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RESUMEN

El acido cafeico (AC) es uno de los principales acidos fenodlicos, presente en la dieta
humana principalmente en productos de origen vegetal y actualmente es un tema de
controversia ya que en diferentes estudios se ha comprobado que varia su efecto
reportdndose como antigenotoxico, genotdxico, antimutagénico, antioxidante y
mutagénico. En este trabajo se valord el efecto genotoxico del AC utilizando el ensayo
SMART (Somatic Mutation and Recombination Test; en espafiol Ensayo de Mutacion y
Recombinacion Somatica), en el ala de Drosophila melanogaster utilizando la cruza
Estandar (ST) con niveles regulados de CYP450. Se alimentaron larvas de 72 +/- 4 h
con concentraciones de 27, 57.8, 81, 135y 173 mM de AC. Los resultados muestran un
efecto genotoxico en la concentracion 173 mM obteniendo una frecuencia
estadisticamente significativa en manchas pequefias. En las concentraciones 27, 57.8, 81
y 135 mM la frecuencia de manchas pequefias se encontré por debajo de la frecuencia
del control agua por lo que se deduciria que el AC pudiera presentar efectos protectores.
La relacion que existe entre la tasa de mortalidad de los individuos (CLso) y las
concentraciones utilizadas indican que el AC tiene efectos citotdxicos o citostaticos. Se
propone que por lo tanto la concentracion de 173 mM sobrepasa la capacidad de
destoxificacion de los individuos y por tanto no se logra una eficiente eliminacion del

compuesto.



INTRODUCCION

El acido cafeico (AC) (Figura 1) es uno de los principales representantes de la familia
de los acidos fendlicos organicos, principios activos de origen vegetal de potente
actividad biologica. Esta involucrado en muchas acciones metabdlicas y se encuentra de
manera natural en muchos productos comestibles derivados de plantas, frutas,
condimentos y bebidas (té, café y vino rojo) consumidos por los seres humanos
(VanBesien y Marqués, A P g
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Fig. 1. Molécula del &cido cafeico
(Tomado de VanBesien y Marqués, 2003).

Este compuesto se ha reportado como agente antimutagénico en concentraciones de 0.2,
0.25,0.4, 0.5 y 1 mM (Karekar et al., 2000) y como antioxidante (Podolsky, 2001), pero
también como agente cancerigeno en tratamientos a 2 mM (Hirose et al., 1998) y como
agente genotdxico a ImM (Szeto et al., 2002). En México como en otros paises las
plantas se han usado ancestralmente con fines curativos para aliviar diferentes tipos de
padecimientos. Hoy dia, hay un resurgimiento del uso de productos a partir de plantas
(Wegener y Fintelman, 2000). El extracto metanolico del arbusto Buddleja scordioides
(Figura 2) se utiliza de manera empirica como protector solar natural en el Estado de
San Luis Potosi, México (Avila-Acevedo 2002). Un efecto toxico o genotoxico del AC
impediria promover el verbascosido como filtro solar quimico en las concentraciones

recomendadas de 2 mg/cm2 (Heres-Pulido et al., 2005).

Fig. 2. Buddleja scordioides.
(Tomado de Avila-Acevedo, 2002).




Este extracto contiene un principio activo conocido como verbascosido fenilpropandico
glicésido (Figura 3), una molécula compuesta por 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol y un
grupo cafeoil, los cuales se encuentran unidos a una -glucosa por medio de un enlace

éster en el C1 y C4 respectivamente.
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Fig. 3. Verbascosido
(Tomado de Avila-Acevedo. 2002).

La hidrolisis quimica del verbascosido tanto in vitro como in vivo es realizada por
enzimas esterasas y glucosidasas que transfieren grupos funcionales al agua. La
hidrolisis del verbascosido genera una molécula de 2-(3, 4- dihidroxifenil) etanol y una
de 4cido cafeico (3, 4- 4cido dihidroxicinamico) (AC) (Avila-Acevedo, 2002). Su
presencia en el verbascosido implicaria un riesgo potencial para los usuarios del

extracto metondlico de Buddleja scordioides.

Tedricamente la optima aplicacion de un protector solar es de 2 mg/cm” (Griffin et al.,
1997), aunque el promedio real de aplicacién es de 0.5 a 1.0 mg/cm?® (Wulf et al., 1997).
Considerando las reaplicaciones cada 30 minutos en una persona de 70 kg se requiere de
6.25 a 12.5 g para cubrir toda la superficie de la piel. El tiempo de exposicion a los
rayos UV depende de varios factores, y este puede variar desde 10 min hasta 360 min
dependiendo el tipo de piel, la region geografica y la estacion del afio. (Duro et al.,

2003).
Biotransformacion de Agentes Quimicos

Las sustancias quimicas naturales forman parte de la historia y evoluciéon humana y el
ser humano posee numerosas defensas naturales que lo protegen de los efectos de las
toxinas (Ames y Gould, 1999). Un mecanismo de defensa es la biotransformacion o
metabolismo de los xenobioticos, proceso que lleva una conversion metabodlica de los
compuestos extrafios presentes en los organismos (Boelsterli, 2003; Burrell, 1993). Las

principales clases de xenobidticos de importancia médica son los farmacos,



cancerigenos quimicos y varios compuestos que han llegado a nuestro medio ambiente.
El metabolismo convierte a las moléculas liposolubles en grandes metabolitos

hidrosolubles que pueden excretarse con gran facilidad (Figura 4).
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Fig. 4. Reaccion General del Mecanismo de los Xenobi6ticos. (Tomado de http://www.uv.es/jcastell).

Los CYP450s (Figura 5) conforman a una superfamilia de hemoproteinas que se
caracterizan por presentar una secuencia de aminoacidos muy conservada y por mostrar
un pico en el espectro de absorbancia a los 450 nm. La diversidad de los CYP450s esta
muy bien establecida en términos tanto de las reacciones que catalizan, como de la
diversidad de sustratos sobre los cuales actian (Jiménez y Merchant, 2003). Las
funciones que se llevan a cabo en el metabolismo incluyen la oxidacion, peroxidacion, y
la reduccion de esteroides, acidos grasos, prostaglandinas, aminas biogénicas,
feromonas y productos secundarios de plantas. Estas enzimas también se requieren para
la supervivencia de los organismos en medios que les son particularmente adversos, ya
que contribuyen a la inactivacion de muchos compuestos toxicos. Un efecto dual en el
metabolismo de los compuestos xenobioticos es la activacion de diversos promutagenos,
como drogas y agentes ubicuos en el ambiente, hacia un compuesto genotoxico. Los
CYP450s estan presentes en la fase I del metabolismo de los xenobidticos, en la que

oxigenan a un sustrato; la fase Il del metabolismo emplea al oxigeno como el sitio a



conjugar, reaccion que es mediada por la Gluatation-S-Hidrogenasa (GSH), la
glucorinizacion o por la glicina. Ambas fases del metabolismo son necesarias para la
desintoxicacion (Boelsterli, 2003; Jiménez y Merchant, 2003; Santiago et al., 2002;
Cordoba, 2001; Franklin et al., 2000; Gonzalez, 1992; Murray et al., 1992).
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Fig. 5. Estructura del Citocromo P450.
(Tomado de www.mogensgallardo.com/p450/estructu.html).

Los CYP450s desempefian un papel muy importante en los procesos de mutagénesis y
cancerogénesis ya que de éstos depende en gran medida la biotransformacion de
compuestos inertes a metabolitos electrofilicos reactivos, los que pueden interactuar en
forma covalente con el ADN. Los aductos asi formados pueden ser reparados en forma
eficiente, o bien, el proceso mismo de la reparacion puede promover errores en la
secuencia de los nucledtidos, generandose una mutacion estable que se transmite a la
siguiente generacion (Jiménez y Merchant, 2003; Boelsterli, 2003; Mckinnon y Evans,
2002). En los insectos se han identificado diversas secuencias que codifican para los
CYP450. Los genes CYP450 pertenecen a 25 familias, 5 de las cuales estan presentes
en lepidopteros, coledpteros, himendpteros, ortopteros e isopteros. Las isoformas de la
familia CYP6 son especificas de los insectos, mientras que las de la familia CYP4
presentan homologia con secuencias de vertebrados. Se han identificado por
bioinformatica 90 genes de la superfamilia de los CYP450 en el genoma de Drosophila
melanogaster. De éstos, 83 secuencias codifican para un producto funcional y 7
aparentemente son pseudogenes. Mas de la mitad de los genes pertenecen a las familias
4 y 6; existen ademas 8 genes que codifican para CYP450 mitocondriales (Tijel et al.,
2001).



Ensayo SMART

El ensayo SMART en ala (Somatic Mutation And Recombination Test; en espafiol:
Ensayo de Recombinacion y Mutacion Somadticas) ha demostrado ser efectivo en la
deteccion de mutagenos (Karekar et al., 2000). Se basa en la pérdida de heterocigosidad
de marcadores recesivos en el ala de Drosophila melanogaster. Se emplean marcadores
genéticos que afectan al genotipo de las células de los discos imagales (Graf et al.,
1984). Los discos imagales son bolsas epiteliales de alrededor de 20 a 50 células que
permanecen indiferenciadas durante el estadio embrionario y larvario pero durante la
metamorfosis dan origen a estructuras que conformaran al organismo adulto tales como:
antenas, patas, ojos, alas, etc. De tal manera que, si ocurriera dafio genético en una de
estas células, éste se expresara en el adulto, como un clon de células mutantes en el
tejido (Villee, 1998), lo que permite una deteccion del cambio genético producido in
vivo. Las alteraciones genéticas pueden ser debidas a mutaciones puntuales,
aneuploidias, delecion, recombinacién mitdtica y no disyuncion provocados por un
compuesto quimico o agente fisico (Figura 7).

En este ensayo se expone a larvas transheterocigotas con genotipo (mwh flr**/ mwh*
fir’) y fenotipo silvestre (sin muescas en los bordes de las alas) y heterocigotas con
genotipo (mwh fIr**/TM3, Bd °) y fenotipo Beaded-Serratia (con muescas en los bordes
de las alas) que se obtienen de la cruza ST y larvas transheterocigotas con genotipo
(ORR(1)+ ; ORR(2) / +; mwh fIr**/ mwh* fIr®) y fenotipo silvestre (sin muescas en
los bordes de las alas) y heterocigotas con genotipo (ORR(1)/+; ORR(2) / +; mwh fIr®
*/ TM3, Bd®) y fenotipo Beaded-Serratia (con muescas en los bordes de las alas) que se
obtienen de la cruza HB a una sustancia; si ocurriera dafio en el material genético, éste
se puede determinar mediante métodos estadisticos, al comparar la frecuencia de
manchas en los organismos expuestos con la obtenida en organismos no expuestos

(Guzman-Rincon y Graf, 1995).
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Fig. 7. Eventos que ocasionan la pérdida de heterocigosis en Drosophila melanogaster:
a) Normal, b) Recombinacion proximal, ¢) Delecién, d) Recombinacién distal, e) Mutacién puntual,
f) No-disyuncion
(Modificado de Graf et al., 1984).

Lineas y Marcadores

El ensayo SMART utiliza tres lineas con los siguientes marcadores: “multiple wing
hairs” (mwh/mwh), “Oregon- flare” (ORR (1); ORR (2); flr® / TM3, Bd®) y “flare”
(fIr¥/TM3, Bd).

mwh: Mutacion recesiva localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3(3-0.3). Su
expresion fenotipica se observa como un cambio del nimero de tricomas por célula (3-
5). En el fenotipo silvestre a cada célula corresponde un tricoma (Figura 8) (Graf y van

Schaik, 1992).

Fig. 8. Marcador genético mwh.



flr® (flare): Tricomas mal formados cortos en forma de flama o roseta de maiz; mutacion
recesiva localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3 en posicion proxima anterior
3(38.8). Esta mutacion es letal en homocigosis (Ramos, 1993). Sin embargo, las células
individuales homocigotas en los discos imagales de las alas son viables y pueden

producir clones mutantes en las células de las alas del adulto (Figura 9) (Graf, 1996).
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Fig. 9. Marcador genético flr®.

Bd® (Serratia): Para reconocer fenotipicamente a las linea Oregon- flare se utiliza este
marcador dominante que se manifiesta como muescas en los bordes de las alas; es letal

en homocigosis. Se localiza en el cromosoma 3 (92.5) (Figura 10) (Ramos, 1993).

Fig. 10. Marcador genético Bd®.

TM3 (inversion TM3): Como los marcadores fir® y Bd® son letales en homocigosis la
linea presenta un cromosoma balanceador con inversiones multiples (TM3): dos
paracéntricas (L y R) y una pericéntrica (L + R) que evita recombinacién en meiosis y
permite mantener la linea, la cual esta formada por individuos heterocigotos para los

marcadores letales (Graf, 1996).

Oregon-Flare: ORR (1); ORR (2) (Oregon). La linea Oregon-Flare fue construida por
Frolich y Wiirgler en 1989. Esta linea presenta en el cromosoma 2 de la linea OR(R) el
gen resistente al DDT (Dapkus y Morell, 1997 citado en Graf y van Schaik, 1992 y

Delgado Rodriguez et al., 1995). Este cromosoma a su vez acarrea la mutacion



dominante Rst (2) DDT la cual confiere no solo la resistencia al DDT a insecticidas
organofosforicos en larvas y adultos sino también el incremento general en el
metabolismo xenobidtico (Lindsley y Zimm, 1992 citado en Delgado Rodriguez et al.,
1995). Esta mutacion es responsable de incrementar de manera constitutiva los niveles
de CYP450s, complejo enzimatico que como ya se ha mencionado participa
activamente en la oxidacion y reduccion metabdlica de diferentes compuestos

inactivando o activando promutagenos (Graf'y van Schaik, 1992; Delgado et al., 1995).
Cruzas

Las cruzas empleadas para el ensayo SMART en ala son: estandar (ST por sus siglas
en inglés) (hembra virgen flr*/TM3, Bd® x macho mwh/ mwh) y bioactivacion elevada
(HB por sus siglas en inglés) (hembra virgen ORR(1); ORR(2); flr*/TM3,Bd® x macho
mwh/ mwh). Las cruzas permiten detectar compuestos promutagenos y mutagenos; la
diferencia entre estas cruzas son CYP450s ya que la cruza estandar (ST) los tiene en
niveles regulados y la cruza bioactivacion elevada (HB) en niveles constitutivos (Graf' y

van Schaik, 1992).

Es importante mencionar que el utilizar marcadores localizados en el mismo
cromosoma permite discernir fendmenos de recombinacion entre la region delimitada
por el marcador flr’y el centromero o en la region entre los dos marcadores (Figura 7).
Como resultado de eventos de recombinacion pueden recobrarse manchas sencillas y
gemelas, este ultimo evento es resultado de recombinacion en el intervalo proximo al
centromero que es acotado por el marcador flr’, mientras que las manchas sencillas flr?
y mwh se obtienen por pérdida parcial o total del cromosoma 3 por no disyuncion, y por
recombinacion entre la regiéon de los marcadores mwh y flr® (Figura 7) (Graf et al.,

1984).



ANTECEDENTES

El estudio del AC ha reportado diferentes efectos efectos lo cual ha generado

controversia alrededor de este compuesto.

Carcinogénesis

Menos de 100 de los miles de compuestos naturales en las plantas han sido estudiados
con pruebas de genotoxicidad. De esos, 29 han resultado positivos en ensayos con
roedores (Ames y Gould 1999). Estos autores elaboraron una lista cuantitativa de
cancerigenos sintéticos y naturales. Para cada compuesto, calcularon el porcentaje de
exposicion diaria humana durante toda la vida, a la potencia de carcinogénesis en
roedores: el AC se encuentra en la lista de cancerigenos con una dosis toxica media de
297 mg/g (Saffron, 2000; Ames y Gould, 1999). Hirose, et al (1998) probaron varios
antioxidantes que se consumen en niveles muy bajos (2 mM) entre ellos el AC.
Estudiaron un grupo de ratas macho al que administraron AC via oral y otro grupo al
que trataron con compuestos cancerigenos como la metilnitrosurea (MNU),
dietilnitrosamina (NDEA), 1,2-dimetilhidrazina. Al término del experimento se
sacrificaron las ratas y se hizo un estudio histoldgico que revel6 un incremento en la

incidencia de papiloma de estomago de 14.8% con el AC.

Antimutagénesis

Karekar et al. (2000) utilizaron la prueba de Ames (cepas TA98 y TA100 de Salmonella
typhimurium) para examinar el efecto antimutagénico del AC empleando diferentes
concentraciones y como testigo positivo el cotratamiento aflotoxina B1 (AFB1) que
induce mutagénesis de un 27% a 88%. EI AC (0.2 y 0.4 mM) resultd ser un efectivo
antimutagénico contra la AFB1, ya que inhibi6 en 88% su capacidad mutagénica. En
este mismo trabajo se utilizo el ensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster. La
cruza ST (0.25, 0.5y 1 mM) revel6 una ausencia de mutagénesis y toxicidad. Esto era
de esperarse dado las bajas concentraciones ensayadas lo que generé la conclusion que

el AC es un compuesto antimutagénico a esos niveles.



Toxicidad

Heres-Pulido et al. (2005) determinaron la toxicidad (CLso) del AC (0, 16.9, 50.5y 84.2
mg/ml) utilizando las lineas flare y Oregon-flare de Drosophila melanogaster. Los
resultados obtenidos no muestran una clara respuesta ya que en la linea flare existio una
CLso de 70.5 mg/ml y en la linea Oregon-flare existi6 una baja mortalidad que no

permitio alcanzar cualquier valor de la CLsy,

Genotoxicidad

Duarte et al. (1999) utilizaron la prueba de Ames con las cepas TA98 y TA100 de
Salmonella thyphimurium para evaluar la genotoxicidad de algunas de las moléculas
fendlicas del café instantaneo, entre ellas el AC a (1 mM). Al afiadir la fraccion S9 en
valores de pH cerca del valor neutro, hubo un incremento en la actividad genotoxica.
Estos resultados sugieren que aparte de otras moléculas presentes en el café instantaneo
responsables de su genotoxicidad, las moléculas fenolicas podrian estar implicadas en la
genotoxicidad del café, via especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
debido a su autooxidacion. Ojeda (2002) valoré el efecto genotoxico del AC usando el
ensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster utilizando la cruza HB. Los
organismos se expusieron a distintas concentraciones de AC (27, 81y 135 mM) y como
testigo positivo se empled el promutadgeno uretano (20 mM). Los resultados fueron
negativos, demostrando que en este ensayo esta cruza y con niveles altos y constitutivos
de CYP450s el AC no es mutagénico, aun cuando se usaron altos niveles de este agente
quimico. Por lo anterior, se puede deducir que existié una seleccion de individuos.
Szeto et al. (2002) probaron el efecto antioxidante del AC (1 mM) utilizando linfocitos
humanos, los cuales fueron previamente incubados con peréxido de hidrégeno (H20,)
durante 30 minutos. Los resultados no evidenciaron una proteccion al H,O,, por el
contrario, el AC a niveles tan bajos, aument6 los dafios al ADN mostrando efecto
genotoxicos por lo que se concluyé que hubo una sinergia entre los compuestos
utilizados. Con el fin de contribuir a la valoracion del AC a concentraciones tan altas
como las que podrian producirse por la hidrolisis del verbascosido en el extracto natural
de Buddleja scordioides Ortega (2004) determind el efecto genotoxico del AC
utilizando la prueba SMART en ala con la cruza HB. Las concentraciones utilizadas

fueron de 57.8, 173 y 289 mM. Los resultados mostraron que el AC presenta un efecto

11



genotoxico debil en las concentraciones 57.8 y 173 mM. Es muy posible que la ausencia
de genotoxicidad a 289 mM sea resultado de la toxicidad observada, ya que reporta

poca sobrevivencia de los organismos.
Los resultados de Ojeda (2002) y Ortega (2004) son controversiales en el mismo ensayo

por lo tanto era necesario evaluar dichas concentraciones con la cruza ST que tienen

niveles regulados de CYP450s.

12



TABLA I. ANTECEDENTES CON AC.
AUTOR Y ANO RESULTADOS
El AC en roedores (2 mM) presenta efectos
Hirose et al. cancerigenos incrementando un 14.8 % la
incidencia de papilomas en el estémago.
1998
Amesy Gould, El AC se encuentra dentro de la lista de algunas
sustancias con potencial genotoxico en
1999 roedores.
Duarte et al. En la prueba de Ames el AC (1 mM) esta
implicado en la genotoxicidad via ROS.
1999

Karekar et al.

El AC presenta un efecto antigenotdxico en la
prueba de Ames y SMART (0.2, 0.25, 0.4, 0.5

2000 y 1 mM).
Ojeda, En el ensayo SMART en ala de Drosophila
cruza HB (27, 81 y 135 mM) obtuvo respuesta
2002 negativa en las tres concentraciones.
Szeto et al. En el ensayo cometa en linfocitos himanos el
AC (1 mM) present6 un efecto genotoxico.
2002
Ortega, En el ensayo SMART en ala de Drosophila
cruza HB (57.8, 173 y 289 mM) obtuvo un
2004 efecto genotoxico débil en las concentraciones

57.8y 173 mM.

Heres-Pulido et al.

2005

En la CLsp en las lineas flare y Oregon-flare de
Drosophila melanogaster (16.9, 50.5y 84.2
mg/ml) obtuvieron una concentracion letal de
70.5 mg/ml para la linea flare y en Oregon-
flare la baja mortalidad no permitié alcanzar
cualquier valor de CLs.
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JUSTIFICACION

Dada la controversia existente con respecto a los efectos del AC y debido a que
tedricamente éste puede ser liberado durante la hidrélisis del verbascosido por esterasas,
es importante aportar la mayor cantidad de informacion para alertar sobre el posible
dafio del AC si el verbascosido se industrializara para ser utilizado como materia prima
de un buen bloqueador solar. Ademas, éste trabajo contribuira a determinar los efectos
del AC con el ensayo SMART en el ala de Drosophila melanogaster cruza ST, por ser
un compuesto cuya actividad antigenotdxica o genotdxica a diferentes concentraciones
no ha sido claramente definida en esta prueba.
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OBJETIVO

Valorar la actividad genotoxica del AC (0, 27, 57.8, 81, 135 y 173 mM) en la Cruza

Estandar (ST) de Drosophila melanogaster en el ensayo SMART en ala.
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HIPOTESIS

Si el AC no presenta efecto genotoxico en este sistema de prueba con este modelo
bioldgico entonces no habra diferencias en la frecuencia de manchas entre el tratamiento
testigo y los tratamientos experimentales. Por otra parte, si el AC tiene efecto
genotoxico entonces habra diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia

de manchas entre el tratamiento testigo y los tratamientos experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron las lineas flare (flr3/TM3, Bd®) y multiple wing hairs (mwh/ mwh) del
Laboratorio de Genética Toxicologica de la F.E.S. lIztacala, U.N.A.M originalmente

donadas por el Dr. U. Graf del Instituto Tecnoldgico (ETH) de Zirich, Suiza.

Se aislaron hembras virgenes de la linea flare (flr3TM3, Bd®) y machos de linea multiple
wing hairs (mwh/ mwh) para realizar la cruza ST en medio de cultivo (Duefias et al.,
2001). Posteriormente los adultos se trasvasaron a un medio con levadura fresca
activada (durante 8 h a 25 °C y 65 % de humedad) para realizar la colecta de huevos por
8 h. Al final se devolvieron los frascos s6lo con huevos a la incubadora alas mismas
condiciones.

Tres dias después se recuperaron larvas de 72 h +/- 4 h para tratamientos cronicos. Estas
pueden ser transheterocigotas con genotipo (mwh flr**/ mwh™ fIr®) y fenotipo silvestre
(sin muescas en los bordes de las alas) y larvas heterocigotas con genotipo (mwh
flr**/TM3, Bd ®) y fenotipo Beaded-Serratia (con muescas en los bordes de las alas). Se
colocaron en tubos de ensayo con 0.5g de Instant Medium para Drosophila
melanogaster (Carolina Biological Supply Co., Burlington NC, USA), 2ml de AC (0,
27, 57.8, 81, 135 y 173 mM) (CAS: 206-301-2) de Sigma (St Louis, MO, USA); como
testigo negativo se utilizd agua desionizada y como testigo positivo metil metano
sulfonato (MMS) (0.5 mM) (Fluka, CAS No 66-27-3, 98 % de pureza).

La recuperacion de imagos se llevo a cabo 10 dias después de la colecta de huevos,
fijandolos en alcohol 70 %. Posteriormente se disectaron las alas de las moscas
silvestres y se montaron en porta objetos con solucion de Faure. Solo se revisaron las
alas de fenotipo silvestre que corresponden a larvas transheterocigotas. Las
preparaciones se observaron al microscopio Optico 40X para identificar manchas
sencillas (flr o mwh) o gemelas (flr® / mwh) (Graf et al., 1984).

Los datos se analizaron en el programa estadistico SMART (ji cuadrada para
proporciones) (Frei y Wirgler, 1988). Para corroborar los resultados no concluyentes
obtenidos con SMART se utilizo la prueba de U Mann-Withney y Wilcoxon, con
modificacion para una cola para datos individuales (Frei y Wirgler, 1995).

Se empled para ello el programa estadistico STAT GRAFICS version 6.0 para PC. En

este caso, el diagndstico estadistico es 0 no es significativo.
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Frecuencia de Manchas por Individuo

RESULTADOS Y DISCUSION

La variabilidad genética con respecto al metabolismo de los xenobioticos es un
fenémeno bien conocido en Drosophila, como consecuencia de ello, la induccién de
dafio genético por xenobidticos que requieren ser biotransformados es dependiente del

genotipo en esta especie (Jiménez y Merchant, 2003).

En la figura 11 y la tabla 111 se muestran las frecuencias de manchas por individuo que
se analizaron con el control historico del testigo agua para de la cruza ST obtenida en el
laboratorio de Genética Toxicoldgica de la Facultad de Estudios Superiores lztacala,

con los resultados de 30 experimentos independientes.

Acido Cafeico Cruza Estandar (ST)

14
0.9- &
0.8+
0.7 0.0 mM
0.6 m27 mM
0.5 057.8 mM
0.4 081 mM
0.3 m 135 mM
0.2 @173 mM
0.1+

o4

Pequefias Grandes Gemelas Totales

Tipo de Mancha
Figura 11. Frecuencia de manchas por concentracion de AC.
*Resultado estadisticamente significativo.

La concentracion 173 mM resultd positiva para manchas pequefas; el resto de las
concentraciones y los diferentes tipos de manchas resultaron negativos o indecisos para

el ensayo SMART (ji cuadrada para proporciones).
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Tabla I11. Resultados SMART para AC.

Frecuencia de manchas por individuo (namero de
manchas por mosca).
Diagnéstico estadistico*®
Manchas Manchas Manchas | Manchas totales
Compuesto |Concentracién| Numero de | pequeias grandes gemelas m=2
mM individuos |(1-2 células)| (> de 2 células) m=>5
m=2 m=>5
Control 0.0 549** 0.51 (279) 0.09 (49) 0.02 (11) 0.62 (339)
Acido cafeico 27 58 0.22 (13)- 0.05 (3)- 0.02 (1)- 0.29 (17)-
57.8 60 0.23 (14)- 0.03 (2)- 0.02 (1)- 0.28 (17)-
81 35 0.17 (6)- 0.11 (4)- 0.00 (0)- 0.29 (10)-
135 21 0.24 (5)- 0.10 (2)- 0.00 (0)i, ns 0.33 (7)-
173 17 0.94 (16)+ 0.00 (0)- 0.00 (0)i, ns 0.94 (16)i, ns
MMS 05 60 9.15 (549)+ 8.88 (533)+ 3.72 (223)+ 21.75 (1305)+

*Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988). Donde: m: Factor de multiplicacidn i: indecisos -: negativo; Prueba estadistica de una cola. Niveles de probabilidad de o y B;

resultados positivos: + (o = 0.05); resultados negativos: - (B = 0.05). ® Prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon utilizada para corroborar los resultados no concluyentes o indecisos de la
prueba SMART (Frei y Wiirgler ,1995). Donde: ns: no significativo.

**Control histérico de la cruza ST del Laboratorio de Genética Toxicoldgica de la FES-lztacala, UNAM correspondiente a 30 experimentos independientes.
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Se aplicd la prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon (Frei y Wirgler, 1995) para
discernir los resultados no concluyentes o indecisos para las manchas gemelas y totales

y comprobar el resultado positivo arrojado por el analisis SMART.

La prueba reveld que los resultados no concluyentes fueron negativos y se comprobé el

efecto positivo de la concentracion 173 mM para manchas pequenas.

Por lo tanto, el analisis del ensayo SMART en ala cruza ST, con niveles regulados de
CYP450, mostré que el AC presenta un efecto positivo para clones pequefios en la

concentracion 173 mM, lo cual indica un dafio y un posible riesgo a esta concentracion.

En cuanto a las concentraciones 27, 57.8, 81 y 135 mM (tabla I11) se observa que la
frecuencia de manchas pequefias se encuentra por debajo de la frecuencia del control
agua. Para corroborar si estos datos son estadisticamente significativos se realizo el
ensayo SMART utilizando las frecuencias de los datos experimentales como control y
la frecuencia de los datos del agua como experimentales comprobando que

efectivamente existe una significancia estadistica para todas las concentraciones.

Estos resultados indican que pudiera existir un efecto protector por parte del AC, sin
embargo, relacionando el bajo numero de individuos que se obtuvieron al aumentar las

concentraciones se puede deducir que este compuesto presenta efectos citotdxicos.

Para demostrar la relacion que existe entre el bajo nimero de individuos y la frecuencia
de manchas pequefas al aumentar las concentraciones del AC se elabor6 una grafica de
porcentaje de mortalidad (Figura 12) y, considerando que el AC fuera un metabolito del
verbascosido el cual se ha propuesto como componente de un filtro solar, se realizo6 la
conversion de mM a mg/ml de esta manera se puede realizar una comparacion con los

resultados de la CLso para la linea flare (Figura 13) en (Heres-Pulido et al., 2005).
Se observa un comportamiento similar tanto en la cruza ST como en la linea flare: al

aumentar las concentraciones del AC la tasa de mortalidad se incrementa de manera

cuadratica.
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Figura 12. Porcentaje de mortalidad de la cruza ST de Drosophila melanogaster tratada con AC
(0, 4.86, 10.41, 14.59, 24.32 y 31.17 mg/ml)
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de la linea flare de Drosophila melanogaster tratada con AC
(0,0.39, 3.9, 39, 62.4 y 93.6 mg/ml) (Tomada de Heres-Pulido et al., 2005).

Lo anterior pudiera deberse al complejo enziméatico CYP450 que es sobrepasado y no

alcanza a eliminar y llevar a cabo la desintoxicacién del AC.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ojeda y Ortega quienes utilizaron la

cruza HB del ensayo SMART, que presentan un comportamiento similar a los obtenidos

en la CLs para la linea Oregon-flare (Heres-Pulido et al., 2005). Este comportamiento
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esta relacionado con una eficiente respuesta de desintoxicacion del AC por parte del

complejo enzimatico CYP450 que se encuentra en niveles constitutivos en esta cruza.

La figura 14 muestra la frecuencia y distribucion de clones mwh dependiendo del
tamafio por nimero de células. Se encontré una diferencia estadisticamente significativa
en las manchas con una célula en la concentracién 173 mM y la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas en el resto de las concentraciones (27, 57.8, 81 y 135

mM) con respecto a la disminucion exponencial de la mancha.

Acido Cafeico Cruza Estandar (ST)

o
D
Distribicion de Clones mwh

Tamario del 173

Clon

135

Acido Cafeico mM

Figura 14. Distribucién de clones mwh por tamafio y frecuencia por exposicion a diferentes
concentraciones de AC.

Lo cual indica que el dafio del AC se manifestdé como manchas pequefias de una célula

debido a posibles efectos citotoxicos o citostaticos que inhibieron el crecimiento y

division celular (Beutler, 1992; Gray et al., 1988).
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La probabilidad de que una determinada sustancia cause un dafio depende
inevitablemente de diversas variables como el nivel de exposicién del organismo a la
sustancia, la distribucion y retencion de ésta una vez que ha penetrado en el cuerpo, la
eficiencia de los sistemas de activacion metabdlica y/o la destoxificacion de los érganos

y la reactividad de la sustancia con macromoléculas de las células (Gray et al., 1988).

21



CONCLUSIONES

1. El AC presenta efectos toxicos en las concentraciones utilizadas en este trabajo (27,
57.8, 81, 135 y 173 mM) en la cruza ST del ensayo SMART en ala de Drosophila
melanogaster. Este efecto se refleja tanto en el nimero de individuos como en el
namero de manchas ya que a mayor concentracion de AC se increment6 la mortalidad

de los individuos por lo que quiza solo sobrevivieron los individuos resistentes.

2. En cuanto a la frecuencia de manchas pequefias en las concentraciones 27, 57.8, 81 y
135 mM, aunque no presentaron una significancia estadistica con respecto a la
frecuencia de manchas pequefias del control agua se concluye que esto se debe a que

existio un dafio celular de tipo citotoxico o citostatico.

3. El complejo enzimdtico CYP450 es la primera defensa del sistema de
biotransformacion del metabolismo de los xenobi6ticos, la cruza ST de Drosophila
melanogaster presenta niveles regulados de este complejo enzimatico. Bajo las
condiciones experimentales de este estudio los resultados sefialan a la posibilidad de
que el sistema CYP450 fue superado por el AC (173 mM) lo que provoco que existiera

un dafio que se expresé como manchas pequefias.
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ANEXO 1

FILTROS SOLARES

Los filtros solares son sustancias que se aplican directamente sobre la piel para evitar

los efectos nocivos de las radiaciones solares (Garcia, 1998).

Los primeros filtros que se disefiaron se encaminaban a permitir el bronceado sin tener
que pasar primero por el eritrema o irritacion cutanea, o dicho de otro modo, permitian
el paso de los rayos UVA, pero impedian el paso de los UVB, que son los responsables

de las quemaduras solares (Garcia, 1998).

Actualmente, sin embargo, se considera un buen filtro solar aquel que es capaz de
prevenir los efectos inmediatos del Sol (quemadura solar por los rayos UVB), asi como
los efectos tardios como el fotoenvejecimiento producido por los rayos UVA (Garcia,
1998).

Los filtros solares se pueden clasificar en dos grandes grupos: Filtros fisicos y quimicos.

Filtros fisicos, inorganicos o pantalla total:

Son sustancias inertes que aplicadas en la piel reflejan la luz solar como un espejo (no
absorben la radiacion). Son mucho més efectivas en cuanto a la proteccion porque
protegen de todo el espectro solar y tienen menos riesgo de alergia, pero son menos
cosmeéticas por dejar una fina capa blanquecina sobre la piel (los fotoprotectores fisicos
presentan la ventaja de que puede verse facilmente la zona donde han sido aplicados),
por ello, estdn especialmente indicados en nifios. Los filtros fisicos son sustancias
impermeables a la radiacion solar (habitualmente polvos minerales) y los mas utilizados
son la mica, el dioxido de titanio, petrolato rojo, el éxido de zinc o de hierro, salicilatos,
cloruro férrico e ictiol, el talco, etc. En raras ocasiones producen dermatitis de contacto
o fotocontacto (Garcia, 1998; Duro et al., 2003).

Los recientes preparados micronizados son suspensiones de finas particulas que superan
el problema de los preparados antiguos que debian aplicarse en capa gruesa y eran

opacos, ademas de poco cosméticos. Cuando se dice que un filtro es pantalla total quiere
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decir que protege frente a los rayos UVA, UVB y UVC, independientemente del factor

de proteccion que tenga frente a cada una de estas radiaciones.

Muchos productos comercializados combinan estas dos modalidades de fotoproteccion.
Actualmente todos los envases de los fotoprotectores comercializados deben indicar
claramente el tipo de filtro que es y el espectro de absorcion al que protegen (Duro et
al., 2003).

Estos filtros son los que mas radiacion frenan, por tanto sus niveles de FSP (Filter

Sunny Protection o Filtro de Proteccion Solar) son muy altos (18 en adelante).
Fotoprotectores quimicos u organicos:

Son sustancias que aplicadas en la piel absorben los fotones de la luz solar, a través de
reacciones fotoquimicas, y los modifica para que no perjudiquen la piel. Necesitan unos
30 minutos para hacer efecto, por lo que no es suficiente aplicarlas inmediatamente
antes de tomar el sol. Dado que se absorben en la piel, tienen mas riesgo de alergia, por
lo que su uso esta restringido en los nifios. De todas formas, son los fotoprotectores méas

usados por que son los més cosmeticos (Duro et al., 2003).

Las sustancias mas utilizadas son el PABA y sus derivados, las benzofenonas y los
cinamatos, los derivados de dibenzoilmetano, el cido 2-fenil 5- benzimidazol sulfénico,

que son selectivas para una determinada longitud de onda del espectro luminico.
En funcidn de la cobertura del espectro solar se subclasifican en:

o [Fotoprotectores quimicos de proteccion limitada (Agentes preventivos sélo de
las quemaduras solares): Solo protegen de los rayos ultravioleta tipo B. Por lo
tanto, no cubren todo el espectro de la radiacion solar. Son los filtros selectivos
en los que el maximo de absorcion se situa entre los 290 y 320 nm. Sélo evitan
el riesgo de quemaduras solares, pero no los efectos de los rayos ultravioletas
tipo A. El ejemplo de este tipo de sustancias es el PABA y derivados.

« Fotoprotectores quimicos de proteccion amplia (Agentes preventivos de
quemaduras y bronceado) protegen al mismo tiempo los UVB y UVA, por lo

que previenen las quemaduras y protegen de las fotodermatosis, el
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envejecimiento cutaneo y el cancer de piel. El ejemplo mas conocido es la

benzofenona.

Los filtros se diferencian unos de otros por el factor de proteccién solar (FPS) que es el
indice que mide la capacidad protectora de un filtro frente a los efectos nocivos de la
radiacion solar sobre la piel y nos indica el tiempo que la piel puede estar al sol sin que
aparezca enrojecimiento o se produzca una quemadura. Asi por ejemplo, un producto
solar que ofrezca un factor de proteccion 15, significa que la piel asi protegida puede
estar expuesta a los rayos UVB 15 veces mas tiempo que la misma piel sin proteccion
solar. Asi pues, para una persona cuya piel se quema a los 10 minutos, cuando se aplica
un fotoprotector 15, tarda en quemarse en 150 minutos. Por lo tanto, conviene saber que
cuando mas elevado sea el factor de proteccidén, mas tiempo de proteccion presenta, y

no indica el grado de permisividad al bronceado (Duro et al., 2003).

El FPS no es un valor absoluto; es simplemente un dato orientativo que permite saber al
usuario sobre el margen de tiempo adicional que puede estar expuesto al sol sin
experimentar quemaduras. Existen muchos factores que pueden distorsionar el valor del
FPS; no s6lo los inherentes a las caracteristicas de la radiacion y al tipo de piel, sino
también los relativos al tipo de filtro: capacidad de penetracion cuténea, resistencia al
agua y sudor y modo de aplicacion. En efecto, segun el espesor de la capa de filtro solar
aplicada sobre la piel, el poder de proteccién puede variar sensiblemente (Duro et al.,
2003).

El factor de proteccion solar (en muchos envases indicado con las siglas FPS o SPF).
Para afiadir mas confusion y desconcierto, el céalculo de este nimero puede ser por
métodos distintos, de un laboratorio farmacéutico a otro, en funciéon de la cantidad de
producto aplicado por unidad de superficie y el tipo de fuente luminica utilizable, lo que

determina que estos productos no sean comparables (Duro et al., 2003).

25



ANEXO 2

Drosophila melanogaster

La seleccion de un organismo especifico para realizar estudios genéticos depende de las
ventajas que éste presente para la realizacion de la investigacion deseada. La mosca del
vinagre Drosophila melanogaster (Figura 17) resulta un excelente organismo eucariota
para experimentacion en Genética. Tiene las siguientes ventajas: 1) ciclo vital
relativamente corto (10-14 dias) a 25° C, 2) facil cultivo en botellas o tubos de vidrio
con un medio barato y sencillo de preparar, 3) gran fertilidad (una pareja produce varios
cientos de descendientes), 4) numero cromosémico bajo (4 pares), 5) gran nimero de
caracteres heredables que afectan la morfologia del adulto y 6) genoma totalmente
secuenciado; ahora se sabe que mas del 60 % de los genes implicados en enfermedades
humanas tienen ortdlogos en Drosophila y un 25.5% de sus proteinas son similares en

un 80% de sus secuencias (Adams, 2000).

Peines sexuales
(s6lo en machos)

Abdomen
segmentado '
fusionado

Hembra adulto Macho adulto

XX Xy

Fig 17. Drosophila melanogaster
(Tomado de www.mu.ca-biogy-drosophila.com/4html).

El ciclo de vida de Drosophila consiste de varios estadios de desarrollo distintos (Figura
18). Después de que el 6vulo es fecundado ocurre un periodo de embriogénesis durante
el cual el cigoto se convierte en una forma inmadura conocida como larva. Después de

la eclosion, cada larva experimenta varias mudas. Cada muda permite un incremento de
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tamarfio hasta que la larva esté lista para transformarse en pupa. La pupacion implica una
muda y el endurecimiento de la nueva cuticula externa, de modo que la pupa queda por
completo encapsulada. El insecto sufre entonces una metamorfosis completa. En este
tiempo la mayor parte de los tejidos larvales degeneran y otros se diferencian (discos

imagales) para formar los 6rganos de la mosca (imago) (Villee, 1998).

adulto
vooN
/'I-\.:.r""l.' o ler dia
3-5dfas f ! '.I'\I-.'f.
4 (/'
3 |y 1 | huevo
ler dia
Pupa
Larva ler
estadio
ler dia
2-3 dias
Larva 2do
Larva 3er estadio
estadio
ler dia

Fig 18. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster
(Tomado de www.mu.ca-biogy drosophila3.com/html).

Los discos imagales son bolsas epiteliales de alrededor de 20 a 50 células que
permanecen indiferenciadas durante el estadio embrionario y larvario pero durante la
metamorfosis dan origen a estructuras que conformaran al organismo adulto tales como:
antenas, patas, 0jos, alas, etc. (Figura 19). De tal manera que, si ocurriera dafio genético

en una de estas células, éste se expresara en el adulto, como un clon de células mutantes

en el tejido (Graf, et al., 1984).
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Figura 19. Discos imagales de la larva que en la metamorfosis se estimulan y diferencian para
formar las estructuras del cuerpo del adulto: antenas, ojos, patas, genitales externos, alas, etc.
(Tomado de Lawrence, 1992).
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