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RESUMEN

El Sulforafano (SF) es un isotiocianato derivado del brocoli (Brassica oleracea var.
italica) que ha sido reportado como un agente potencial quimioprotector contra el
cancer en diferentes 6rganos. Induce apoptosis y detiene el ciclo celular. Inhibe la
fase | (CYP450s) del metabolismo xenobiético (MX) e induce la fase Il que elimina
genotoxicos por conjugacion. Activa los genes de respuesta al estrés oxidativo
(ARE/EpRE), protegiendo contra el daflo en el DNA causado por las especies
reactivas de oxigeno (ROS). El metiimetanosulfonato (MMS) es un alquilante directo
monofuncional con gran afinidad a los centros nucleofilicos del DNA, especialmente
en los N7G y N3A, e independiente de la fase | del MX. Se evalud en las cruzas
estandar (ST) y bioactivacion elevada (HB) de la prueba en el ala SMART de
Drosophila melanogaster, el papel del SF (0, 8.9, 18 y 35 mM) como un agente que
no debia tener efecto en co-tratamientos con el MMS (0.5 mM, LCy). Se determind
la pérdida de heterocigosis de los marcadores mwh +/ + flr® en el ala de ambas
cruzas. Sorprendentemente, en la cruza ST se obtuvo una clara concentracion-
respuesta al SF y una disminucion en la frecuencia de clones/ individuo, indicando
un efecto protector. En la cruza HB sélo el SF 35 mM disminuyé significativamente
la frecuencia de clones/ individuo. Se propone que los resultados se deben a que el
SF induce la activacion de la respuesta ARE/EpRE, lo que podria haber disminuido

las especies electrofilicas derivadas de los efectos del MMS.



1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades con mayor importancia en las areas urbanas por
ser la principal causa de muerte, superando a las enfermedades cardiovasculares, ya
gue en pacientes con cancer avanzado a menudo los tratamientos no salvan sus vidas
y causan una tremenda devastacion econémica y social. No obstante existen enormes
avances en el conocimiento de las bases moleculares del cancer y el desarrollo de

nuevos diagnésticos y tratamientos (Talalay, 1999).

El cancer se caracteriza por el rapido crecimiento de tejidos y su origen celular
(carcinogénesis), es tipicamente un proceso que permanece oculto durante muchos
afos. Existe una amplia evidencia de que a través de dafos repetidos al DNA por
cancerigenos se produce la activacion secuencial de oncogenes y/o la inactivacion de
genes supresores de tumores, entre otros, lo cual constituye la base molecular de la

carcinogénesis (Lippman et al., 2002; Sporn et al., 2000).

El término cancerigeno se refiere a un agente quimico, biologico o fisico capaz de
cambiar de forma permanente, directa y en la mayoria de los casos irreversible, la
estructura molecular del componente genético de una célula. Puede ocasionar: la
division incompleta de la cadena de DNA en uno o mas lugares, la eliminacion de uno
de sus componentes, o errores en la reparacion del DNA. Los cancerigenos quimicos
se pueden clasificar en dos categorias basadas en su capacidad para fijarse al DNA:
los compuestos que se fijan al DNA se denominan genotoxicos, mientras que aquellos
gue no presentan evidencia de fijacion al DNA se denominan epigenéticos. Los
genotoxicos son por mucho la causa mas importante de carcinogénesis en mamiferos
(Nebbia, 2001; Guengenrich, 2000).

El desarrollo de productos quimicos naturales y sintéticos en los campos farmacéutico,
industrial, agricola y cosmetolégico entre otros, generan compuestos llamados
xenobidticos que al estar en contacto con el humano pueden provocar efectos toxicos,
genotoxicos o cancerigenos a corto, mediano o largo plazo (Loomis, 1982). La

exposicion a los xenobidticos puede ser inadvertida y accidental, e incluso inevitable.



1.1 Metabolismo Xenobidético (MX)

Existe un mecanismo celular para desactivar los compuestos toxicos internos y
externos llamado metabolismo xenobidtico (MX) proceso mediante el cual el agente
quimico sufre una serie de cambios quimico-estructurales para su eliminacion por el
rifidn, el pulmédn, el bazo, la placenta y el higado de mamiferos. EI MX se divide en

dos fases: Fase | y Fase II.

En la Fase | ocurre un conjunto de reacciones de biotransformacién por reduccion,
peroxidacion y preferentemente oxidacion, para transformar a agentes quimicos
endogenos (esteroides, sales biliares, acidos grasos, prostaglandinas, etc.) y
exégenos o xenobidticos (productos naturales en plantas, drogas, contaminantes
ambientales, etc.) en moléculas mas polares al exponer o introducir grupos
funcionales (-OH, -NH,, -SH). Para realizar este trabajo algunas células procariontes
y todas las eucariontes cuentan con una super familia de enzimas denominada
Citocromo P450 (CYP450), que estan presentes en mamiferos e insectos con
muchas isoformas con especificidad para sustratos y que parcialmente se
superponen (Boelsterli, 2002). Se han determinado méas de 400 genes diferentes de
CYP450s y en Drosophila hay aproximadamente unos 90 genes diferentes para

estas enzimas (FlyBase, 2006).

Los CYP450s son heterodimeros formados por dos proteinas diferentes, una
enzima con funcion reductasa (NADPH-CYP) y otra con actividad monoxigenasa
que contiene un grupo hemo. Este grupo tiene un atomo de Fe?* al que se le une
una molécula de oxigeno (O), pero también se le puede unir una de monoxido de
carbono (CO). El nombre de CYP450 se deriva de las propiedades del espectro de
esta proteina. En su forma reducida (ferrosa) es capaz de unirse al CO para formar
un ferrocarbonilo aductor que absorbe en una forma méaxima a 450 nm en la regién
visible del espectro magnético (Lee et al., 2003). Los CYP450s son capaces de
catalizar una gran variedad de reacciones pero tienen preferencia por las

reacciones de oxidacion.



Para que se lleven a cabo las oxidaciones de los xenobidticos se requiere la
presencia de la monoxigenasa CYP450, la NADPH-CYP reductasa y el oxigeno
molecular. El mecanismo de la reaccion de oxidacién del xenobidtico catalizada por
los CYP450s, inserta en el xenobiotico un &omo de oxigeno que proviene de la

molécula de oxigeno:

CYP450

RH + NADPH-CYP + H* + O, > ROH + NADP' + H,O

donde R es el agente quimico o su metabolito, y los hechos sucesivos son los

siguientes:

1. El agente quimico entra al sitio activo de la monoxigenasa (CYP450).

2. La NADPH-CYP reductasa transfiere sucesivamente dos electrones al hierro
del grupo hemo del CYP450 reduciéndolo del nivel 11l al nivel Il cada vez.

3. La reduccion abre un sitio activo en el CYP450 al que se une una molécula
de oxigeno.

4. La molécula de oxigeno se escinde en sus dos atomos.
Se oxida el agente quimico al recibir uno de los dos &tomos de oxigeno.
El segundo 4tomo de oxigeno es reducido formando una molécula de agua
que se libera.

7. Del CYP450 se libera el agente quimico oxigenado.

Si los metabolitos de la Fase | tienen o logran una polaridad suficiente pueden ser
excretados con facilidad. No obstante, muchos productos de la Fase | no se
eliminan con rapidez y participan en una reaccion subsecuente. En la Fase Il un
substrato endégeno como el acido glucordnico, el 4cido acético, una combinacion
de amino&cidos, y principalmente el tripéptido glutamico-glicina-cisteina
denominado glutation (GSH), se unen al nuevo grupo funcional para formar un
conjugado con una polaridad méas elevada. Aunque en algunos casos el agente

guimico original puede ya poseer un grupo funcional capaz de formar un conjugado



en forma directa. De esta forma las reacciones de la Fase Il pueden preceder o

sustituir a las de la Fase | (Lee et al., 2003).

La glutaionizacion (mecanismo de emergencia) consiste en la adicion de GSH a
través de la union de su grupo sulfidrilo (nucleofilico) con un carbén electrofilico del
agente quimico. La reaccién es catalizada por la glutation S-transferasa (GST [EC
2.5.1.18]), los metabolitos se degradan en derivados cisteinicos y después son
acetilados hasta formar conjugados de N-acetilcisteina siendo excretados en la bilis

y la orina (Goodman y Gilman, 2003) (Figura 1).
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Fig. 1. Mecanismo de accion de la GST (Modificado de Goodman y Gilman, 2003)

En algunos casos, la induccion de las enzimas de la Fase | o |l de este metabolismo
que se consideran benéficas, pueden biotransformar agentes quimicos

convirtiéndolos en genotoxicos (Goodman y Gilman, 2003).



1.2 Metilmetanosulfonato (MMS)

Existen dos tipos de agentes genotoxicos: indirectos y directos. Los indirectos
requieren activacion enzimética para dafar al DNA; los directos reaccionan con el
DNA o con las proteinas sin requerir activacion enzimatica. Entre los genotoxicos
directos se encuentran los agentes alquilantes como el metilmetanosulfonato
(MMS).

El MMS (Figura 2) es un solvente anteriormente utilizado como insecticida, y en
tratamientos contra el cancer como farmaco antineoplasico o citostatico. Fue uno de
los primeros en utilizarse para tratar los tumores malignos, ya que es activo durante
todo el ciclo celular, aunque presenta mayor efecto sobre las células en divisién ya
gue puede formar enlaces cruzados entre las moléculas bioldgicas. Es un agente
alquilante monofuncional (con un grupo reactivo CHs), con gran afinidad a los
centros nucleofilicos del DNA, alquilando el N7 de la Guanina, N3 de la Adenina de

manera preferente, y en menor cantidad el O° de la Guanina (Jenkins et al., 2005).

@)

CH;— o|s — CH,

@)

Fig. 2. Estructura quimica del metilmetanosulfonato (MMS) (Vogel, 1991).

Los alquilos son citotoxicos y mutagénicos, provocan aductos en el DNA, enlaces
cruzados (cross links) entre dos moléculas DNA-DNA y DNA-proteinas, asi como
rompimientos que pueden generar aberraciones cromosomicas y otros dafios. Los
aductos en los oxigenos de las bases producen transiciones (O°-G de GC a AT; O*-
T de AT a GC) o transversiones (O*T de AT a TA). Las N-alquilpurinas no producen
desemparejamientos durante la replicacion, pero tienden a formar sitios
apurinicos/apirimidicos (sitios AP). La ausencia de una base nitrogenada altera el

codigo genético si la cadena implicada es la que se transcribe y se traduce, ademas



el sitio AP puede provocar que la replicacion se detenga ya que no es un molde
adecuado. Si se inserta un nucleétido, que normalmente no es el correcto (3 de
cada 4 seran incorrectos) se provocan mutaciones (Jenkins et al., 2005). Sin
embargo las células tienen sistemas de reparacion que contrarrestan y corrigen este

tipo de lesion.

La Reparacion por Escision de Bases (BER) es considerado el sistema de
reparacion predominante del DNA en células de mamiferos para eliminar las
lesiones pequefas en las bases del DNA generadas por compuestos exdgenos o
endogenos. Como ya se ha explicado el dafio al DNA puede ser causado por
exposicion a agentes ambientales o por el proceso metabdlico celular normal que
produce Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), moléculas alquilantes y otros

metabolitos reactivos capaces de modificar el DNA (Sobol, 2002).

En términos generales este sistema de reparacién funciona asi:

1) BER se inicia con el reconocimiento del dafio en una a siete bases del DNA.

2) Las DNA glicosilasas rompen el enlace glucosidico formando sitios AP.

3) Las endonucleasas AP rompen el enlace azucar-fosfato en el sitio AP.

4) Las exonucleasas eliminan los residuos.

5) La DNA polimerasa | rellena el hueco insertando desoxiribonucledtidos
complementarios a los de la cadena intacta. La enzima afade las bases al
extremo 3-OH del DNA cortado.

6) La DNA ligasa sella el corte que queda en el extremo 3-OH de la Gltima base

insertada, cerrando asi el hueco (Figura 3).
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Fig. 3. Sistema de reparacion por escision de bases (Friedberg et al., 1995).

En afos recientes, ha obtenido gran atencion el estudio de los antimutagenos y/ o
anticancerigenos de una amplia variedad de quimicos presentes en la comida
(Stravric, 1994). Estos han sido extensamente estudiados con respecto a su
capacidad para prevenir o minimizar efectos deletéreos producidos por un
incremento en el nimero de mutagenos y cancerigenos ambientales; han sido
identificados en frutas frescas, vegetales, vitaminas, minerales, condimentos, cafe,
té e infusiones (Ferguson, 1994). Por consiguiente, la comida y la bebida ordinaria
pueden ser fuente de varias sustancias capaces de prevenir algunas enfermedades
humanas. Asi la reduccién del riesgo de cancer parece depender, entre otras

causas, de dietas ricas en frutas y verduras.



1.3 Sulforafano (SF)

El sulforafano [(R)-1-isothiocyanato-4-(methylsulfinyl)butane] (SF) es un
isotiocianato derivado del brécoli (Brassica oleracea var italica), que Zhang y
colaboradores en la Universidad John Hopkins (Baltimore, USA), aislaron en 1992 y
ha ganado mucha atencibn como un agente quimiopreventivo potencial contra el

cancer (Zhang et al., 1992) (Figura 4).

El SF, liberado de su precursor el glucorafanin (GRP) por hidrélisis con la
mirosinasa (tioglucésido hidrolasa [EC 3:2:3:1]), induce la Fase Il del MX
involucrado en la desintoxicacion de muchos cancerigenos y de ROS, protegiendo
contra el dafio en el DNA (Paolini et al., 2004). Ademas de sus ventajas conocidas y
controversias al respecto, el efecto anticarcinogénico se debe también a que inhibe
la Fase | del MX (Conaway et al., 2002; Talalay y Fahey, 2001; Hecht, 2005).

0
I HO H20 Glucosa HSO4- 6]

~~
CH3 - S . (CH2)4 {_:L- 'lI _,- S R,__ -__,-SG | I
—\ ——0H \/ > (I: _L> CHs—S—(CHp)s—N=C=$S

\(.__, S\j;_-ﬁ ‘_}"‘-h-\_k_--(}H Mirosinasa "*Iu OS50y

i 0 Sulforafano
NOSO5

Glucorafanin

Fig. 4. La conversion de glucorafanin a sulforafano por hidrolisis mediante la mirosinasa
(modificado de Zhang, 2004).

El SF reduce la incidencia y la multiplicacion de la célula cancerosa en ratas
(Jackson y Singletary, 2004), protege células epiteliales del pigmento retinal en
humanos (Gao y Talalay, 2004) y tiene efecto antioxidante en células del masculo
liso en ratas (Fahey et al., 1997). Jackson y Singletary (2004) demostraron que
induce la Fase Il del MX , inhibe tumores mamarios provocados quimicamente en
ratas e induce la detencion del ciclo celular, ademas induce la apoptosis en células
de cancer de colon. Singh et al. (2004) demostraron que el SF induce apoptosis en

células humanas cultivadas de cancer de prostata, reflejando la reduccion de 50%




en el volumen del tumor. También detiene la progresion del ciclo celular y quiza
afecta otras funciones celulares, entre las cuales destaca la de ser un potente
inductor de la proteina Nrf2, que es un factor de transcripcién con forma de cierre de
leucina que regula la activacién de un gen maestro denominado ARE/EpRE (Lee et
al., 2005).

1.4 ARE (Antioxidant response element)

El gen ARE/EpRE (Antioxidant Response Element o Electrophile Response
Element), tiene una secuencia 5-TGACnnnGC-3' (donde n representa mas
nucleétidos), fue reportado por primera vez por Rushmore et al. (1990) y fue
subsecuentemente encontrado en muchos genes que codifican enzimas del MX,
enzimas implicadas en la biosintesis de GSH, proteinas que protegen células contra
el estrés oxidativo y proteinas que previenen el cancer (Prestera et al., 1993;
Rushmore et al., 1991; Rushmore et al., 1990)

ARE regula la expresion basal e inducible de numerosos genes que codifican
isoformas de la quinona reductasa 1 (NQO1), la GST, la gama-glutailcisteina
sintetasa (GCS), la UDP-glucoronosiltransferasa (UGT) y la epoxido hidrolasa,
influyendo en la regeneracion de algunas enzimas (glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, y enzimas malicas). Ademas
regula enzimas antioxidantes del metabolismo xenobiético: GSH peroxidasa, GSH
reductasa. Se cree que enzimas de biosintesis de la conjugacion del GSH vy
glucoronidacion son reguladas por ARE (Lee et al., 2003; Morimitsu et al., 2002;
Park y Rho, 2002; Thimmulapa et al., 2002). Recientemente se ha descubierto que
docenas de genes en células de mamiferos pueden ser regulados por ARE (Kwak
et al., 2003; Thimmulapa et al., 2002), aunque los roles de muchos de estos genes

en la prevencion del cancer permanecen indefinidos.






La transcripcion de ARE es mediada o regulada por diferentes clases de
componentes quimicos (Figura 6), incluyendo la reaccion de aceptores de Michel
(Prestera et al., 1993), difenoles, quinonas, perdxidos, mercaptanos, arsénicos
trivalentes, metales pesados, ditioles, tiones e isotiocianatos. A pesar de esto, Si
existe mutacién de una o mas bases de la secuencia, se detiene la respuesta de
ARE para los inductores quimicos lo que daria por resultado una pérdida total de la
funcion (Noi et al., 2003; Zhang et al., 2002).

Inductor

Citoplasma

SH SH

| | :>

Keap 1| Nrf2
Inductor

I

S S

| |

Keap 1 Induce produccion:

1.Enzimas de desintoxicacio
2.Proteinas antioxidantes
3.Nrf2

Fig. 6. Mecanismo de proteccion celular al regular la transcripcion de ARE. Los inductores
rompen el complejo citoplasmatico entre la proteina Keap 1 y el factor de transcripcion Nrf2,
ya liberado Nrf2 migra al nicleo donde forma heterodimeros con otros factores de
transcripcion como Maf que se unen a ARE y aceleran su transcripcién (Dinkova-Kostova et
al., 2002).

1.5 Prueba SMART

La prueba in vivo SMART (Somatic Mutation and Recombination Test), fue
desarrollada para detectar en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster,

mutaciones y recombinaciones somaticas por la accion de agentes fisicos o



quimicos (Graf et al., 1984), y es una prueba con mayor sensibilidad que la prueba

de letales recesivos ligados al sexo (Vogel, 1999).

Drosophila melanogaster es un eucarionte, diptero, multicelular, con un ciclo de vida
corto (Figura 7), experimentalmente muy valioso por su facil y barato
mantenimiento, ademas de ser un organismo ideal para investigar in vivo el efecto

de tratamientos diversos sobre los genes.
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Fig. 7. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (modificado de

www.anatomy.unimelb.edu.au/.../life-cycle.jpq).

La prueba SMART (Anexo 1) utiliza dos marcadores fenotipicos en células que dan
origen a los tricomas (pelos) de las alas de Drosophila melanogaster: flare* y mwh.
Tiene como fundamento la pérdida de heterocigosidad de estos genes marcadores,
debido a eventos genéticos tales como: no disyuncion, delecién, mutacién puntual y
recombinacion somaticas provocadas por un agente quimico o fisico en las células
de los discos imagales de las larvas. Estos son sacos epiteliales que inicialmente
tienen alrededor de 50 células que después se dividen por mitosis y dan origen a

estructuras tales como las alas, antenas y 0jos. Si se exponen a un agente



genotoxico, las células sufriran eventos genéticos de mutacidbn o recombinacion
somaética, que se expresaran en el ala como clones o manchas que pueden ser
sencillas (pequefias o grandes) o gemelas (grandes o pequefias) (Figura 8). Al
diferenciarse cada célula del disco imagal del ala da origen a un tricoma, que se
forma por la acumulacién de fibras de actina en un polo de la célula; el tricoma
crece durante la metamorfosis y posterior a ésta la célula muere y soélo es
observable la presencia del tricoma en la superficie de las alas. De esta manera
puede establecerse una relacion directa entre el aspecto de los tricomas en los
distintos sectores del ala y el nimero de células que forman una mancha (clon). Al
alimentar a las larvas con un agente quimico sospechoso, se puede determinar si
hay dafio en el material genético mediante métodos estadisticos que comparan la
frecuencia y el tamafio de manchas en los organismos expuestos, con la obtenida
en organismos no expuestos (Frei y Wurgler, 1995; Graf et al., 1984; Garcia-Bellido
y Dapena, 1974; Garcia-Bellido y Merriam, 1971; Demerec, 1965).

L ] ATV BT
J’u .'"!:’!,!’,:f { ,1' I,a" 'l IJ I'-’”r’
[

‘//}{!Iffrrl" 7 N Y
i 1y hW L 1y

/ A 1'/ I 4 / ['l LYy 1
f),’ }) 'r'ff f{”'{/lﬂ ‘f I I/ "rl' I ,'/ o
’r,:’ "F; (/4 '_!I i\ (’ ‘ I li ) 1y

iy
Wt/ /f‘

f ", ) ST 3 7 ;‘l
J | ;,frl{; :'.'F‘[ur'-”'?" Ilh'.‘! :

Tricomas normales

+/+, +/mwh, +/fIr

3\
)

Mancha

Fig. 8. Fenotipo silvestre y mutante (flare®> y mwh) en el ala de Drosophila melanogaster
(Concentracion: SF 8.9 + MMS, experimento: 1, porta: 4, fecha de lectura: 13/05/05, Fecha de exp:
15/12/04, mosca 3, ala 2, cruza ST, 40X)



La prueba SMART se realiza en dos cruzas: la Cruza Estandar (ST) y la Cruza de
Bioactivacion Elevada (HB). ST presenta niveles regulados de CYP450s y por lo
tanto los mutagenos indirectos provocan menos dafio; HB tiene niveles altos y
constitutivos de CYP450s, por lo tanto activa mutagenos indirectos en mayor
intensidad.



2. JUSTIFICACION

La presente investigacion forma parte de un proyecto del Laboratorio de Genética
Toxicolégica en el que se demostr6 una reduccién en la frecuencia basal de
manchas con el brécoli comercial (Brassica oleracea, var. Italica), al hacer el ensayo
SMART en ala (cruza HB) de D. melanogaster (Lépez, 2004). Sin embargo el
brécoli organicamente cultivado mostré efectos controvertidos en cuanto a la
proteccién contra diferentes genotoxicos de accion conocida como el uretano y el
MMS en la misma prueba (Santos, 2006; Vega, 2006). Actualmente se sostiene que
uno de los glucosinolatos como el SF, es el responsable de la actividad
guimioprotectora del brécoli contra el cancer. Sin embargo, sus mecanismos no
estan completamente entendidos por lo cual en este trabajo se realizé la Prueba
SMART en ala de D. melanogaster, para valorar el presumible efecto antigenotoxico
del SF en co-tratamiento crénico con el MMS cuyos efectos genotoxicos son bien

conocidos en las cruzas de esta prueba.

3. OBJETIVO

Debido a que la accién del SF se ha relacionado con el MX, se plante6 determinar
la ausencia del efecto protector del SF con respecto a la genotoxicidad directa del
MMS en co-tratamiento con este isotiocianato, mediante la prueba SMART en ala

en las cruzas Estandar (ST) y Bioactivacion Elevada (HB).

4. HIPOTESIS

Como el MMS es un agente alquilante directo y se reporta que el SF inhibe la Fase |
e induce las enzimas de la Fase Il del MX, entonces en ambas cruzas el SF no

modificar& el efecto genotdxico del MMS.



5. MATERIAL Y METODOS

Las lineas que se utilizaron fueron Oregon-flare* (ORR (1); ORR (2); flr¥/TM3,Bd®),
flare® (fir¥TM3,Bd%) y mwh (mwh/mwh), del Laboratorio de Genética Toxicoldgica,
FES-Iztacala, UNAM, donadas por el Dr. Ulrich Graf del ETH, Schwerzenbach,

Suiza.

Las hembras se colectaron a las +4 h después de emerger de la pupa, y se verifico
su virginidad manteniéndolas aisladas durante tres dias. Posteriormente se
realizaron las cruzas Estandar (ST): hembras virgenes flr’/TM3,Bd® x machos mwh/
mwh y de Bioactivacion Elevada (HB): hembras virgenes ORR (1); ORR (2);
flr’/TM3,Bd°® x machos mwh/ mwh. Una vez realizadas las cruzas, se procedié a la
colecta de huevos durante 8 horas, a 25°C y 65% de humedad en un medio de
levadura fresca activada con sacarosa y se incubaron hasta el 3er estadio larvario
(72 £ 4 h de edad). Las larvas se aislaron para ser alimentadas en co-tratamientos

cronicos (Guzman-Rincon y Graf, 1995).

Se probaron tres diferentes concentraciones de sulforafano (Sigma CAS-
N0.142825-10-3, 99% de pureza) de 8.9, 18 y 35 mM disuelto primero en 5.5 ul de
DMSO (Sigma CAS-No. 67-85-5) y posteriormente en etanol 5%-Tween-80 al 3%
1:1 (TW-OH). Los co-tratamientos se realizaron con la CL4 (Duefias et al., 2001)
para MMS (0.5 mM) (Fluka, CAS-N0.66-27-3, 99% de pureza) diluido en TW-OH.
Para ambas cruzas se hicieron testigos negativos con DMSO y la mezcla TW-OH.
Como testigo positivo de la accion genotoxica directa se us6é el MMS 0.5 mM y
como testigo positivo de la genotoxicidad indirecta, se us6 el promutageno Uretano
(Fluka, CAS. 51-79-6.) 20 mM. Se incubaron las larvas a 25°C hasta que
completaron el tercer estadio, puparon y finalmente se obtuvieron los imagos. Para
cada tratamiento se realizaron tres repeticiones en tres experimentos diferentes
(Cuadro 1).



Cuadro 1. Disefio experimental para los co-tratamientos de larvas de Drosophila
melanogaster 72+4h con MMS y SF.

TRATAMIENTO SF (mM) MMS (mM) TESTIGOS

T1 8.9 0.5

T2 18.0 0.5

T3 35.0 0.5

T4 - - MMS 0.5 mM
disuelto en TW-OH

T5 8.9 -

T6 18.0 -

T7 35.0 -

T8 - - DMSO disuelto en

TW-OH
T9 - - TW-OH
T10 - - Uretano 20 mM

Los imagos que emergieron fueron colectados y almacenados en frascos con
alcohol 70%, para después separar la progenie trans-heterocigota (mwh +/+ fIr®) con
alas de fenotipo silvestre. Posteriormente se disectaron las alas desde la base con
pinzas de relojero y fueron montadas con solucion de Faure (30 g de goma arabiga,
20 ml de glicerol, 50 g de hidrato cloral y 50 ml de agua), dejando secar por 24-48

horas a temperatura ambiente en preparaciones permanentes.

Posteriormente las alas se observaron a 40x en el microscopio optico registrando el
ndmero y tipo clones mutantes. Buscando manchas flr® (flare) y mwh (multiple wing
hairs), pequefias y grandes, sencillas y gemelas, es decir, manchas que exhiben

areas mwh y flr® adyacentes (mwh,flr*/ mwh,fIr’) (Graf et al., 1984).

La evaluacion estadistica de las manchas en las alas se realiz6 por medio del
programa SMART PC-version 2.1, desarrollado por Frei y Wurgler (1988), el cual se
basa en la prueba paramétrica ji-cuadrada para proporciones, con un nivel de

significancia de a< 0.05.



6. RESULTADOS

En el Cuadro 2, se muestran los resultados de la prueba SMART (Frei y Wargler,
1988), donde se comparan las frecuencias y el numero de clones por individuo en
cada uno de los co-tratamientos y testigos. Como se puede observar en los
tratamientos con SF no hubo diferencias significativas con respecto a los testigos lo
que indica que con las tres concentraciones de este isotiocianato no se incremento
o disminuyo la tasa de mutacion espontanea en ambas cruzas. Ademas, se observa
claramente en los co-tratamientos una disminucién entre la frecuencia de clones/
individuo y el efecto del MMS en ambas cruzas, comprobando la actividad directa
de este mutageno. A pesar de las aparentes diferencias observadas en el numero
de frecuencia de clones/ individuo entre las cruzas, éstas no fueron
estadisticamente significativas al contrastar la cruza ST con la cruza HB y viceversa

con el programa SMART y la prueba de U (Mann-Whitney-Wilcoxon).

En el Cuadro 3 se observa que en los co-tratamientos SF-MMS, el SF no aumenta
en ambas cruzas las frecuencias y el numero de clones/ individuo causadas por el

MMS. Para un mejor analisis se muestran a continuacion los resultados por cruza.



Cuadro 2. Resumen de los co-tratamientos de SF y MMS

Componentes ~ No. - Manchas por mosca (Nimero de manchas) Diagnostico est.a Manchas  No.  Frecuencia de

de con de formacion de
ind. Clones  células  x 105 células
Manchas Manchas Manchas Manchas mwh division
pequefias grandes gemelas totales 0 e
Conc. (1-2 células)  (>2 células) obser- control
(mM) m=2 m=5 m=5 m=2 vada corregido
Cruza Estandar (ST)
Test-TW-OH 5% 60  0.57(34) 0.07 ( 4) 0.05( 3) 0.68 (41) 40.0 1.75 27
Test-DMSO 00 60  0.37(22)-  0.10( 6)- 0.02 ( 1)- 0.48 ( 29)- 29.0 2.17 2.0 0.8
SF 89 55  0.98(54)- 0.07 ( 4)- 0.00 ( 0)- 1.05 ( 58)- 56.0 1.54 42 14
SF 180 60  0.55(33)- 0.10 ( 6)- 0.03( 2)- 0.68 (41)- 40.0 1.95 2.7 0.0
SF 350 40  0.50(20)- 0.00 ( 0)- 0.00 ( 0)- 0.50 ( 20)- 20.0 1.25 2.1 0.7
Cruza Bioactivacion Elevada (HB)
Test-TW-OH 5% 60  0.68(41) 0.17 (10) 0.02 ( 1) 0.87 (52) 51.0 1.73 35
Test-DMSO 0.0 60  0.75(45)- 0.10 ( 6)- 0.00 ( 0)- 0.85 (51)- 49.0 1.61 34 0.1
SF 89 60  0.82(49)- 0.8 (11)-  0.00( 0)- 1.00 ( 60)- 59.0 1.85 40 05
SF 180 60  0.85(51)- 0.13( 8)- 0.00 ( 0)- 0.98 (59)- 58.0 1.66 40 0.5
SF 350 40  0.62(25)- 010 (4)-  0.00( 0)- 0.73 (29)- 28.0 2.11 2.9 0.6
Cruza Estandar (ST)
Test-DMSO 0.0 60 0.37 (22) 0.10( 6) 0.02( 1) 0.48 (29) 29.0 217 2.0
MMS(0.5mM) 0.0 39  13.44 (524)+  4.10 (160)+ 1.64 (64)+ 19.18 (748)+  732.0 212 77.0 74.7
SF+MMS 89 60 11.42(685+  3.57(214)+  1.88 (113)+ 16.87 (1012)+  996.0 2.15 68.1 65.8
SF+MMS 180 60  9.70 (582)+  3.63(218)+ 1.38 (83)+ 14.72 (883)+  859.0 2.16 58.7 564
SF+MMS 350 59  836(493)+ 297 (175)+  1.73 (102)+ 13.05 (770)+  756.0 2.24 526 502

Cruza Bioctivacion Elevada (HB)

Test-DMSO 0.0 60 0.75 (45) 0.10( 6) 0.00 ( 0) 0.85 (51) 49.0 1.61 3.4
MMS(0.5mM) 0.0 60 8.53 (512)+ 3.97 (238)+ 0.57 (34)+ 13.07 (784)+ 774.0 2.34 52.9 49.6
SF+MMS 89 59 9.54 (563)+ 4.58 (270)+ 0.08 ( 5)+ 14.20 (838)+ 838.0 2.23 58.3 54.9
SF+MMS 180 59 10.51 (620)+ 4.42 (261)+ 0.34 (20)+ 15.27 (901)+ 896.0 2.16 62.3 59.0
SF+MMS 350 59 6.31 (372)+ 2.00 (118)+ 0.22 (13)+ 8.53 (503)+ 500.0 2.01 34.8 314

SF = Sulforafano; MMS = Metil metanosulfonato. a Diagnéstico estadistico de acuaerdo a Frei y Wiirgler (1988).
m: riesgo minimo del factor de multiplicacién para la valoracion de los resultados negativos.
+ = positivo; - = negativo; Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05. Prueba estadistica de un “factor”




Cuadro 3. Resumen de los co-tratamientos SF-MMS en ambas cruzas

Componentes  No.

de
ind.
Conc.
(mM)
Cruza Estandar (ST)
MMS 05 39

SF+MMS 89 60
SF+MMS 18.0 60
SF+MMS 35.0 59

Cruza Bioactivacion Elevada (HB)

MMS 05 60
SF+MMS 89 59
SF+MMS 18.0 59
SF+MMS 350 59

- Manchas por mosca (NUmero de manchas) Diagnéstico est.a Manchas  No. Frecuencia de
con de formacion de
Clones  células x 105 células
Manchas Manchas Manchas Manchas mwh division
pequefias grandes gemelas totales e
(1-2 células)  (>2 células) obser- control
m=2 m=5 m=5 m=2 vada corregido
13.44 (524)  4.10 (160) 1.64 ( 64) 19.18 (748) 732.0 2.12 77.0
11.42 (685)-  3.57 (214)- 1.88 (113)- 16.87 (1012)- 996.0 2.15 68.1 -8.9
9.70 (582)-  3.63 (218)- 1.38 ( 83)- 14.72 (883)- 859.0 2.16 58.7 -18.3
8.36 (493)-  2.97 (175)- 1.73 (102)- 13.05 (770)- 756.0 2.24 52.6 -24.4
8.53 (512) 3.97 (238) 0.57 (34) 13.07 (784) 774.0 2.34 52.9
9.54 (563)-  4.58 (270)- 0.08 ( 5)- 14.20 (838)- 838.0 2.23 58.3 5.3
10.51 (620)-  4.42 (261)- 0.34 ( 20)- 15.27 (901)- 896.0 2.16 62.3 9.4
6.31(372)- 2.00 (118)- 0.22 (13)- 8.53 (503)- 500.0 2.01 348 -18.2

SF = Sulforafano; MMS = Metil metanosulfonato. a Diagnéstico estadistico de acuaerdo a Frei y Wiirgler (1988).

m: riesgo minimo del factor de multiplicacion para la valoracion de los resultados negativos.
- = negativo; Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05. Prueba estadistica de un “factor”

Cuadro 4. Resumen de los co-tratamientos SF-MMS en la cruza ST

de
ind.

Conc.

(mM)
Cruza Estandar (ST)
SF+MMS 89 60
MMS(0.5Mm) 0.0 39

Cruza Estandar (ST)
SF+MMS 18.0 60
MMS(0.5Mm) 0.0 39

Cruza Estandar (ST)
SF+MMS 35.0 59

Componentes  No. - Manchas por mosca (NUmero de manchas) Diagnéstico est.a Manchas  No. Frecuencia de
con de formacion de
Clones  células x 105 células
Manchas Manchas Manchas Manchas mwh division
pequefias grandes gemelas totales e
(1-2 células)  (>2 células) obser- control
m=2 m=5 m=5 m=2 vada corregido
11.42 (685) 3.57 (214) 1.88 (113) 16.87 (1012) 996.0 2.15 68.1
13.44 (524)- 4.10 ( 160)- 1.64 ( 64)- 19.18 ( 748)- 732.0 2.12 77.0 8.9
9.70(582) 3.63(218) 1.38( 83) 14.72 ( 883) 859.0 2.16 58.7
13.44 (524)w 4.10 ( 160)- 1.64 ( 64)- 19.18 ( 748)w 732.0 212 77.0 18.3
8.36 (493)  2.97 (175) 1.73 (102) 13.05 ( 770) 756.0 2.24 52.6
13.44 (524)+ 4.10(160)w  1.64 ( 64)-  19.18 (748)w  732.0 2.12 770 244

MMS(0.5Mm) 0.0 39

SF = Sulforafano; MMS = Metil metanosulfonato. a Diagnéstico estadistico de acuaerdo a Frei y Wiirgler (1988).

m: riesgo minimo del factor de multiplicacién para la valoracion de los resultados negativos.
+ = positivo; - = negativo; w = débil positivo; Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05. Prueba estadistica de un “factor”




6.1 Cruza ST

En la cruza ST, el SF disminuy6 la frecuencia de los diferentes clones/ individuo en
co-tratamiento con MMS, para verificar si las reducciones en las frecuencias de los
co-tratamientos con respecto al MMS eran significativas se corrio el programa
SMART de forma inversa (Cuadro 4) para los co-tratamientos con respecto al
testigo MMS. El Cuadro 4 muestra los resultados débiles positivos (w) para el MMS
con respecto al co-tratamiento con SF 18 y 35 mM en la cruza ST, por lo cual se
realiz6 la prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon arrojando resultados
significativos con una a = 3 = 0.5. Esto reafirma el efecto protector del SF al reducir

significativamente la tasa de mutacion inducida por el MMS (Anexo 2).

En esta cruza, el SF desplegd un efecto antimutagénico estadisticamente
significativo contra el agente alquilante MMS lo que se demuestra por una marcada
disminucion en la frecuencia de manchas (clones) pequefas, grandes y totales/
individuo inducidas por el MMS a 0.5 mM, particularmente en la concentracién de 35
mM (Grafica 1).
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Grafica 1. Frecuencia de los diferentes tipos de manchas/ individuo en la cruza ST. Donde
representa un nivel de significancia de p < 0.05.



Se analizé la frecuencia mas alta de los clones mwh, su tamafio (1, 2, 3-4, 9-16, 17-32,
33-64 células) y su distribucion. Las manchas grandes corresponden a las células que
perdieron la heterocigosis en las primeras horas de alimentacion con MMS vy las
pequenas ocurrieron en las ultimas horas, al final del desarrollo larvario, o las que al ser
dafiadas dejaron de dividirse (Graf, 1995). En la gréafica 2 se muestran estos resultados
en los testigos y los co-tratamientos en la cruza ST. El testigo DMSO-TW-OH no
aumento la tasa de mutacién espontanea. La frecuencia de todos los tipos de manchas
en los tratamientos con MMS coinciden con la accién directa del mutageno en etapas
tempranas del desarrollo larval, de manera semejante a lo reportado por Rodriguez-
Arnaiz et al. (1996) para esta concentracién en un numero menor de individuos. Como
se ha mencionado, este agente alquilante directo no requiere bioactivacion y genera
grupos metilo desde el momento en que entra a la célula (Jenkins et al., 2005), por lo
tanto con respecto al TW-OH y al DMSO-TW-OH el numero de manchas fue mayor en

los individuos tratados con MMS.

Sulforafano-MMS 0.5mM
cruza ST

T
N
o
Clones mwh por mosca

Clase del
tamarfio del
clon mwh

TW:
DMSO-TW-OH
SF35 + MMS
SF18 + MMS
SF8,9 + MMS

Grafica 2. Distribucién de tamafios de clones mwh por individuo en la cruza ST. Los tamafos de
clones representan el nimero de divisiones que ocurrieron en las células somaticas mutantes 1(1),
2(2), 3(3-4), 4 (5-8), 5(9-16), 6(17-32), 7(33-64) células). Coinciden con la distribucién que se obtiene

al alimentar las larvas con el MMS, un agente quimico directo.



Los resultados obtenidos en la cruza ST para los co-tratamientos SF-MMS,
muestran una marcada curva concentracién-respuesta, pero ademas el SF provocé
una marcada disminucién en la frecuencia de clones totales/ individuo inducidos por
el MMS a 0.5 mM, particularmente en la concentracion de SF 35 mM. Ademas,
todos los co-tratamientos con SF disminuyeron significativamente la genotoxicidad
del MMS en una concentracién-respuesta que tiene un comportamiento lineal con
un valor R?= 0.94 (Grafica 3).
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Grafica 3. En la cruza ST el tratamiento con SF (8.9, 18, 35 mM) no modifica la frecuencia
espontanea de manchas/ individuo en contraste con la disminucién que produce el co-
tratamiento SF-MMS (0.5 mM).

6.2 Cruza HB

En la cruza HB el co-tratamiento SF-MMS provocé una marcada disminuciéon en la
frecuencia de clones pequefos, grandes y totales/ individuo inducidos por el MMS,

pero sélo en la concentracion de 35 mM (Grafica 4). Aunque en las concentraciones



8.9 y 18 mM parece que hay una tendencia al aumento en la frecuencia de clones

totales/ individuo, el incremento no fue estadisticamente significativo

Para conocer si la reduccion en las frecuencias de las manchas/ individuos del co-
tratamiento SF 35 mM era significativa se corriéo el programa SMART de forma
inversa (Cuadro 5) para los co-tratamientos con respecto al testigo MMS. El cuadro
5 muestra los resultados positivos en la concentracion 8.9 para manchas gemelas y
resultados débiles positivos (w) para el MMS con respecto al co-tratamiento SF 18 y
35 mM en la cruza HB, por lo cual se realizé la prueba de U de Mann-Whitney y
Wilcoxon arrojando resultados no significativos en el co-tratamiento SF 18 + MMS.
Pero contrastando los resultados del co-tratamiento SF 35 + MMS con el del testigo
MMS se obtuvo con este alquilante un aumento estadisticamente significativo en la
frecuencia de manchas pequefias, grandes y totales, lo que reafirma el efecto
antimutagénico del SF 35 + MMS y que redujo de manera significativa la tasa de

mutacion inducida por el MMS en esta cruza (Anexo 2).
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Grafica 4. Frecuencia de los diferentes tipos de clones/ individuo en la cruza HB. Donde ¢
representa un nivel de significancia de p < 0.05.



Cuadro 5. Resumen de los co-tratamientos SF-MMS en la cruza HB

Componentes No. - Manchas por mosca (NUmero de manchas) Diagnéstico est.a Manchas No. Frecuencia de
de con de formacién de
ind. Clones  células x 105 células

Manchas Manchas Manchas Manchas mwh division

pequefias grandes gemelas totales e
Conc. (1-2 células)  (>2 células) obser- control
(mM) m=2 m=5 m=5 m=2 vada corregido

Cruza Bioactivacion Elevada (HB)

SF + MMS 8.9 59 9.54 (563) 4.58 (270) 0.08 ( 5) 14.20 ( 838) 838.0 2.23 58.3

MMS(0.5mM) 0.0 60 8.53 (512)- 3.97 (238)- 0.57 ( 34)+ 13.07 ( 784)- 774.0 2.34 52.9 -5.3

Cruza Bioactivacién Elevada (HB)

SF+MMS 18,0 59 10.51(620) 4.42 (261) 0.34 ( 20) 15.27 (901) 896.0 2.16 62.3

MMS(0.5mM) 0.0 60 8.53 (512)- 3.97 (238)- 0.57 ( 34)w 13.07 ( 784)- 774.0 2.34 52.9 -9.4

Cruza Bioactivacién Elevada (HB)

SF+MMS 350 59 6.31 (372) 2.00 (118) 0.22 ( 13) 8.53 (503) 500.0 2.01 34.8

MMS(0.5mM) 0.0 60 8.53 (512)w  3.97 (238)w 0.57 ( 34)w 13.07 ( 784)w 774.0 2.34 52.9 18.2

SF = Sulforafano; MMS = Metil metanosulfonato. a Diagndstico estadistico de acuaerdo a Frei y Wirgler (1988).

m: riesgo minimo del factor de multiplicacion para la valoracién de los resultados negativos.

+ = positivo; - = negativo; w = débil positivo; Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05. Prueba estadistica de un “factor”




De la misma manera que para la cruza ST, para la cruza HB se analizé la
frecuencia mas alta de los clones mwh, su tamano (1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-64
células) y su distribucion segun Graf (1995). La distribucion exponencial del tamafo
del clon en las células de las D. melanogaster alimentadas con TW-OH, involucra el
numero de ciclos de divisiones de las células imagales del ala en condiciones
normales. En la grafica 5 se pueden observar los datos para los testigos y co-
tratamientos donde el testigop DMSO-TW-OH no aumentd o disminuyo la tasa de
mutacién espontanea en comparacion con el testigo TW-OH. Si se comparan los
resultados del testigo MMS con el co-tratamiento SF 35 + MMS se demuestra que el

SF disminuy® significativamente la genotoxicidad del MMS (Gréfica 5).

Sulforafano-MMS 0.5mM
cruza HB

»
o
Clones mwh por mosca

Clasedel 1 T
tamarfio del
clon mwh

DMSO-TW-OH
SF8,9 + MMS
SF18 + MMS
SF35 + MMS

Grafica 5. Distribucion de tamafios de clones mwh por individuo en la cruza HB. Los tamafios de
clones representan el numero de divisiones que ocurrieron en las células somaticas mutantes
1(1), 2(2), 3(3-4), 4 (5-8), 5(9-16), 6(17-32), 7(33-64) células) y coinciden con la distribuciéon que

se obtiene al alimentar las larvas con un agente quimico directo.



En la cruza HB solo el co-tratamiento SF 35 + MMS disminuy6 significativamente la
frecuencia de clones totales/ individuo por lo que al graficar los datos se obtuvo una
regresion polindmica con una R?= 0.97 (Grafica 6). Esto indica que en esta cruza el
SF solo interviene levemente en eventos genotoxicos directos, pero eficientemente

a la concentracion 35 mM.

Sulforafano-MMS en cruza HB

¢ SF+MMS O SF ——Polinémica (SF + MMS) — Lineal (SF)

10 y=-0.0134X +0.3495x + 12.819

R%?=0.9707 \

Frecuencia de clones totales/
individuo

£

il
n

h

0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Grafica 6. En la cruza HB el tratamiento con SF (8.9, 18, 35 mM) tampoco modifica la frecuencia
espontanea de manchas/ individuo en contraste con la disminucién que produce el co-
tratamiento SF 35 + MMS.

7. DISCUSION

En este trabajo el tratamiento crénico a larvas de 72 +4 h con MMS 0.5 mM produjo
un aumento estadisticamente significativo de la genotoxicidad con respecto a los
testigos TW-OH y DMSO-TW-OH. Estos resultados demuestran el claro efecto
genotoxico del MMS sobre D. melanogaster y concuerdan con lo reportado por
Kaya (2003), El-Hamss et al. (2003), Heres-Pulido (2001), Lehmann et al. (2000) y
Santos et al. (1999). Como se menciond, este mutageno es un agente alquilante

conocido por su capacidad de reaccionar directamente con el DNA in vivo e in vitro



(Jenkins et al., 2005; Shelby y Tindall, 1997; Fiorio et al., 1994; Vogel y Nivard,
1994), por lo tanto no hubo diferencias entre las cruzas. Ademas se observo que el
efecto genotoxico del promutageno uretano fue estadisticamente mayor en la cruza
HB, lo que demuestra su fuerte dependencia sobre la activacion metabdlica por
parte de los CYP450s como lo habia descrito Frolich y Wurgler (1990) y permite
comprobar que las cepas utilizadas poseen los marcadores genéticos en buen

estado.

Los resultados indican que en ambas cruzas el SF tuvo un efecto protector contra el
MMS. La actividad quimiopreventiva del SF reportada por Zhang (2004) (Figura 9) y
otros autores permite proponer varias hipotesis para explicar los resultados que se

obtuvieron con los co-tratamientos:

Sulfgrafano

Difusiéon simple Membrana celular

0 V

CH3;-S-CH;-CH;-CH,-CH,-N=C=8

. Activacion de la sefal Nrf2—ARE induciendo la desintoxicacion de
cancerigenos mediante enzimas antioxidantes y conjugacion.

. Inhibicion de activacién de cancerigenos por inhibir a CYP450s

. Incremento de apoptosis, activacion de caspasas -3, -8, -9, =12, o

arresto a la célula en fase G1, S o G2-M.

Fig. 9. Actividad quimiopreventiva del SF (modificado de Zhang, 2004).

1. Activacion de la sefial Nrf2—ARE induciendo la desintoxicacién de cancerigenos

mediante enzimas antioxidantes y conjugacion.

1.1. El SF induce a las enzimas de la Fase |l via activacion del factor Nrf2 que a su
vez induce la respuesta ARE, mediante las dos proteinas: Nrf2 y Keap1. Esto pudo
ocurrir en Drosophila melanogaster ya que en este organismo existen proteinas

citoplasmaticas homédlogas a Keap1 y Nrf2 llamadas Kelch y Cap‘n’Collar (CNC),



respectivamente. Bajo condiciones basales Nrf2 es capturado en el citoplasma por
Keap1, pero por una propiedad quimica comun (reaccionan con grupos sulfidrilos y
grupos tioles por oxidoreduccién o alquilacion) los inductores como el SF rompen el
complejo citoplasmatico Keap1-Nrf2 y de este modo Nrf2 migra al nucleo donde se
activa ARE. Esta respuesta acelera la transcripciéon de las enzimas de la Fase I,
entre otras proteinas, que ayudan a la desintoxicacién y protegen a las células del
estrés oxidativo causado por ROS (Dinkova-Kostova et al., 2002; Spencer et al.,
1991; Talalay et al., 1988). La posibilidad de que el SF pudiera haber protegido a las
células de un estrés oxidativo producido indirectamente por el MMS, se sustenta en
que en D. melanogaster el co-tratamiento con vainillina, compuesto que induce la
actividad de la GST de la Fase Il, protege significativamente del efecto de este

alquilante directo a una concentracion de 1.25 mM (Santos et al., 1999).

1.2. Tomando en cuenta que el MMS es un genotdxico que no depende del MX, es
posible que la anti-genotoxicidad del SF pueda ser regulada por su propio papel
antioxidante. Horvathova et al. (1998) mencionan que la cinética de algunos
antioxidantes puede actuar contra la reactividad de mutagenos, aunque en una

forma que aun es inexplicable.

1.3. La mayoria de los estudios con antioxidantes, muestran que éstos son capaces
de proteger a las células de las mutaciones mediadas por radicales (Kaya, 2003),
aunque en este estudio, el SF protegi6 contra un agente alquilante. Bajo
condiciones fisiologicas, el SF podria competir contra la alquilacion de sitios
nucleofilicos celulares (DNA, RNA vy proteinas) e inhibir la unién de los metilos. Por
lo tanto, la accidén antimutagénica del SF contra el MMS podria estar relacionada
con la habilidad de bloquear el enlace covalente del DNA con los alquilos derivados
del metabolismo de agentes alquilantes directos (Kaya et al., 2000). Tal es el caso
del acido ascorbico o vitamina C (17 mM) ya que en un trabajo realizado por Kaya
(2003) este antioxidante reduce 45-70% las mutaciones inducidas por el MMS. En
otro trabajo, Franke et al. (2005) encontraron que el dafio sobre el DNA causado por
el MMS fue reducido significativamente por la administracion de vitamina C en
ratones (1 y 30 mg/ kg) proponiendo que se deba a la induccion de la reparacién del

DNA. Se ha descrito que el MMS tiene indirectamente efecto oxidante (Franke et al.,



2005; Horvathova et al., 1998), asi el efecto protector contra el MMS, no descrito a

la fecha para el SF, debe estar relacionado con su accion antioxidante.

2. Inhibicion de activacion de cancerigenos y CYP450s.

2.1. Se sabe que el MMS es un alquilante directo, por lo cual se esperaba que la
accion de los CYP450s no tuviera efecto sobre el dafio que causa al DNA.
Contrariamente a esta premisa, se encontraron disminuciones significativas en los
resultados que fueron descritos anteriormente. En la cruza HB (donde los CYP450s
son altos y constitutivos), sélo con el tratamiento SF 35 + MMS se dio la reduccion.
Esto podria ser explicado si el metabolismo del SF fuera dependiente de los
CYP450s, es decir que lo eliminaran, provocando que los remanentes de la
concentracion mas alta tuvieran efecto disminuyendo el estrés oxidativo (Franke et
al., 2005; Horvathova et al., 1998) relacionado con el MMS.

2.2. Santos (2006) y Vega (2006) reportaron que soélo en la cruza HB, al utilizar
brécoli organicamente cultivado (BOC) y en la proporcion mas alta (100%), existen
reducciones estadisticamente significativas en las frecuencias de manchas gemelas
con respecto al testigo agua, indicando efecto anti-recombinogénico del brécoli, tal
vez por accion antioxidante (Fahey y Talalay, 1999; Friedberg et al., 1995). En este
trabajo, en la cruza HB el co-tratamiento SF 8.9 mM sdlo disminuyé
significativamente la frecuencia de manchas gemelas. La reduccion de manchas
gemelas a dicha concentracion permite suponer que el SF interviene o interactua
con los CYP450s y con la recombinacion mediante mecanismos aun no descritos.
Aunque con esta prueba no podemos distinguir si el efecto anti-recombinogénico
descrito por esos autores para el brocoli (mezcla compleja), se deba a la accién

antioxidante del SF o a la interaccion de éste con los CYP450s.



3. Incremento de apoptosis, activacion de caspasas —3, -8, -9, —12, o arresto a

la célula en fase G1, S 0 G2-M.

3.1. Se tiene conocimiento de que el SF detiene la proliferacion de células
cancerigenas in vitro e in vivo en colon humano, leucemia, meduloblastoma y
cancer de proéstata, al inducir apoptosis y/ o al inhibir la progresion del ciclo celular
(Jackson y Singletary, 2004; Singh et al., 2004; Zhang y Collaway, 2002; Fahey y
Talalay, 1999). Sin embargo se ha demostrado que algunos genotéxicos no solo
dafan al DNA, sino que también pueden inducir apoptosis, si son letales para la
célula. Se sabe que algunas proteinas como p53, Bcl-2 y Bax estan implicadas en la
muerte celular inducida por el MMS. En un estudio realizado por Jiang et al. (1999)
en células de hepatoblastoma usaron dosis no letales de MMS (0.1, 0.2, 0.3, 0.5
mM), que indujeron altos niveles de acumulaciéon de p53; asi mientras la cantidad
de p53 incrementd con la dosis de MMS, aumenté la muerte celular. Asi, se pudo
demostrar que la acumulacion de p53 regula la concentracion de Bax y por lo tanto
la apoptosis en las células afectadas por el MMS. Esto es lo que ocurriria en el
testigo MMS, pero con esta prueba no podemos distinguir si los efectos observados
son menores de los causados inicialmente en el DNA. En apoyo a esta hipotesis,
Choi y Singh (2005) demostraron que el SF incrementa los niveles de dos proteinas
pro-apoptoticas Bax y Bak en fibroblastos de embriones de raton. En células
normales la proteina Bax se encuentra en forma inactiva en el citosol pero puede
ser inducida por el SF (Wolter et al., 1997); o al detener la polimerizacion de la
tubulina (Jackson y Singletary, 2004). Estudios recientes (Yamaguchi et al., 2004)
indican que el dafio a microtubulos, por ciertos agentes como el SF provocan la
activacion de Bax y disparan la muerte celular. También el SF incrementa los
niveles de la proteina Apaf-1 y asi regula la activacion de las caspasas -9 y -3 que
intervienen en la muerte celular (Choi y Singh, 2005). Asi el dafio provocado por el
MMS en el DNA aunado con el efecto del SF al incrementar aun mas la apoptosis,
pudo provocar la disminucion en la frecuencia de los diferentes clones/ individuo y
por lo tanto parte del dafio genotdxico producido por el MMS pudo haber sido

eliminado.



8. CONCLUSIONES

o En los co-tratamientos con SF en las cruza ST y HB hubo una clara
disminucion en la frecuencia de los diferentes clones/ individuo provocados
por el MMS.

o Los mecanismos de la accion protectora del SF contra el MMS pueden
deberse a que induce apoptosis, la activacion enzimética de la Fase Il del
metabolismo xenobidtico y/o a la intervencion en productos activos del MMS.

o ElI SF enla cruza ST provoco una clara concentracion-respuesta, auque en la
cruza HB no hubo una respuesta lineal el SF disminuyé de manera
significativa la frecuencia de clones/ individuo en especial a la concentracion
de 35 mM.

o Las reducciones en células mutantes producidas por el co-tratamiento
sugiere que los mecanismos de proteccion directos e indirectos pueden

contraatacar la mutagénesis inducidas por MMS.
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10. ANEXOS

ANEXO 1.

El fundamento de la prueba SMART es “la pérdida de heterocigosis de genes marcadores

gue se expresan como clones o manchas de tricomas mdltiples o malformados, derivados

de células mutantes en las alas de los organismos adultos” ocasionada por la actividad

genotoxica de compuestos que inducen eventos genéticos como: mutaciones puntuales,

deleciones, recombinaciones somaticas y no-disyunciéon (Figura 10) (Graf et al.,, 1998;
1984).
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Fig. 10. Eventos genéticos que llevan a la pérdida de la heterocigosis y la
Formacién de manchas en la prueba SMART. (Modificado de Guzman-Rincén y Ramirez-
Victoria, 2001. Modificado de Graf et al., 1984).



ANEXO 2.
Resultados de la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney-Wilcoxon.

- Para comprobar que los resultados (w) obtenidos con SMART para PC eran
significativos se contrastaron con la prueba de U los valores del testigo MMS
contra los resultados del co-tratamiento. Cuando Z ajustada es negativa
entonces el valor del nivel p se divide entre dos. Si el resultado es < 0.05
entonces es significativo.
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- Z ajustada para manchas grandes y totales es negativa entonces p/2 < 0.05 por lo
que se obtuvo un resultado significativo.

2. Comparacion entre el testigo MMS y el co-tratamiento SF 18 + MMS para la cruza
ST.
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- Z ajustada para manchas pequefas y totales es negativa entonces p/2 < 0.05 por lo que
se obtuvo un resultado significativo.



3. Comparacion entre el testigo MMS y el co-tratamiento SF 18 + MMS para la cruza
HB.
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- Z ajustada para manchas gemelas es negativa entonces p/2 > 0.05 por lo que se obtuvo
un resultado no significativo.

4. Resultado (w) entre el testigo MMS y el co-tratamiento SF 35 + MMS para la
cruza HB.

[ STATETICK - Worktepo1* - Prare Wy U T S0 FERCR AL Sore ey fundadf 50 G i vl R EF 4 8
Emiﬂwwwmmmsmwwm Bl
D2H/ SR shad o MY - ‘#'E'?

i d@d|erg ESARA-2-O-RE| B4 =m0 0P 4 o e o

—imm ) Mane Whitngy | Test (s38vsmms sta) 7

By vanicle conce

“’E“, m" Markid basts drd mgiiicant a p < 06000
= E5 g aretris [ RashSum RakSam| U | I | plewl | I | plel |VakdN Ve N TTsed
5 vanahla ﬁml MME fusted |
E;‘*"““" prquhes 500 3D -1 SRS O 0 i

andes 2l A5 500 1211 50 -2 e 0 el
pimelas | 3677 X0 365300 100700 034 IZI.'I"Fh a5 uﬁmrs
itk | W60 4083500 1EEAD - 000
dones | 311500 4025000 TH5E -

- Z ajustada para manchas pequefias, grandes y totales es negativa entonces p/2 < 0.05
por lo que se obtuvo un resultado significativo.

- Z ajustada para manchas gemelas es negativa entonces p/2 > 0.05 por lo que se obtuvo
un resultado no significativo.
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