de que existen referencias que apoyan la idea, no es suficiente para achacar este
efecto a las concentraciones de NIC usadas, por lo que tienen que hacerse otro tipo de

estudios para comprobar esta hipotesis.

En cuanto al efecto apoptético, se sabe que en Drosophila la NIC tiene la capacidad de
unirse a los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) de las células Kenyon, esto
induce la entrada de iones a la célula y a su vez a las mitocondrias, obteniendo un efecto
dosis-respuesta entre los niveles de calcio (Ca*?) y a la concentracién de NIC
(Campusano et al., 2007; Ivannikov y Macleod, 2013; Leyton et al., 2014). Esto significa
que altos niveles de Ca*? dependientes de la concentracion de NIC son tdxicos, ya que
promueven una hiperpolarizacién celular que lleva a la apoptosis (Rizzuto et al., 2003;

Ivannikov y Macleod, 2013).

Ademas, hay estudios in vitro que indican que la NIC a concentraciones bajas es capaz
de provocar apoptosis, sin embargo los resultados son contradictorios. Por un lado
Argentin y Cicchetti, (2004 ) reportaron que NIC [1-10 yM] indujo apoptosis en fibroblastos
gingivales de humano, y Moga et al, (2016) concluyeron que NIC [3.112 y 31.125 yM]
indujo apoptosis en células stem de mesénquima periodontal. Por otro lado, Ginzkey et
al, (2013) encontraron que NIC [1, 10, 100 y 1000 pM] no afectd la frecuencia de
apoptosis en linfocitos humanos, por lo que de igual manera habria que determinar si las

concentraciones de NIC usadas en este trabajo son capaces de provocar apoptosis.

Por todo lo anterior, se puede concluir que el efecto de la NIC depende del modelo
biolégico utilizado, los tiempos de exposicién, la concentracion administrada, el

bioensayo usado y el tipo celular.
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13.2.- Tratamiento RES

La concentracion de RES utilizada en este trabajo se determind de acuerdo a Asensi et
al, (2002) quienes reportaron sobre la biodisponibilidad de los polifenoles como el RES,
que después de su administracion tiene niveles bajos y dificiimente supera [>11 yM] en
tejidos. Es por eso que concentraciones superiores no se deben de extrapolar a modelos
in vivo, esto se debe al factor de biodisponibilidad que sehala que aunque los estudios in
vitro muestren una alta eficacia del RES en las células, la distribucion en tejidos es muy
baja y por lo tanto podria no tener los mismos efectos en estudios in vivo (Gambini et al.,
2013).

El hecho de que el RES [11 uM] no haya resultado ser genotoxico en ningun tipo de clon
en la cruza HB (Figura 12) concuerda con lo reportado por Sanchez-Lopez, (2013) y
Duenas-Garcia et al, (2017). Este resultado en la cruza HB siempre se ha replicado en

los trabajos que usaron SMART con la misma concentracién o una muy cercana de RES.

Esto puede deberse a que el RES podria ser metabolizado en mayor cantidad en esta
cruza debido a la sobreexpresiéon de Cyp450s, generando analogos que rapidamente son
desechados del organismo. Sin embargo, hay que destacar que no se sabe aun que
Cyp450s sea el responsable del metabolismo del RES en D. melanogaster, aunque esta
demostrado que en humanos es metabolizado por las isoformas CYP1A2 y CYP1B1 (Kim
et al., 2009).

En cuanto a los resultados obtenidos en la cruza ST (Figura 13), estos concuerdan en
parte con lo reportado por Duefias-Garcia et al, (2017) quienes usando SMART en ala
de D. melanogaster y utilizando RES [11 yM] no encontraron genotoxicidad en clones

pequefios, sin embargo si detectaron genotoxicidad en clones grandes.

Por otro lado, los resultados de este trabajo no concuerdan con los trabajos de Silva-
Calzada, (2013) quien encontrd genotoxicidad en clones grandes, y Gomez, (2013) quien
reporté genotoxicidad en clones pequefios y gemelos. En ambos trabajos se us6 SMART
en ala de Drosophila melanogaster en la cruza ST y RES [11 uM].
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Como puede observarse, en todos los trabajos usando SMART en la cruza ST no se ha
replicado exactamente el mismo resultado utilizando la misma concentracion de RES, el
unico resultado que se replico fue el de genotoxicidad para clones grandes en la cruza
ST en los trabajos de Silva-Calzada, (2013) y Duenas-Garcia et al, (2017), sin embargo

este no concuerda con lo obtenido en este trabajo.

Por otra parte, haciendo una comparacion de las frecuencias de clones obtenidas a través
de SMART en la cruza ST de los trabajos (Silva-Calzada, 2013 y Duefnas-Garcia et al.,
2017) con las obtenidas en este trabajo, se observé que las frecuencias para todos los
tipos de clones generados en el tratamiento RES fueron muy similares en ambos trabajos

y en este.

Sin embargo, en este trabajo las frecuencias del EtOH para todos los tipos de clones
resultaron mas altas a diferencia de los trabajos de (Silva-Calzada, 2013 y Duefias-
Garcia et al., 2017), por lo que a la hora de comparar los resultados obtenidos en el
tratamiento RES con el control, hubo una menor diferencia entre las frecuencias de clones

y por lo tanto el programa SMART 2.1 no lo detecté como genotéxico.

Hay que sefalar que esto no se habia presentado en estudios previos utilizando SMART
mas que en el trabajo de Garcia-Huerta, (2012) quien utilizando EtOH 1% encontro
genotoxicidad en clones pequefios en la cruza ST, hay que sefalar que todos los estudios
siempre se han hecho bajo las mismas condiciones experimentales, lineas, protocolo de

seguridad y grado del reactivo de EtOH, por lo cual no existe explicacion para esto.

Existen estudios con otros modelos que muestran resultados contradictorios sobre si RES
[11 uM] o una concentracion cercana es 0 no genotoxica. En cuanto a modelos in vitro
los resultados de este trabajo concuerdan con lo reportado por Chen et al, (2013) quienes
usando células de la linea A549 de adenocarcinoma de pulmon de humano encontraron
que RES [1, 5 y 10 uyM] no fueron genotdxicas. Por otro lado, los resultados de este
trabajo difieren con Schmitt et al, (2002) quienes reportaron que RES [11 yM] indujo una
gran cantidad de MNs en células de linfoma, y con Mitrut et al, (2009) quienes encontraron
que RES [10 y 20 pg/mL] fueron genotdxicas en células de adenocarcinoma gastrico,
mostrando una induccién de MNs de manera dosis-dependiente.

48



Una posible razén del efecto contradictorio del RES tanto en modelos in vitro e in vivo es
porque cada antioxidante es un agente redox, por lo tanto podria actuar como pro-
oxidante acelerando la lipoperoxidacion y/o inducir el dafio al DNA en condiciones
especiales (Lastra y Villegas, 2007). Hay tomar en cuenta que debe existir un balance
entre los antioxidantes y los radicales libres en las células para evitar el estrés oxidante
que lleva a un dafio celular (De la Fuente, 2002; Venereo-Gutiérrez, 2002). Por un lado,
si hay un déficit de antioxidantes no se puede generar una “proteccion” suficiente contra
los radicales libres en el organismo, y en el caso contrario dosis altas de antioxidantes
también generan radicales libres actuando como pro-oxidantes que dafian el DNA
(Skibola y Smith, 2000; Halliwell, 2006).

Debido a lo todo lo anterior y a la gran variedad de resultados tanto benéficos como
adversos usando la misma concentracion de RES en diferentes modelos, es muy
probable que el RES [11 yM] sea un genotéxico débil, y debido a esa razdn resulte dafino
en algunos estudios y en otros no, ademas el hecho de que no se haya replicado ningun
resultado positivo o negativo en SMART mas de dos veces a través de todos los

experimentos que se han realizado apoya esta hipotesis.

En cuanto a la distribucion de los clones mwh tanto en la cruza HB (Figura 14) y ST
(Figura 15) la distribucién de los clones en el tratamiento RES fue estadisticamente
diferente al control negativo EtOH, por lo que también se puede afirmar que la distribucién
de los clones en el tratamiento RES en ambas cruzas se vio alterada, esto concuerda
con lo reportado por Silva-Calzada, (2013) y Gomez, (2013) quienes obtuvieron lo mismo

usando RES [11 uM]y EtOH 1% como control negativo.

Una hipodtesis para explicar este cambio en la distribucion de los clones seria que el RES
[11 uM] pudiera ser citotdxico, debido a que este compuesto puede tener un proceso de
auto oxidacion generando O2y H202 ademas de quinonas y semiquinonas que estan
reportadas como agentes citotoxicos (Sang et al., 2007; Klaus et al., 2010).

Existen estudios in vitro que indican un efecto citotdoxico por parte del RES a
concentraciones cercanas a la usada en este trabajo, como lo reportado por Scott, (2002)

quien demostré que los isébmeros cis y trans del RES [5 uM] disminuyeron el crecimiento
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de las células MCF-7 por citotoxicidad. Mientras que Chen et al, (2013) observaron que
RES [20 uM] inhibié la proliferacion celular en células de la linea A549 de
adenocarcinoma humano. Por otra parte, también hay estudios que demuestran un efecto
citotoxico del RES pero a concentraciones mucho mas altas como lo reportado por
Schmitt et al, (2002) quienes encontraron que el RES [200 mM] tuvo un efecto citotdxico

en células de linfoma de raton de las lineas L5178 y V79 de hamster chino.

La segunda hipotesis seria que el RES haya provocado apoptosis en las células. Existen
estudios in vitro que lo avalan a concentraciones bajas. Aggarwal et al, (2004) reportaron
que el RES [10 y 100 uM] activo las caspasas 3 y 9 en células de cancer de colon de
humano de la linea SW480, mientras que Kucinska et al, (2014) encontraron que el RES

[13.8 uM] aumentd la actividad de las caspasas 3 y 9 en células Jurkat T de leucemia.

Por otro lado, hay reportes que indican que el RES a concentraciones bajas es capaz de
inducir apoptosis por medio de la activacion de p53 que es una proteina con un papel
importante en la detencién del ciclo celular, como lo reportado por She et al, (2001)
usando RES [20 pM], Shih et al, (2002) usando RES [1-10 uM] y Hung-Yun et al, (2011)
utilizando RES [10 uM].

Finalmente, Surh et al., (1999) encontraron que RES [40-100 uM] indujo apoptosis por
medio de la inhibicién de la proteina antiapoptoética Bcel-2. Mientras que Sanjay-Kumar et
al, (2017) concluyeron que RES [11 uM] provoco apoptosis en células TRAMP C1y C3

de préstata de manera independiente a las caspasas 3y 9.

Por todo lo anterior, se infiere que el RES [11 uM] pudo haber provocado un efecto
citotoxico o apoptotico, pero se requieren realizar analisis de degradacion del DNA o

citometria de flujo para saber si provoco apoptosis o citoxicidad.
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13.3.- Co-tratamientos NIC + RES

En cuanto a los resultados de los co-tratamientos en la cruza HB (Figura 16), se observa
que no hubo variacion entre los tratamientos de NIC y los co-tratamientos NIC + RES.
Esto pudo deberse a que la expresion de Cyp450s se encuentra a niveles muy altos en
esta cruza, y eso podria haber sido suficiente para contrarrestar el efecto de la NIC. Es
decir, la NIC pudo haber sido metabolizada eficientemente por los CYP450s por lo cual

fue desechada de manera rapida del organismo.

En la cruza ST (Figura 17) se puede apreciar una disminucion de alrededor del 35% en
cuanto a clones pequenos y una disminucion del 100% en clones grandes en el co-
tratamiento NIC [12.5 uM] + RES comparandolo con su tratamiento NIC [12.5 uM] que si

resulté genotoxico.

Esto concuerda con lo reportado en algunos estudios in vitro. Martinez et al, (2000)
evidenciaron que RES [30 uM] fue capaz de inhibir la formacion de radicales libres del
oxigeno derivados del 6xido nitrico (NO) en macréfagos. Yan et al. (2011) concluyeron
que RES [5, 25 y 50 uM] protegio al DNA del dafio oxidante provocado por el EtOH en
linfocitos humanos y Chen et al. (2013) demostraron que RES [1 y 5 pM] disminuyo
significativamente el dafio provocado por el arsenito de sodio en células de la linea A549
de adenocarcinoma de pulmon. También concuerda con lo reportado en estudios in vivo,
como el de Silva-Calzada, (2013) quien reporté que RES [43 pM] redujo la frecuencia de
manchas pequefas Yy totales en co-tratamiento con uretano (URE) en la cruza ST por

medio de SMART en ala de D. melanogaster..

La disminucion estadisticamente significativa podria deberse a que el RES pudo haber
actuado como un modulador de la genotoxicidad de la NIC debido a que es un
antioxidante. Esto es por la estructura de su molécula que se sabe tiene tres sitios de
actividad antioxidante: 3-OH, 5-OH y 4’-OH. La posicion 4’-OH es la que tiene la mayor
afinidad por los radicales libres (Matsuoka et al., 2002). Ademas, el RES produce diversos
analogos que pueden generar una reduccion en la actividad genotoxica de otros

compuestos y participar en otras vias (Matsuoka et al., 2002).
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Por otro lado, la modulacion obtenida con el RES también podria deberse a la proteccion
del dafo genotodxico via sirtuinas, disminuyendo el dafio celular provocado por la NIC.
Esto coincide en parte con el trabajo de Lin et al. (2012) quienes evaluaron la proteccion
del RES contra la teratogénesis inducida por NIC en embriones de ratdon encontrando un
efecto benéfico del RES [1 x 10 "y 1 x 10 uM]. Ademas de un posible balance entre

agentes oxidantes y antioxidantes.

Por otra parte, en el co-tratamiento de NIC [25 uM] + RES en la cruza ST (Figura 17) se
observo que sorpresivamente aumento la frecuencia de clones pequefios en un 24% vy la
frecuencia de clones grandes en 100% en comparacion con el tratamiento NIC [25 uM]

que no fue genotoxico.

En estudios in vitro esto concuerda con lo reportado por Fukuhara y Miyata, (1998) que
demostraron que el RES [100 uM] puede presentar efectos pro-oxidantes en presencia
de iones de metales en transicién como el cobre. Ahmad et al. (2004) concluyeron que el
RES [4 y 8 uM] tuvo efectos pro-oxidantes en co-tratamiento con H202 aumentando los
radicales superoxido en células de leucemia humana y Chen et al, (2013) evidenciaron
que el RES [20 pM] en co-tratamiento con arsenito de sodio [144 uM] aumentd la

frecuencia de MNs en células de la linea A549 de adenocarcinoma de pulmon humano.

Mientras que en estudios in vivo concuerda con lo reportado por Silva-Calzada, (2013)
quien reporté que RES [172 pM] en co-tratamiento con URE tuvo un efecto genotoxico, y
Sanchez-Lopez, (2013) que concluyé que RES [10 pg/mL] fue genotdxico en co-

tratamiento con MMS.

La posible razén del porqué ocurrié un aumento en la genotoxicidad en el co-tratamiento
NIC [25 uM] + RES podria deberse a un desbalance en el equilibrio REDOX en la célula.
Esta reportado que el RES puede tener modificaciones en su estructura que pueden
alterar la conjugacion que pueda tener con otras moléculas y debido a esto disminuye su
potencial como antioxidante (Lu et al., 2013).
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También se ha observado la participacién del grupo 4’-OH del RES en la actividad
genotdxica que este pueda presentar debido a la modificacion en los sustituyentes de
este grupo en especial, ademas de que el RES puede actuar como homélogo con otros
compuestos oxidantes (Matsuoka et al., 2002). Y por otra parte también se sabe que
algunos productos del metabolismo del RES pueden elevar su genotoxicidad (Matsuoka
et al., 2002; Schmitt et al., 2002).

Otra posible explicacion del efecto del RES en este co-tratamiento seria debido a la
inhibicion de algunos Cyp450s permitiendo a la NIC provocar dafo. Se sabe que el RES
es un potente inhibidor de cinco isoformas en vertebrados: CYP1A1, CYP1B1, CYP3A4,
CYP2E1y CYP3A5 (Revel et al., 2003; Piver et al., 20042; Zhou et al., 2005; Mohammadi-
Bardbori et al., 2012). Si bien, los estudios de inhibicion de Cyp450s por parte del RES
s6lo han sido en humanos, hay que tomar en cuenta que las isoformas CYP3A4 y
CYP3AS5 de humano son ortdlogas al Cyp6g1 de D. melanogaster que es el encargado
de metabolizar la NIC en este insecto (FlyBaseP). Sin embargo, esto no explica por qué
el RES solamente presentd un efecto pro-oxidante con la concentracién intermedia de

NIC y no con la concentracién baja y alta, por lo que ésta hipétesis es la menos probable.

Finalmente, en el co-tratamiento de NIC [50 uM] + RES (Figura 17) en ninguna cruza se
encontrd variacion en las frecuencias de clones entre este co-tratamiento y su tratamiento
de NIC (Figura 9). En este caso la razén podria ser que el RES actué de manera efectiva
contra la formacién de ROS de la NIC, o que NIC [50 uM] sea una concentracion

suficiente para la induccién de Cyp450s.

En cuanto a la distribucion de los clones mwh tanto en la cruza HB (Figura 18) como en
la ST (Figura 19) se observo una alteracion de la division celular. Esto concuerda con
Silva-Calzada, (2013) quién evidencio que RES [11, 43 y 172 uM] alterd la divisién celular
en co-tratamiento con URE usando SMART en ala de D. melanogaster en la cruza ST.
Asi mismo con (Sanchez, 2013) que demostré que RES [10 pg/mL) alterd la divisidon
celular en co-tratamiento con metil metano sulfonato utilizando SMART en ala D.
melanogaster en la cruza HB. Y por ultimo, concuerda con Duefnas-Garcia et al., (2017)
quienes reportaron que el RES [11 uM] en co-tratamiento con 4-NQO alteré la divisiéon

celular tanto en la cruza HB como en la ST.
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En el co-tratamiento de NIC [12.5 yM] + RES en ambas cruzas se observo que los clones
mwh solo se expresaron hasta la segunda generacion celular, tomando en cuenta que el
tratamiento de NIC a esa concentracion resultd genotoxico en la cruza ST, ademas de la
capacidad del RES de ser un compuesto pro-oxidante en condiciones especiales, es

probable que se haya generado citotoxicidad o apoptosis.

Existen estudios in vitro que indican que el RES a concentraciones bajas en conjunto con
otros compuestos pueden generar o aumentar los eventos de citotoxicidad, como lo
reportado por Osman et al, (2012) quienes encontraron que el RES a [63 uM] aumento la
citotoxicidad de la doxorubicina en células de cancer de mama. Sin embargo son pocos
los estudios que indican un efecto citotoxico del RES en conjunto con otros compuestos
a concentraciones bajas por lo que son necesarios otros estudios para medir la
citotoxicidad del RES [11 pM].

Aparte de la capacidad del RES de activar diversas caspasas y a p53, también esta
demostrado que el RES [25 pM] es capaz de inhibir el crecimiento y la proliferacién de
células CaCo-2 a través de la apoptosis, deteniendo el ciclo celular en las fases Sy G2
(Schneider et al., 2000).

Por otro lado en los co-tratamientos NIC [25 uM] + RES y NIC [50 uM + RES] los clones
lograron expresarse durante mas generaciones celulares, y de igual manera en este caso

pudo deberse al posible efecto citotdxico o apoptético de RES [11 uM].

En concreto, en el caso de los co-tratamientos los efectos observados podrian deberse a
que el RES:

1
2

) Es capaz de provocar citotoxicidad y genotoxicidad.
)
3) Puede promover la produccion de ROS.
)

)

Puede inducir a la apoptosis.

4) Es un agente REDOX.
5) Es capaz de inhibir ciertas isoformas de Cyp450.

En conclusion, el RES en co-tratamiento pudo haber generado cualquiera de los eventos

descritos anteriormente, sumados a la produccion de ROS que la NIC puede producir.
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14.- Conclusiones
|

e Enlacruza HB ninguna concentracion de NIC provocé genotoxicidad, sin embargo
NIC [25 y 50 upM] promovieron una alteracion de la division celular debido

presumiblemente a un efecto apoptético o citotdxico.

e En la cruza ST, la concentracion de NIC [12.5 yM] fue la Unica que mostré un
efecto genotoxico sobre las células de los discos imaginales de ala. Sin embargo,
las tres concentraciones de NIC promovieron una alteracion de la division celular

en los discos imaginales.

e EIRES [11 yM] no resulté genotdxico en ninguna de las dos cruzas. No obstante,

alteré la division celular en los discos imaginales del ala de ambas cruzas.

e En la cruza HB los co-tratamientos NIC + RES no mostraron aparentemente
ningun efecto ya que no variaron en la frecuencia de clones mwh con respecto a

los tratamientos NIC.

e En la cruza ST, el co-tratamiento de NIC [25 uM] + RES resulté genotéxico,

pudiendo el RES haber actuado como un pro oxidante junto con la NIC.
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15.- Recomendaciones
I

» Se propone realizar experimentos para cuantificar las ROS que se producen en
las larvas tratadas con NIC [12.5, 25 y 50 uM] RES [11 uM] y los co-tratamientos
NIC + RES.

» Se requiere medir el efecto apoptético del RES [11 uM] utilizando marcadores de

apoptosis.

» Se sugiere realizar analisis de degradacion del DNA o citometria de flujo para

comprobar el grado de citotoxicidad del RES [11 uM].
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17.- Anexo 1

Tabla 2. Resultados completos obtenidos para la cruza HB en el ensayo en ala de D.
melanogaster con el programa SMART 2.1.

Numero de clones por individuo
diagnoéstico estadistico
Numero -
Tratamiento ~ de Clones Clones Clones Clones Clones
individuos | pequefios Grandes Gemelos Totales mwh
(1-2 células) | (> 2 células) m=5 m=2
m=2 m=5
A. Controles negativos.
Agua Milli-Q 61 0.66 | (36) 0.07 | (4) 0 | (0) 0.72 | (44) 44
EtOH [2%] 60 0.60 ] (40)]-]0.08](5)]-] O J(©)]-]0.68](41)]- 40
B. Control positivo: URE [20 mM]

Agua Milli-Q 61 0.66 | (40) 0.07 | (4) 0 | (0 0.72 | (44) 44

URE [20 mM] 23 252 1(58)|+]039] 9 |+]017]| (4) |+]3.09](71)|+| 71
C. Agua Milli-Q vs NIC [12.5, 25 y 50 uM]

Agua Mili-Q 61 0.66 | (40) 0.07 | 4) 0 | (0 0.72 | (44) 44

NIC [12.5 uM] 60 068 ] (41)]-]10.05]@3)]-10.02](1)]-]10.75](45)] - 42

NIC [25 uM] 60 065](39)]-]003]2)]-] 0 J(@©)]-]10.68](@41)]- 41
NIC [50 uM] 60 0.77 ] (46) | -]10.08] 5)]-] O | (©0)]-]10.85](51)]- 51
D. EtOH [2%] vs RES [11 uM].
EtOH [2%] 60 0.60 | (36) 0.08 | (5) 0 |(0 0.68 | (41) 40
RES [11uM] 60 0.73])(44)]-]10.07](4)]-10.02](1)]-]10.82](49)] - 48
E. Co-tratamientos: EtOH [2%] vs NIC + RES [11uM].
EtOH [2%] 60 0.60 | (36) 0.08 | (5) 0 | (0 0.68 | (41) 40
NIC [12.5 uM] + RES 67 054]1@E6)]-] 0 J©O)]-]1004](1)]-]10.75](45)] - 42
NIC [25 yM ] + RES 59 0.68]40)]-]0.07] 4 ]-] 0 J@©]-]1068]|¢41)]- 41
NIC [50 uM] + RES 57 0.63]@36)]-]005]@)]-] 0 J@©]-]10.85](51)]- 51
F. Co-tratamientos: RES [11 uM] vs NIC + RES.

RES [11 uM] 60 0.73 | (44) 0.07 | (4) 0.02] (1) 0.82 | (49) 48

NIC [12.5 uM] + RES 67 054]1@E6)]-] 0 J©O)]-]1004](1)]-]10.75](45)] - 42
NIC [25 uM] + RES 59 0.68](40)]-]0.07] 4 ]-] O J@©]-]1068](¢41)]- 41
NIC [50 uM] + RES 57 0.63]@36)]-]005]@)]-] 0 J@©]-]10.85](51)]- 51

G. Co-tratamientos: NIC [12.5 uM] vs NIC [12.5 uM] + RES [11 uM].

NIC [12.5 uM] 60 0.68 | (41) 0.05] (3) 0.02] (1) 0.75 | (45) 42
NIC [12.5 uM] + RES 67 054]1@6)]-] 0 J©O]-1004](1)]-]10.75](45)] - 42
H. Co-tratamientos: NIC [25 uM] vs NIC [25 uM] + RES [11 uM].

NIC [25 uM] 60 0.65 | (39) 0.03 ] (2) 0 | (0) 0.68 | (41) 41
NIC [25 uM] + RES 59 0.68]40)]-]0.07] @ ]-] 0 J@©]-]1068]|¢41)]- 41

I. Co-tratamientos: NIC [50 uM] vs NIC [50 uM] + RES [11 pM].

NIC [50 uM] 60 0.77 | (46) 0.08 | (5) 0 | (0 0.85 ] (51) 51
NIC [50 uM] + RES 57 0.63]@36)]-]1005]@3)]-] 0 J@©)]-]10.85](51)]- 51

*Diagndstico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988) por medio de una prueba estadistica
de una cola. Donde: m = factor de multiplicacién para evaluar los resultados: - = Negativo, + =
Positivo (p < 0.05).
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Experimento Control vs tratamiento p - level Diagnéstico
Agua Milli-Q Agua Milli-Q EtOH [2%] p <0.005 +
vs EtOH
Agua Milli-Q Agua Milli-Q URE [20 mM] p < 0.001 +
vs URE
Agua Milli-Q NIC [12.5 uM] p>0.10 ns
Agua Milli-Q Agua Milli-Q NIC [25 pM] p <0.005 +
vs NIC
Agua Milli-Q NIC [50 uM] p <0.005 +
URE [20 mM] NIC [12.5 uM] p <0.001 +
URE [20 mM] [ URE [20 mM] NIC [25 pM] p < 0.001 +
vs NIC
URE [20 mM] NIC [50 pM] p <0.005 +
EtOH vs RES EtOH [2%] RES [11 uM] p <0.005 +

Donde: ns = No significativo, + = Significativo.

Tabla 3. Comparacion y analisis de la distribucién acumulada del tamafio de clones mwh de los
controles y tratamientos para la cruza HB. Resultados con base a la prueba K-S (p < 0.05).
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Tabla 4. Resultados completos obtenidos para la cruza ST en el ensayo en ala de D.
melanogaster con el programa SMART 2.1.

Nimero de clones por individuo
diagnéstico estadistico

Tratamiento Namero Clones Clones
. .d.e Pequeiios Grandes Clones Clones Clones
individuos | (1.3 células) | (>2 células) | Gemelos Totales mwh
m=2 m=5 m=5 m=2
A. Controles negativos.

Agua Milli-Q 40 0.73 | (29) 0.03 | (1) 0 |©] [0.75](30) 30

EtOH [2%] 88 066 | (58) ] -]10.33](29)|+]001)J (D) ]|-] 1 ](88)]- 88
B. Control positivo.

Agua Milli-Q 40 0.73 [ (29) 0.03 [ (1) 0 o] [0.75](30) 30

URE [20 mM] 28 121 | B4 [+] 011 ] @) [+]o.04] (1) ]-]1.36](38)[+] 38
C. Agua Milli-Q vs NIC [12.5, 25 y 50 uM].

Agua Mili-Q 40 0.73 | (29) 0.03 | (1) 0 |©] |0.75](30) 30

NIC [12.5 uM] 44 116 [ (51 [+] 043 J(19)]+] 0 | ©]-]159]70)]+] 70

NIC [25 uM] 41 066 |@7)|-] o [©[-Joo2])|-lo68]@8)]-] 28

NIC [50 uM] 21 067 (1) -1T o1 J@-foos|(|-los1]an]-] 17
D. EtOH [2%] vs RES [11 pM].

EtOH [2%] 88 0.66 | (58) 0.33 |(29) 0.01 ] (1) 1 1(88) 88

RES [11uM] 99 058 | 57)]-]0.05] (5 [-]o.o4] @) |-lo67]@®6)]-] 66
E. Co-tratamientos: EtOH [2%] vs NIC + RES [11uM].

EtOH [2%] 88 0.66 | (58) 0.33 |(29) 0.01] (1) 1 1(88) 88
NIC [12.5 uM]+ RES 40 073129 ]-1 o J@]-] o [©@]-]o73]@9]-] 29
NIC [25 uM | + RES 49 096 | @7)]+] o027 1(13)]-] o ©@]-]1.22]®0)]-] 59
NIC [50 uM] + RES 53 062 | @33)|-]ooa]l@]-1 o Jo]-loes|35]-] 35
F. Co-tratamientos: RES [11 pM] vs NIC + RES.

RES [11 uM] 99 0.58 | (57) 0.05 | (5) 0.04] @) | J0.67](66) 66
NIC [12.5 uM]+ RES 40 073129 ]-1 o T@]-1T o [o]-lo73]@9]-] 29
NIC [25 uM ] + RES 49 096 | @7)|+] o027 J(13)[+] o [©]-]1.22]®0)]+] 59
NIC [50 uM] + RES 53 062 [@33)[-Tooal @]-T o JTwo]-Toes][35]-1 35
G. Co-tratamientos: NIC [12.5 uM] vs NIC [12.5 uM] + RES [11 uM].

NIC [12.5 uM] 44 1.16 [ (51) 0.43 [ (19) 0 |(0) 1.59 | (70) 70
NIC [12.5 uM]+ RES 40 0.73]1 2 Iv] o T©][¥] o TO]-lo73]29)[¥] 29
H. Co-tratamientos: NIC [25 uM] vs NIC [25 pM] + RES [11 uM].

NIC [25 uM] 41 066 |@7)|-1 o @ [|-Joo2])|-lo68]@8)]-] 28
NIC [25 uM ] + RES 49 096 @) [+] 027 [(13)[+] o J©]-[1.22]®60)[+] 59
l. Co-tratamientos: NIC [50 uM] vs NIC [50 uM] + RES [11 uM].

NIC [50 uM] 21 067 |1a) -1 o1 [ @ |-Joos] () |-los1]an)]-] 17
NIC [50 uM] + RES 53 062 | @33)]-1ooa]@]-] o [©]-]ose6|E35]-] 35

*Diagndstico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988) por medio de una prueba estadistica
de una cola. Donde: m = factor de multiplicacién para evaluar los resultados: (-) = Negativo, (+) =
Positivo, (y) = Diferencia significativa hacia abajo (p < 0.05).
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Tabla 5. Comparacion y analisis de la distribucién acumulada del tamafio de clones mwh de los
controles y tratamientos para la cruza ST. Resultados con base a la prueba K-S (p < 0.05).

Experimento control vs tratamiento p - level Diagnéstico
Agua Milli-Q Agua Milli-Q EtOH [2%] p <0.005 +
vs EtOH
Agua Milli-Q Agua Milli-Q URE [20 mM] p < 0.001 +
vs URE
Agua NIC [12.5 uM] p < 0.001 +
Milli-Q
Agua Milli-Q Agua NIC [25 uM] p < 0.001 +
vs NIC Milli-Q
Agua NIC [50 uM] p <0.001 +
Milli-Q
URE [20 mM] NIC [12.5 uM] p <0.005 +
URE [20 mM] | URE [20 mM] NIC [25 pM] p < 0.005 +
vs NIC
URE [20 mM] NIC [50 pM] p < 0.001 +
EtOH vs RES EtOH [2%] RES [11 pM] p <0.005 +

Donde: ns = No significativo, + = Significativo.
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18.- Anexo 2

18.1.- Drosophila melanogaster

En la caracterizacion de un organismo como modelo bioldgico esta implicito el supuesto
de que, al conocer su biologia, éste pueda al menos en parte explicar la de otros seres
vivos. Al estudiar procesos como el desarrollo y compararlo en diferentes organismos se
puede encontrar que existen genes altamente conservados en organismos muy distantes

desde el punto de vista evolutivo (Miklos y Rubin, 1996).

D. melanogaster (Figura 20) es un organismo cosmopolita que comparte los mismos
ambientes con el hombre (Wdurgler et al., 1977), debido que cuenta con un genoma
completamente secuenciado es un excelente modelo para realizar estudios referentes a
procesos genéticos (mutaciones puntuales, pérdida de cromosomas, no disyuncion,
recombinacién, deleciones, inserciones, translocaciones, induccion de genes letales,
etc.) (Wurgler et al., 1977; Zijlstra, 1989; Vogel et al., 1999) por eso ha sido empleado

como organismo modelo en la genética (Rodriguez-Arnaiz, 1991; Ramos, 1992).

Ademas, desempefia un papel importante dentro de la TG y ha servido para investigar
una gran diversidad de agentes quimicos, mutagénicos y recombinogénicos (Wurgler et
al.,, 1977). Cuenta con una gran cantidad de mutantes con los que se puede realizar
diferentes protocolos, ademas de ofrecer la posibilidad de realizar pruebas tanto en
células somaticas como germinales (Vogel et al., 1999). También presenta la ventaja de
poseer las enzimas dependientes del Cyp450s para activar metabdlicamente una gran
cantidad de promutagenos y precarcindgenos, y estas funciones son equivalentes a las

que realiza la fraccion microsomal de higado humano (Aring et al., 1991).

Otras ventajas que presenta como modelo biolégico son es un organismo pequefo y es
un eucarionte holometabolo. Ademas es posible realizar experimentos con el organismo
intacto, es decir in vivo (Rodriguez-Arnaiz, 1991; Ramos, 1992). Esto representa
diversas ventajas tomando en cuenta que aspectos cruciales como las interacciones con
el ambiente o los contactos célula-célula no pueden entenderse cuando se trabaja con
modelos in vitro (Rodriguez-Arnaiz, 1991; Ramos, 1992).
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Tabla 6. Taxonomia de D. melanogaster

Reino Animalia
Phylum Arthropoda
Clase Insecta
Orden Dipera
Suborden Brachycera
Familia Drosophilidae
Subfamilia Drosophilinae
Género Drosophila
Subgénero Sophophora
Especie D. melanogaster

(Meigen, 1830).

Figura 20. Ejemplar de D. melanogaster

En D. melanogaster existe un dimorfismo sexual (Figura 21) que consiste en que la

hembra es de mayor tamafo que el macho y presenta 8 segmentos abdominales, el

macho también tiene los 8 segmentos con la diferencia de que los ultimos tres segmentos

se encuentran fusionados y melanizados (Castafeda et al., 2008).

Otra diferencia es que los machos presentan en la articulacion basal del tarso del primer

par de patas unas estructuras denominadas peines sexuales que son un grupo de

aproximadamente diez cerdas las cuales ayudan al macho a sujetar a la hembra durante

la copula (Castaneda et al., 2008).
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Figura 21. Dimorfismo sexual en D. melanogaster (hembra: izquierda, macho:
derecha).Tomado de: https://insolitanaturaleza.blogspot.mx/2013/06/mosca-del-vinagre-
o-mosca-de-la-fruta.html.

18.2.- Ciclo de vida

El ciclo de vida de D. melanogaster (Figura 22) ofrece una gran ventaja en la investigacion
cientifica ya que 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 condiciones de 25 °C £ 2°C y 65 % de HR hasta dos semanas a 21 °C
(Duenas et al., 2001). El ciclo inicia con la ovoposicion de la hembra, donde una hembra
puede depositar entre 600 y 800 huevos en sus 40-60 dias de vida. Después de 24 h
eclosionan las larvas de 1er estadio que pasan por dos estadios mas de 24 y 48 h

respectivamente (Castafieda et al., 2008).
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Durante la fase larvaria la ingesta de alimento es continua, llegando a consumir entre 3 y
5 veces su propio peso corporal incrementandolo de 0.5 a 2 mg (Castafieda et al., 2008).
A los 5 dias la larva entra en pupa y se inicia la metamorfosis, y las estructuras adultas

se formaran principalmente a través de la reorganizacion de los discos imaginales

(Amords, 2001).

female male

&

1st instar larva

prepupa
2nd instar larva

e 4.3";:-11.%;@"" '

3rd instar larva

Figura 22. Ciclo de vida de D. melanogaster tomado de:
https://pendientedemigracion.ucm.es/info/genetica/grupod/Genenzima/Genenzima.htm
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18.3.- Cromosomas de D. melanogaster

D. melanogaster es un organismo eucarionte pluricelular con cuatro pares de
cromosomas que se dividen en: los cromosomas sexuales Y (submetacéntrico) y X
(acrocéntrico), los cromosomas 2 y 3 (metacéntricos) y el cromosoma 4 que tiene forma
de un punto (Figura 23) (Castafieda et al., 2008).

FEMALE MALE

I\ I\

I
! ¥

Figura 23. Cromosomas de D. melanogaster. Tomado de:
https://en.wikisource.org/wiki/A_Critique_of the Theory of Evolution/llI#/media/File:Critique_of
_the_Theory_of Evolution_Fig_052.jpg

Por ultimo, otra ventaja de D. melanogaster como modelo biolégico es que cuenta con un
genoma totalmente secuenciado (Adams et al., 2000), que codifica 17,250 genes en
cuatro cromosomas de los cuales tres de ellos llevan la mayor parte el genoma (NCBI,
2016). Se han determinado 177 genes que son ortélogos de 289 genes humanos (Rubin
et al., 2000) y se han encontrado 548 secuencias unicas que son complementarias
(Reither et al., 2001).

Se han encontrado 714 genes que codifican enfermedades en humanos (Reither et al.,
2001) y que se han compilado en el sitio; Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) al
compararlos con el genoma completo de Drosophila se obtuvo que de 911 Joci humanos

de enfermedades, 666 loci de Drosophila eran complementarios (Reither et al., 2001).

Ademas, la identidad global a nivel de nucleétidos o de secuencia de proteinas entre
Drosophila y los mamiferos es de alrededor del 40% de homologias, sin embargo para

los dominios funcionales puede ser de entre el 80% y el 90% (Pandey, 2011).
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19.- Anexo 3

19.1.- Prueba de Mutaciéon y Recombinaciones Somaticas (SMART)

Los bioensayos con D. melanogaster han resultado ser de los mas sensibles y de amplio
rango en la deteccién de dafio genético inducido, permitiendo detectar efectos a nivel
somatico (carcinogénesis), germinal (mutagénesis) y/o a lo largo del desarrollo
embrionario (teratogénesis) (Gaytan, 2006). Ademas de que la variabilidad genética con
respecto al MX es un fendmeno bien conocido en Drosophila, y como consecuencia de
ello la induccion de dafo genético por genotoxinas que requieren ser transformadas,

muestra ser dependiente del fenotipo en esta especie (Frolich y Wiirgler, 1990).

Una de las pruebas que se han implementado con este organismo para la deteccion de
genotoxinas, tanto de accion directa como indirecta es la prueba de Mutacion y
Recombinacion Somatica (SMART) (Gaytan, 2006).

SMART ha sido reconocido como ideal para realizar investigacion (Vogel et al., 1999)
debido a que los tratamientos se hacen in vivo y porque en el tejido graso de las larvas
asi como en los tubulos de malpigio se presentan las funciones enzimaticas que se
efectian en hepatocitos humanos (Graf et al., 1998; Yang et al., 2007). SMART determina
la genotoxicidad de agentes quimicos, por medio del uso de marcadores geneéticos
recesivos que afectan los discos imaginales, y se expresan debido a la pérdida de
heterocigosis, de modo que el dafio se induce en las células de las larvas y se manifiesta
en el cuerpo diferenciado del adulto, esto permite una deteccion sencilla del cambio

genético producido (Graf et al., 1984; Heres et al., 2010).

Los marcadores genéticos utilizados son llamados: multiple wing hairs (mwh) (Figura 24)
y flare (fir¥) (Figura 25), ademas se puede cuantificar el tamafio de una mancha y ésta
nos proporcionara informacion sobre la temporalidad del evento genotéxico,

reconociéndose de esta manera;
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1) manchas grandes, producidas por el dafio temprano en la division de las células

del disco imaginal de las larvas.

2) manchas pequenas producidas por un dafio tardio. Por lo que esta prueba permite
determinar varios eventos genéticos como: aneuplodias mutaciones puntuales,

deleciones y recombinacién somatica (Graf et al., 1984; Heres et al., 2010).

Figura 25. Marcador fIr’
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SMART hace uso de tres cepas mutantes con marcadores recesivos que son:

» Cepa mwh/mwh (multiple wing hair). Porta una mutacion autosémica recesiva
ubicada en el brazo izquierdo (RL) del cromosoma 3 a 0.3 unidades de mapa. En
homocigosis total tiene una expresion fenotipica de tricomas multiples en vez de

uno solo como sucede con la cepa silvestre (Graf et al., 1984).

> Cepa fIr3/TM3 Bds®' (flare) que presenta una mutacion autosémica recesiva que se
localiza en el RL del cromosoma 3 a 38.8 unidades de mapa. La expresion
fenotipica son tricomas mal formados o en forma de rosetas de maiz, esta
mutacién 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®®") el cual se expresa fenotipicamente por la presencia de

muescas en el ala (Graf et al., 1998).

> Cepa Oregon-flare (ORR(1);O0RR(2); flr3/TM3 Bd®®") presenta mutaciones en los
cromosomas 1y 2 de la cepa Oregon OR (R) resistente a DDT que provoca la
induccion constitutiva de una proteina inductora de los genes Cyp6a8 y Cyp6a9
del cromosoma 1 y Cyp6a2 del cromosoma 2, esto le confiere altos niveles de
Cyp450s.

Con las 3 cepas anteriores se realizan la cruzas utilizando machos de la cepa mwh y
hembras de las cepas Oregon flare. Para realizar la cruza HB se cruzan machos con
fenotipo mwh/mwh con hembras virgenes de fenotipo (ORR(1);ORR(2); fIr3/TM3 Bdse" y
como resultado de tal cruza obtendremos en la primera generacién organismos trans-
heterocigotos de fenotipo silvestre: ORR(2); mwh flr3/ mwh flr® organismos con fenotipo
Serratia: ORR(2); mwh flr3/ TM3 Bdse" (Figura 26).
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Y para realizar la cruza ST se cruzan machos con fenotipo mwh/mwh con hembras
virgenes de fenotipo flr3/TM3 Bds®" como resultado de tal cruza obtendremos en la primera
generacion organismos frans-heterocigotos de fenotipo silvestre mwh flr3/ mwh fIr3 y

organismos de fenotipo Serratia: mwh flr3/ TM3 Bdse" (Figura 26).

\/

ORR(2); I/ TM3, BdS  mwh /mwh

VL

/ \ fir3 TM3, BdS
. HB ST
1
ORR(2); mwh fIr>*/ — mwh fir’* mwh* fir?
mwh* firs
& &
ORR(2); mwh fir3*/ mwh fir’*/ TM3, BdS
TM3, BdS

Figura 26. Obtencion de las cruzas HB y ST

Por ultimo, SMART permite reconocer distintos tipos de clones de los marcadores
genéticos mwh y fir3 generados por la pérdida de heterocigosis de los mismos. En caso
de que no haya ocurrido dicha pérdida, se obtiene la expresién de un tricoma normal
(Figura 27). En cambio, si ocurre un evento de no disyuncién (Figura 28) obtendremos
como resultado una mancha o clon mwh pequena. En cuanto a las manchas grandes, no
es posible saber especificamente que evento la generdé ya que pueden deberse a un
evento de mutacion puntual (Figura 29), delecién (Figura 30) o recombinacién distal al
centromero (Figura 31). Por ultimo, las manchas gemelas sélo son posibles debido a un

evento de recombinacion cercana al centromero (Figura 32).
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1 Célula en o 2 Células en
G, Mitosis G

Clon resultante

Figura 27. Evento genético que genera células normales.

1 Célula en ~ 2Células en
G, Mitosis G,
mwh + —‘\
mwh + /
mwh +
+ fr

'J,_ffF%:—af

No disyuncion —_— T
+ fir )

Clon resultante

Clon mwh pequefio

Figura 28. Evento genético (no disyuncion) que genera pérdida de heterocigosis de los

marcadores mwh vy fir’.
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1 Célula en
G,

+—mwh fir
Mutacion puntual

Mitosis

|
[\

2 Células en
G,
mwh £ )
+ flr
mwh +

mwh ﬂr’__/

Clon resultante

Figura 29. Evento genético (mutacién puntual) que genera pérdida de heterocigosis de

los marcadores mwh y fir’.

1 Célula en
G,

Mitosis

2 Células en

G,
mwh +
+ fir
mwh +

Clon resultante

Clon mwh grande

Figura 30. Evento genético (delecion) que genera pérdida de heterocigosis de los

marcadores mwh vy fir’.
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1 Celula en 2 Células en
Mitosis Clon resultante
Gz G1
M + -\
mwh +
/_M ﬂ?
mwh +
+ fir
+ fir’ \ + +
Recombinacion ——
distal al + fir - __J Clon mwh grande
centromero

Figura 31. Evento genético (recombinacion distal al centrédmero) que genera pérdida de
heterocigosis de los marcadores mwh vy fir’.

1 Célula en 2 Celulas en
Mitosis Clon resultante
G2 G1
mwh FON
mwh +
/ o -
mwh

+
+ ﬂr‘;

+ fir’ \ + "
Recombinacion ———————

cercana al + fir __J Mancha gemela
centromero

Figura 32. Evento genético (recombinacidon cercana al centromero) que genera pérdida
de heterocigosis de los marcadores mwh vy flr.
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