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1. Abreviaturas

Ah: Aril hidrocarbono

AKR: Aldo-cetoreductasa

ARE/EpRE: Elementos de respuesta a antioxidantes
CAR: Receptor Constitutivo de Androstona
CO: Monoxido de carbono

DDT: 1, 1, 1-tricloro-2,2-bis (4-clorifenil) etano
DNA: Acido desoxiribonucleico

FB: Fenobarbital

GR: Glutation reductasa

GRP: Glucorafanin

GSH: Glutation

GST’s: Glutation S transferasas

GSTM1: Glutatién S tranferasa M1

HCA’s: Aminas heterociclicas

HR: Humedad relativa

ITCs: Isotiocianatos

MRNA: RNA mensajero

MX: Metabolismo xenobidtico

NADI[P]H: Nicotin Adenil Dinucleotido Fosfato
Nrf2: (Erythroid-derived 2)-like 2

P450s: Citocromos P450

PhIP: 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol pirimidina
REL.: Reticulo endoplasmico liso

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RT-PCR: Reverso transcriptcion acoplada a reaccion en cadena de la polimerasa,



RXR: Receptor retinoide X

SF: Sulforafano

SMART: Prueba de Mutacion y Recombinacion Somaticas en Ala
TE: Transposon

UDP: Glucoronil transferasa

UV: Luz ultravioleta

XRE: Elementos de respuesta a xenobioticos



2. Resumen

El hombre esta expuesto a xenobi6ticos que pueden ser toxicos y/o genotdxicos. Estos pueden
ser metabolizados o bioactivados por los citocromos P450 (P450s), presentes en la Fase | del
Metabolismo Xenobidtico desde procariontes hasta vertebrados. Al comparar las secuencias de
estos genes entre humanos y Drosophila melanogaster se concluy6 que algunas familias son
exclusivas para cada especie, pero también se encontr6 que habia familias en comun.

La familia CYP6 de Drosophila melanogaster y CYP3 de mamiferos al tener la misma
especificidad por sustrato se encuentran agrupadas dentro del mismo clan. El Fenobarbital (FB),
es un farmaco utilizado para controlar trastornos del sistema nervioso, se ha demostrado que es
un cancerigeno potencial que requiere ser activado por P450s, por otro lado, existe una amplia
variedad de sustancias presentes en los alimentos con efecto antimutagénico y/o anticancerigeno,
dentro de las cuales destaca el isotiocianato sulforafano (SF), presente en las brasicaceas
(brécoli), al cual se le atribuyen propiedades quimioprotectoras en contra del cancer.

Algunos reportes sugieren que induce la Fase Il del metabolismo xenobi6tico y que inhibe la
Fase I. En el presente trabajo se compararon los niveles de transcripcién de los P450s Cyp6a2 y
Cyp6gl, en larvas de Drosophila melanogaster (cruza BE y E) tratadas con Sulforafano o
Fenobarbital mediante PCR semicuantitativo en el cual se utilizé al transcrito de un isogen de
actina como control constitutivo. Demostrando que el Sulforafano disminuye los niveles de

transcripcion de Cyp6a2.



Abstract

Human beings are exposed to xenobiotic compounds which can be toxic or genotoxic. These can
be eliminated or biotransformed by Cytochromes P450 (P450s) an enzymatic complex present in
Phase | of the Xenobiotic Metabolism present in prokaryotic organisms to vertebrates. When
human and Drosophila melanogaster P450s gene sequences are compared it can be concluded
that some families are exclusive for each species, but also that they share families in common.
The Drosophila melanogaster CYP6 family and the CYP3 family of mammals have the same
substrat specifity and thus are grouped in the same clan. Phenobarbital (PB), a synthetic drug
used to treat conditions of the nervous system has been shown to be a potential carcinogenic that
requires to be activated by P450s.

On the other hand, there is a wide variety of compounds present in the diet which show
antimutagenic and anticarcinogenic effect. One of such compounds is Sulforaphane (SF), an
isothiocyanate present in Brassicaceas (broccoli) which some experimental evidences show that
has chimioprotective effect against cancer.

Some reports suggest it induces Phase Il and inhibits Phase | of the Xenobiotic Metabolism. In
this work we compared the transcriptional levels of Drosophila Cyp6a2 and Cyp6gl P450 genes
in larvae of the ST and HB crosses exposed to SF and PB using semiquantitative PCR and actine

isogene as constitutive control. SF showed to decrease the transcriptional levels of Cyp6a2.



3. Genética Toxicologica

La Genética Toxicoldgica es una ciencia esencialmente multidisciplinaria, que pretende
establecer la correlacion entre la exposicion a agentes xenobidticos y la induccion de alteraciones
geneticas, tanto en las células germinales como en las células somaticas de los organismos,
identifica y analiza la accién de un grupo de agentes toxicos que son capaces de interactuar con
el material genético (agentes genotdxicos) y define a partir de ello los efectos que las toxinas
ambientales producen sobre la integridad genética de los seres vivos.

El comienzo de la Genética Toxicoldgica se sitda en 1927 cuando Herman Miller demostré que
las radiaciones ionizantes son capaces de producir alteraciones genéticas en la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster (D. melanogaster) y definid a las mutaciones como los cambios en la

cantidad, cualidad y/o arreglo de los genes (Vogel, 1991).

Muiller también desarrollé técnicas cuantitativas para medir la proporcion de mutaciones
inducidas, y Ilamé la atencion de la comunidad cientifica al sugerir que las radiaciones podrian
producir cambios en las células somaticas de los tejidos, y que en las que se dividen activamente

podrian producirse distintos tipos de cancer, incluyendo las leucemias.

La importancia de la Toxicologia Genética fue reconocida alrededor de 1969, cuando se empezd
a relacionar el incremento de los productos quimicos fabricados por el humano, con
consecuencias genéticas. Simultaneamente se empezO a observar una relacion entre los
mutégenos y los cancerigenos, lo que incrementé la importancia de esta disciplina en la
determinacion de los efectos adversos en la salud que pueden producir los compuestos
genotoxicos, dada su capacidad de ocasionar mutaciones hereditarias, o infertilidad cuando
afectan a las células germinales o bien producir muerte celular y cancer cuando afectan a las

celulas sométicas (Vogel, 1991).



4. Metabolismo de los xenobioticos

El metabolismo xenobidtico (MX) es un fenédmeno en el que puede darse tanto la activacion
como la eliminacion de agentes xenobidticos. En la mayoria de los casos los xenobi6ticos son
bioinactivados, pero en otros pueden causar cambios fisioldgicos y bioquimicos como
consecuencia de la desintoxicacion deficiente y/o la reaccion de los metabolitos intermediarios
con los constituyentes celulares, lo cual produce desde dafio celular hasta la muerte del
organismo (Rodriguez-Arnaiz, 2004). Las toxinas que afectan al material hereditario
(genotoxinas) pueden ser divididas en dos tipos: las llamadas directas que afectan per se al
material hereditario como el agente alquilante metil metanosulfonato (MMS) y las que requieren
ser activadas metabdlicamente para dafiar al DNA, denominadas pretoxicos o promutégenos
como es el caso del fenobarbital (FB), que es utilizado para controlar trastornos del sistema
nervioso, o el insecticida DDT con efecto genotdxico y que ha sido utilizado de manera
indiscriminada.

Los compuestos genotdxicos, para ser excretados, requieren de la biotransformacion que puede
darse en Fase | y que involucra las reacciones que introducen grupos funcionales o reactivos a las
moléculas. Estas transformaciones metabdlicas incluyen diversas reacciones quimicas como la
hidrolisis, la oxidacion y la reduccién y es catalizada principalmente por el sistema enzimatico
de los citocromos P450 (P450s). La Fase Il del MX consiste de la conjugacion con aminoéacidos
(&cido glutdmico o glutation) de los metabolitos generados en la primera Fase catalizada
fundamentalmente por las glutation transferasas para facilitar su transporte y eliminacién
(Rodriguez-Arnaiz, 2004). Cuadro 4.



Cuadro 4. Algunas reacciones en las diferentes fases del metabolismo xenobiético.

Reaccion Enzima Sustrato

Fase I Funcionalizacién

Oxidacion (P450s) Alcanos, alquenos, aminas
Oxidacion Alcohol deshidrogenasa Alcoholes
Reduccion P450s Grupos azo y nitro
Hidrolisis Esterasas Esteres

Fase Il Conjugacién con;

Agua Epdxido-hidrolasa Epoxidos
Glutation Glutation-transferasa Electrofilicos
Acido glucorénico Glucoronil-transferasa Fenoles, tioles, aminas

Acido acético (Acetil-CoA) N-acetiltransferasas Aminas




5. Citocromos P450 (P450s)

Tanto en la desintoxicacion como en la activacion, la hidroxilacion depende del sistema P450s
(Sistema de Monooxigenasa o Sistema de Oxidasa de Funcién Mixta), porque en estas enzimas
un atomo de una molécula de oxigeno es reducido a agua y el otro es usado para oxidar al
sustrato (Rockstein, 1978; Haugen, 1981; Frank y Fogleman, 1992; Boucher et al., 1996); este
sistema enzimatico esta localizado en los microsomas (fraccion subcelular) del REL de
hepatocitos y otras células. A su vez, cada P450 es un sistema de multicomponentes ligado a

membrana, segun descubrieron Omura y Sato (1964), el cual involucra al menos a dos proteinas:

1. P450 (hemoproteina que se caracteriza por tener una absorbancia de cerca de 450 nm
después de la reduccién con CO).

2. NADPH-citocromo P450 reductasa, asi como oxigeno molecular y NADPH (Vogel,
1991; Frank y Fogleman, 1992; Gandhi et al., 1992; Fuchs et al., 1994; Sakai et al.,
1992).

Los P450s metabolizan compuestos enddgenos como esteroides, acidos grasos, aminas
biogénicas, prostaglandinas y vitaminas, asi como xenobidticos tales como los metabolitos de la
dieta, drogas, pesticidas o contaminantes ambientales (Gonzélez et al., 1991), metabolitos de
plantas y cancerigenos (Gandhi et al., 1992), ademas de conferir resistencia a insecticidas en
insectos (Carifio et al., 1992). Estos substratos son enzimaticamente modificados por una de las
siguientes reacciones: hidroxilacion alifatica, hidroxilaciones aromaticas, alqueno epoxidaciones,
O-dialquilaciones; N-hidroxilaciones, N-desalquilaciones o deshalogenacion oxidante
(Rockstein, 1978).

Como hemoproteinas, los P450s ligan el Fe?* del grupo hemo por puentes de tiolato (uniones
cisteina-cisteina mediante sus grupos tiol o sulfhidrilo —SH) presentes en un dominio cisteinil de
26 residuos muy conservados cerca del carboxil terminal (Hobbs et al., 1986; Gonzalez y
Gelboin, 1992) (Figura 5).



Flen
lleleu
Met
NH Lis
— CI-H—S—CH;—(EH—?————-—SCI
(l)H, [Cisteina] (l)

c—\ /—¢C
M N M
NH——Glu NH,

N—Fe—N
P ——CH—%—S—CHz—éH—(ﬁ—,HIis
P N = » éHa [Cisteina] O,” Tlre
C == VN7 S !
@ /v
*---N (Imidazol) - - -- - ; G|lu
P M |
Lis @

Figura 5. Citocromo P450 y su grupo hemo por puentes tiol (-SH) de cisteina (tomado de Burke, 1971).

Todas las isoformas tienen un peso molecular entre 42 y 60 kilodaltones. EI atomo de hierro
presenta seis uniones: cuatro con los atomos de nitrégeno del grupo hemo, una con el residuo
cisteina del P450 y el ultimo generalmente con una molécula de agua, pero también puede
establecerse con los grupos hidrofilos de los aminoacidos serina, treonina y tirosina (Rodriguez-
Arnaiz, 2004).

Los P450s participan en diferentes reacciones de oxidacion de diversos sustratos, reacciones que

corresponden a la Fase | del metabolismo. El ciclo catalitico es el siguiente:

1) Formacion del complejo P450-sustrato: durante esta Fase el sustrato se fija al sitio
hidrofobico de la enzima.

2) Formacion del complejo P450-reductasa: la reduccién de un electron del complejo
citocromo P450-férrico-sustrato a un complejo P450-ferroso-sustrato es mediada por la
NADPH-P450 reductasa, flavoproteina que transfiere electrones del NADPH al

citocromo.



3)

4)

5)

6)

7)

Unidn de un atomo de oxigeno molecular: mediante la interaccion del oxigeno con el
complejo ferroso-sustrato de la hemoproteina para formar el P450 oxiferroso.

Reduccion del complejo oxiferroso: se lleva a cabo por la aportacion de un segundo
electron del NADPH por medio de la reductasa o mediante el NADH via la citocromo bs
reductasa.

Rearreglo intramolecular: en el complejo, un atomo de oxigeno es reducido a agua y otro
atomo de oxigeno molecular se introduce al sustrato como un grupo hidroxilo.

Oxidacion del sustrato: esta hidroxilacion da como resultado la formacion de un producto
oxidado (sustrato) y el P450s férrico.

Disociacién del complejo P450s-sustrato: la enzima regresa a su estado inicial con la

liberacion del producto (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Ciclo catalitico mediado por los P450s
(Tomado de Rodriguez-Arnaiz, 2004).



6. Actividades de los P450s

El sistema P450s interviene en diferentes rutas metabolicas y posee al menos tres tipos de
actividad:

1) Actividad monooxigenasa: se lleva a cabo en presencia de O, y NADPH; a través de
esta actividad los compuestos xenobioticos inertes (no polares) sufren diversos tipos
de reacciones.

2) Actividad de oxidasa: en ella ocurre la transferencia de electrones de un P450s
reducido al oxigeno molecular acompafiado de la formacion de radicales anionicos
superdxidos (O2) y de peroxido de hidrogeno.

3) Actividad reductasa: ocurre en condiciones anaerobias y en ella se da la transferencia
de electrones a sustratos para producir radicales libres.



7. Localizacion y Regulacion de los P450s

En eucariontes los P450s se encuentran orientados hacia el interior del reticulo endoplasmico liso
(REL) asi como en las mitocondrias (Rodriguez-Arnaiz, 2004).

En los insectos, los P450s estan involucrados en el crecimiento y en el desarrollo a través del
procesamiento de &cidos grasos, hormonas y feromonas; catalizan también un amplio rango de
reacciones enziméticas de una gran diversidad de compuestos exdgenos, tales como la
biotransformacion de productos secundarios de vegetales y de productos quimicos sintéticos
como los insecticidas. En larvas los P450s se expresan en el tubo digestivo, en los cuerpos grasos

y en el aparato reproductivo, en los adultos en los tubos de Malpighi (Feyereisen, 1999).

En los vertebrados se encuentran en la gran mayoria de los tejidos; sin embargo, se localizan en
cantidades maés elevadas en el higado, intestino, pulmones, rifidén, ovarios, testiculos, glandulas
suprarrenales y placenta (Rodriguez-Arnaiz, 2004).

La regulacion de la expresion de los P450s aparece como una respuesta adaptativa al estrés
ejercido por los agentes xenobioticos. Los fendmenos de induccion e inhibicién de los P450s
estdn muy relacionados con la regulacion de la expresion génica. Los mecanismos de induccion
son el resultado de la activacion transcripcional, postranscripcional y postraduccional ejercida

por diversos agentes quimicos (Rodriguez-Arnaiz, 2004).



8. P450s en Drosophila melanogaster

La secuencia de 120 Mb del genoma de D. melanogaster ha revelado la presencia de
aproximadamente 13,600 genes, algunos de los cuales son miembros de grandes superfamilias,
como receptores transmembranales, proteinquinasas, peptidasas, etc. (Adams et al., 2000). La
superfamilia citocromo P450s esta integrada por 84-94 miembros en D. melanogaster (Adams et
al., 2000; Rubin et al., 2000).

Las proteinas P450s son nombradas con base en la identidad de su secuencia de aminoécidos con
otros P450s. EIl sistema de nomenclatura introducido originalmente por Nebert et al., (1987),
propone que los miembros de una familia presentan identidad >40% en la secuencia de
aminoacidos y que los miembros de una subfamilia tienen de identidad >55% (Nelson et al.,
1996). El prefijo CYP es usado para designar a un P450, seguido por un numero caracteristico
de la familia, una letra para designar a la subfamilia y un nimero para el gen individual. Los
genes P450 se describen en italicas, mientras que el mRNA, el cDNA y las enzimas con
mayusculas, (ejemplo: gen Cyp4c3 y proteina CYP4C3 en D. melanogaster). Este sistema de
nomenclatura diferencia a los P450s con base en la similitud de sus secuencias y no tiene
correlacion con sus especificidades enzimaticas o con la evolucion de sus familias: para
relacionar los P450s de diferentes familias con base en sus propiedades, sin considerar el grado
de similitud en sus secuencias se ha propuesto un sistema de clasificacion en clanes. Muchos
P450s agrupados en clanes fueron descritos por la especificidad de sus sustratos, divergencia
evolutiva, tejido o localizacién subcelular, etc; por ejemplo, todos los P450s expresados en la
mitocondria pueden ser agrupados dentro de un mismo clan. Este sistema de clasificacion podria
ayudarnos a comprender los roles generales de los P450s, principalmente porque el nimero
actual de P450s se incrementa rapidamente, haciendo cada vez mas dificil su estudio. En el
Cuadro 8, se muestran a los P450s agrupados en clanes, resultando interesante que la familia
CYP3 de mamiferos y CYP6 de insectos se encuentran dentro del mismo clan. Este hallazgo nos
permitiria extrapolar, con reservas, los resultados de los analisis de expresion génica basados en

el modelo de D. melanogaster hacia mamiferos como el humano.



Cuadro 8. P450s agrupados en clanes.

Nombre del clan Familias miembros del clan
CYP2 CYP1, CYP2, CYP17, CYP18, CYP21
CYP3 CYP3, CYP5, CYP6, CYP9, CYP30
CYP4 CYP4, CYP29, CYP31, CYP32, CYP37
CYP7 CYP7,CYP8
Mitocondrial CYP10, CYP11, CYP12, CYP24, CYP27, CYP44
C. elegans CYP14, CYP23, CYP33, CYP34, CYP35, CYP36

Tomado de Plant., 2003



9. Fenobarbital (FB)

El fenobarbital (FB) es un barbiturico lipofilico de origen sintético y corresponde quimicamente
a la clase de los ureidos ciclicos (Figura 9). En medicina se usa como sedante y anticonvulsivo.
Hace mas de 35 afios se reportd por primera vez que el FB incrementa la capacidad metabdlica
de los hepatocitos (Zelko y Negishi, 2000). Induce la proliferacion del REL, la sintesis y la
actividad de enzimas que metabolizan otras drogas disminuyendo su actividad farmacoldgica en
forma manifiesta (Beckman, 1984). La eliminacién de drogas barbituricas es estimulada por
enzimas de hidroxilaciéon asociadas con el REL, lo cual puede ser demostrado inyectando el
sedante FB a una rata. Uno de los efectos méas sorprendentes es el rapido aumento en el nivel de
enzimas desintoxicantes de barbitiricos en el higado, acompafiado por una dramaética
proliferacion del REL (Becker et al., 2000). Hoy dia se sabe que el FB activa numerosos genes
que codifican enzimas metabolizadoras de Xxenobidticos, como los P450s (Fase | del
metabolismo) (Zelko y Negishi, 2000) y transferasas (Fase Il del metabolismo) (Nims et al.,
1997). De hecho, el FB mismo es metabolizado, mediante hidroxilacion por los P450s (Tredger
etal., 2002).

Figura 9. Molécula de fenobarbital (FB)
(Tomado de Grafy Singer, 1992).



9.1. FB como inductor de enzimas metabolizadoras de xenobidéticos: P450s

El FB es un potente inductor de enzimas P450s y REL; después de la induccién con FB hasta %/
0 incluso % del total de los fosfolipidos hepaticos se localizan en el reticulo liso junto con los
P450s ligados a su membrana (DePierre y Ernster, 1980). Por lo tanto, el FB ha sido utilizado en
experimentos para dilucidar las caracteristicas y propiedades (estructura, actividad enzimatica,
etc.) de los P450s. También ha sido eficaz en el estudio del metabolismo y farmacocinética de
diferentes sustancias como: nicotina, lidocaina, colesterol y sus metabolitos, clonazepan y
diazepam (anticonvulsivos de benzodizepina), perfiles de regulacion de la expresién génica
mediante microarreglos (Hamadeh et al., 2002) y con la técnica de "RT-PCR” de acuerdo con
Pan et al., 2000. También, la inhibicion e induccion de actividad enzimética de diversas vias
metabdlicas, activacion de promutdgenos y cancerigenos, ensayos de toxicidad de supuestos
agentes genotoxicos (incluido el FB), analisis de secuencia de genes de P450s, y estudio de
receptores nucleares. Por otro lado, Hallstrom et al. (1982) probaron la efecto del FB en la
expresion de los citocromos P450 en la cepa resistente a insecticida Hikone-R de D.
melanogaster (que tiene una actividad de P450s alta) y en cepas susceptibles, utilizando el
promutageno DMN. Sus resultados muestran que:

a). El efecto de DMN fue mayor en la cepa resistente que en las susceptibles

b). la induccion con FB aumento la toxicidad de DMN en las cepas susceptibles  pero

no en la cepa resistente.
De la misma manera, Graf y Singer (1992) utilizando el ensayo SMART en ala de D.
melanogaster, demostraron que la actividad de ciertos promutagenos se incrementa de dos a
cuatro veces cuando se usa la cruza de bioactivacion elevada (hembras Oregon-flare y machos
mwh) o cuando las larvas son pretratadas por 24 h con FB a 10 y 20 mM. Sin embargo, este
tratamiento experimental con FB en la cruza estandar (hembras flare y machos mwh) arrojo
resultados indecisos sobre la genotoxicidad del FB. De la misma manera, Castaiieda (2002)
valoréd en larvas de 48 h de D. melanogaster el efecto genotoxico del FB, demostrando que éste
no solo es un inductor de la expresion de los genes involucrados en el metabolismo xenobidtico,

sino que también confirmo su efecto genotoxico.



9.2. Induccion de los P450s en lineas de Drosophila melanogaster por FB

La linea Oregon flare fue construida por Frélich y Wirgler en 1989 y presenta los cromosomas 1
y 2 de la linea Oregon R(R) resistente al DDT. EI cromosoma 2 acarrea la mutacion dominante
Rst(2)DDT, localizada en la region 43E,(2-65) y se cree que provoca la expresion constitutiva de
una proteina CYP6G1 que es inductora de los genes Cyp6a8 y Cyp6a9 en el cromosoma 1y
Cyp6a2 en el cromosoma 2 (Duefias 2002). Esta mutacion es reportada en FlyBase como
sinbnimo de Cyp6gl la cual aparentemente se ha reportado no solo en lineas resistentes de

laboratorio sino también en lineas silvestres (Daborn et al., 2002).

La extensa literatura sobre genes P450s en D. melanogaster sugiere que un gran namero de
citocromos de este tipo estan involucrados en conferir resistencia a insecticidas, (ffrench et al.,
2004; Bogwitz et al., 2005); sin embargo, un numero de genes P450s diferentes son capaces de
conferir resistencia en selecciones hechas en laboratorio (Festucci et al., 2005; Pedra et al.,
2004). Recientes estudios con cepas colectas muestran que un solo gen Cyp6g1l esta siempre con
un alto nivel de transcripcion en cepas de D. melanogaster resistentes al DDT (Daborn et al.,
2002). Estudios recientes de microarreglos en diferentes cepas de D. melanogaster, sometidas a
diferentes regimenes de seleccion en laboratorio, demostraron que la sobretrancripcion de una
gran variedad de genes P450s puede ser derivada de aplicaciones repetidas de DDT (LeGoff et
al., 2003). Este gen relacionado con cepas resistentes a DDT no solo confiere esta resistencia,
sino a una amplia gama de agentes como neonicotinoides, reguladores del crecimiento,
insecticidas carbamato y organofosforados entre otros (Daborn et al., 2001; Pyke et al., 2004;
Jenkins et al., 2006). Todas estas cepas acarrean la insercion de un elemento movil Accord
(transposon TE) en el extremo terminal 5° del gen Cyp6gl. Debido a que el mecanismo exacto
por el cual la insercion Accord (TE) regula la transcripcion de Cyp6gl aun no ha sido descrito,
quedando aun varias preguntas sin contestar por ejemplo: ;cuando es normalmente transcrito
Cyp6gl1? ;Cuéles son los patrones de expresién asociados con la resistencia? ;Cémo es que el
TE Accord causa una sobretranscripcion de Cyp6gl? ¢Cual es el rol normal de CYP6GL1 en D.

melanogaster?, entre otras.



Muchas enzimas P450s son conocidas por ser esenciales en la proteccion de organismos en
contra de xenobidticos. En insectos la participacion de enzimas P450s en la resistencia a
insecticidas o toxinas de plantas ya ha sido demostrada (Daborn et al., 2002; Brandt et al., 2002;
Scott y Wen, 2001; Wilson, 2001; Feyereisen, 1999; Berge et al., 1998., Scott et al., 1998), no
obstante altos niveles de resistencia ain no han sido explicados. Hasta la fecha solo tres enzimas
P450s asociadas a resistencia han mostrado ser capaces de metabolizar insecticidas, CYP6AL
(Andersen et al., 1994; Andersen et al., 1997; Sabourault et al., 2001), CYP12A1 (Guzov et al.,
1998) y CYP6A2, esta ultima ha mostrado metabolizar insecticidas ciclodinos y
organofosforados, pero no ha sido claramente demostrado que sea capaz de metabolizar el DDT
(ffrench et al., 2004).

El locus de Cyp6a2 de Drosophila esta localizado en el brazo derecho del cromosoma 2 en la
posicion 43A1-2 Dunkov et al. (1996, 1997) describen que tratamientos con FB llevan a un
rapido aumento en el nivel de MRNA de Cyp6a2 y a una produccion alta de la proteina CYP6A2.
Por otro lado, Maitra et al., 1996 demostraron que la expresion de Cyp6a2 es mas alta en la cepa
resistente a DDT (91-R) que en la susceptible (91-C) de D. melanogaster. Existen diferentes
sustancias que inducen a los genes de la familia CYP6 en D. melanogaster, y solo esta familia
CYP6 (inducida por FB) ha sido ampliamente caracterizada en D. melanogaster (Amichot et al.,
1998; Saner et al., 1996).



10. Sulforafano

El sulforafano [(R)-1-isothiocyanato-4-(methylsulfinyl)butane] (SF) es un isotiocianato (ITC)
derivado del brécoli (Brassica oleracea var. italica), que Zhang y sus colaboradores, de la
Universidad John Hopkins, Baltimore, en Estados Unidos, aislaron en el afio de 1992 y ha
ganado mucha atencién como un agente potencial quimiopreventivo contra el cancer (Zhang et
al., 1992).

El SF, liberado de su precursor el glucorafanin (GRP) por hidrélisis con la mirosinasa
(tioglucésido hidrolasa [EC 3:2:3:1]) (Figura 10), induce la Fase Il del MX involucrado en la
desintoxicacion de muchos cancerigenos y de especies reactivas de oxigeno (ROS), protegiendo
contra el dafio en el DNA (Paolini et al., 2004). Ademas de sus ventajas conocidas, el efecto
anticancerigeno se debe también a que inhibe la Fase | del MX (Talalay y Fahey, 2001;
Conaway et al., 2002; Hecht, 2005).
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Figura 10. La conversién de glucorafanin a sulforafano por hidroélisis mediante la mirosinasa (modificado de
Zhang, 2004)

El SF reduce la incidencia y la propagacion del cancer en ratas (Jackson y Singletary, 2004),
protege a las celulas epiteliales del pigmento retinal en humanos (Gao y Talalay, 2004) y tiene
efecto antioxidante en las células del musculo liso en ratas (Fahey et al., 1997). Jackson y
Singletary (2004), demostraron que induce la Fase Il del MX, la detencién del ciclo celular y la
apoptosis en células de céancer de colon, ademas inhibe tumores mamarios provocados
guimicamente en ratas. Singh et al., (2004) demostraron que el SF induce apoptosis en células
humanas cultivadas de cancer de prostata, reflejando una reduccion de 50% en el volumen del

tumor. También detiene la progresion del ciclo celular y quizé afecta otras funciones celulares,



entre las cuales destaca la de ser un potente inductor de la proteina Nrf2, que es un factor de
transcripcion con dominio de cierre de leucina que regula la activacion de un gen maestro
denominado ARE/EpRE (Jong et al., 2005).

Los efectos protectores de los vegetales cruciferos, pueden estar dados por el genotipo GSTM1.
Estudios epidemioldgicos que asocian el consumo de brocoli con menor riesgo de cancer han
concluido que individuos con uno o dos alelos GSTM1 y al menos uno sin delecion, tienen una
mayor proteccion contra el cancer en comparacion con los individuos que tienen en los dos
alelos la delecion en GSTM1 (Joseph et al., 2004; Spitz et al., 2000; Wang et al., 2004). Es de
notarse que algunos estudios realizados en Asia en donde el consumo de cruciferas es
predominante, han reportado lo contrario, es decir que los individuos con delecién en dos alelos
GSTML1 adquieren mayor proteccion (London et al., 2000; Zhao et al., 2001; Fowke et al.,
2003).

Las glutation transferasas son enzimas diméricas, que catalizan la conjugacion de glutatién
(GSH) con dos xenobioticos, incluyendo ITC’s y compuestos enddgenos, facilitando su

metabolismo y excrecion.

Las GST’s del citosol son derivadas de al menos 17 subunidades, incluidas en 7 clases: alpha
(GSTAL-A5), mu (GSTM1-M5), omega (GSTO1, O2), pi (GSTP1) theta (GSTT1, T2), sigma
(GSTS1) y zeta (GSTZ1). Aproximadamente 50% de la poblacién humana, sin importar la raza,
tiene una delecion en el gen GSTML1 (Joseph et al., 2004; Spitz et al., 2000; Wang et al., 2004).

10.1. Brocoli como la mayor fuente de SF

La molécula de glucosinolato comprende dos partes: una parte glicon que no varia y una cadena
lateral aglicon, derivada de aminoacidos, que puede variar dependiendo del glucosinolato.
Aunque se han descrito alrededor de 120 diferentes estructuras de cadenas laterales,

relativamente pocas pueden encontrase en cruciferas de la dieta (Figura 10.1). Algunos de los



glucosinolatos mas frecuentes son el 3-butenil y el 4-pentenil;
encontradas predominantemente en repollos chinos y brocoli (B. rapa y B. oleracea); 3-
metiltiopropil, 3-metilsulfinilpropil, 2-propenil y 4-metilsulfinilbutil en B. oleracea, como
repollos, coliflor y brécoli. El berro (Rorippa spp) es la mayor fuente de feniletil glucosinolato.

Mientras todos estos glucosinolatos producen ITC’s, las propiedades fisicoquimicas de estos
ITC’s dependen de las caracteristicas de sus cadenas laterales. Ademas de darle propiedades al

sabor. La estructura de la cadena lateral también afecta la proporcion de GSTM1, mediadoras de

la conjugacion con el GSH.
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Figura 10.1 (a) Estructura quimica general de los glucosinolatos e isotiocianatos, donde R
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10.2. Modulacion del Metabolismo Xenobiotico Mediado por Sulforafano SF

Virtualmente todos los alimentos y los cancerigenos ambientales son sujetos al Metabolismo
Xenobiotico, una vez que éstos entran al cuerpo humano. El proceso enzimético ocurre
principalmente a través de la oxidacion, asi como de una reduccion e hidrolisis de menor rango,
lo cual hace que las moléculas quimicas sean mas hidrofilicas. Este evento fisioldgico es
denominado Fase | del MX y es principalmente catalizado por las P450s. Como una
consecuencia los procancerigenos son usualmente transformados en intermediarios altamente
reactivos que pueden unirse a moléculas como el DNA, el RNA vy las proteinas. Actualmente
solo 57 P450s han sido identificados en humanos, basdndose en similitudes en sus secuencias de

DNA y algunas funciones proteicas (Nelson et al., 1993).

La Fase | del MX comienza cuando los ligandos se unen con el hidrocarbono aril (Ah) y
receptores; estos complejos son transportados hacia el nucleo para unirse con los elementos de
respuesta xenobidtica (XRE, del inglés Xenobiotic Responsive Element) ubicados rio arriba de
los genes P450s (Hankinson, 1995).

Las enzimas de la Fase | tipicamente catalizan reacciones de oxidacién y reduccion, que hacen a
los cancerigenos mas solubles en agua, pero al mismo tiempo son capaces de activar compuestos

de especies electrofilicas las cuales pueden dafiar al DNA.

Existen datos que demuestran que el SF puede inhibir la formacion de aductos en el DNA y
carcinogénesis quimica, a través de la alteracion de los niveles de ciertas isoformas de P450s en
roedores (Yang et al., 1994; Zhang y Talalay, 1994). Por ejemplo, el SF disminuye las
actividades enzimaticas en hepatocitos de ratas asociados con los CYP1Al y 2B1/2 (Maheo et
al., 1997). En hepatocitos humanos tratados con SF la expresion del mRNA asi como los niveles
de la actividad de CYP1A2 no fueron afectada, sin embargo para CYP3A4, el citocromo de
mayor abundancia en el higado humano, estos pardmetros se mostraron fuertemente disminuidos

(Maheo et al., 1997). Estas observaciones demuestran que tanto en humanos como en ratas, el SF



puede causar inhibicion enzimatica de algunos, pero no todos los P450s. Ademas de la habilidad
del SF para inhibir las enzimas de la Fase I, se suma la capacidad de inhibir la formacion de
aductos en el DNA. Estudios de antimutagénesis in vitro, demuestran que el SF es un potente
inhibidor de mutagenicidad inducida por las aminas heterociclicas (HCA’s, por sus siglas en
inglés) (Shishu y Kaur, 2003). La exposicion a HCA’s derivadas de carne cocinada han sido
implicadas con la etiologia de ciertos tipos de cancer, incluyendo cancer de colon, prostata y
seno. El total de la ingestion por individuo de 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol (PhIP), una de las
aminas méas abundantes, puede ser mayor a 10 mg por dia (Spitz, 2000; Wang et al, 2004).
Tratamientos con SF (1-10 uM) reducen significativamente los niveles de aductos PhIP-DNA en
células HepG2 de humanos (Bacon et al., 2003). EI SF también incrementa el nivel de
desintoxicacion de PhIP en células HepG2 de humanos. Esta proteccion no fue atribuida a la
modulacion de los niveles del CYP1A2 porque el SF no reduce los niveles de este citocromo, se
sugiere que fue debido a la induccidn de enzimas de desintoxicacion de la Fase Il y la inhibicion
de la Fase I, sin embargo la correlacion entre estos dos mecanismos no siempre se ha demostrado

claramente (Figura 10.2).
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Figura 10.2. Modelo en el que el SF modula los mecanismos quimioprotectores de las células alterando la
expresion de enzimas metabolizadoras de la Fase 1 y Il del MX. El SF suprime algunas enzimas de la Fase |
y activa enzimas de la Fase Il a través del factor de transcripcién Nrf2, el cual es responsable de multiples
procesos de desintoxicacion relacionados con la respuesta celular antioxidante (modificado de Juge et al., IS

2007) ] | n
facilmente excretados por el cuerpo, previniendo posibles reacciones con el DNA. Aungue las
enzimas de la Fase Il han sido tradicionalmente conocidas en su funcién de catalizar la
conjugacion de ligandos enddgenos, GSH vy é&cido glucoronico con substratos endo vy
xenobioéticos, esta clasificacion es ampliada para incluir proteinas que catalizan una gran
variedad de reacciones que confieren citoproteccion en contra de la toxicidad de electréfilos y
especies reactivas de oxigeno (ROS)

El SF ha recibido mucha atencion desde la pasada década cuando fue descubierto por ser el
mayor inductor natural de las enzimas de la Fase Il del MX en animales y humanos (Talalay.,

2000; Zhang et al., 1992; Prochaska et al 1992). In vitro el SF es un potente inductor de la



quinona reductasa (NAD[P]H: quinona oxidoreductasa NQO1), la glutation S-tranferasa (GST) y
la UDP-glucoronosiltransferasa, por mencionar algunas (Figura 10.2).

La modulacion de la expresion de los genes involucrados en la Fase 11 y la actividad enzimética
mediada por el SF ha sido determinada en lineas celulares de diferente origen. EI més utilizado
ha sido en células HepG2 de hepatoma de higado en humanos y Hepalclc7 en ratas, ya que el
carcinoma hepatocelular es el tipo mas comin de cancer de higado y la cuarta en causas de
muerte a nivel mundial. Por ejemplo, el SFy el GSH conjugados incrementan significativamente
los niveles de mMRNA de UGT1A1 y GSTAL en células HepG2 y HT29 (Basten et al., 2002).
Cuando fueron expuestas células Hepalclc7 a diferentes concentraciones de SF por 24 h, la
induccién de NQOL se triplico sobre el control con una concentracion de SF 25 uM (Matusheski,
y Jeffery, 2001). Se han reportado respuestas dependientes e independientes del tiempo debidas
al SF, pero los niveles de induccién y/o tipo de enzima de la Fase Il del MX varian con las
lineas celulares, como lo menciona un estudio en el cual comparan el efecto del SF 25 uM sobre
la actividad enzimatica de GST, NQOL, aldo-cetoreductasa (AKR) y glutation reductasa (GR),
en 7 lineas celulares de mamiferos bien establecidas: HepG2, MCF7, MDA-MB-231, LNCaP,
HelLay HT-29 (Jiang et al., 2003). Dosis no tdxicas de SF causaron un incremento entre 11y 17
veces en los niveles de la proteina NQO1 (Bonnesen, 2001).

El efecto del SF sobre la modulacion de las enzimas de la Fase Il del MX, también ha sido
extensamente estudiado en cancer de prostata, donde el SF muestra una induccion significativa
en la expresion de las enzimas de la Fase 11 del MX y un aumento en la actividad de células de
préstata en humanos: LNCaP, MDAPCa2a, MDAPCa2b, PC-3 y TSU-Pr1 tratadas con SF 0.1-
15 uM (Brooks et al., 2001; Jiang et al., 2003).

El SF es activo no s6lo en células cancerigenas, sino también en sus homologas normales y en
lineas celulares no transformadas. Por ejemplo, niveles altos de la proteina NQO1 fueron
detectados en la linea celular RL34 de epitelio de rata, cuya respuesta fenotipica al SF refleja lo
observado en higado de roedores (McMahon et al., 2003). El SF también induce la expresion de
las isoformas de GSTA1/2 y NQOL1 en hepatocitos de ratas (Maheo et al., 1997), los mRNA de
las enzimas UDPG1ALl y los GSTA1 en hepatocitos humanos (Bacon et al., 2003). Como otros
ITC’s ha demostrado ser inductor de la actividad enzimética de la Fase Il del MX en células de
mamifero in vitro y por otro lado se ha encontrado la misma respuesta en la induccion de estas

enzimas en tratamientos in vivo. En ratas y ratones se administré por 4-5 dias altas



concentraciones de SF (arriba de 1000 pmol/kg por dia) incrementando la actividad de las
enzimas de la Fase Il del MX, estos resultados fueron registrados en higado, pulmon, glandulas
mamarias, pancreas, estdbmago, intestino delgado y colon (Posner et al., 1994; Gerhauser, 1997;
Matusheski y Jeffery, 2001; Keck et al., 2002). Estos resultados son evidencia de que una dieta
que contenga determinadas dosis de SF puede modular el sistema enzimatico del MX,
modificando el balance del metabolismo de los carcinogénicos hacia la destoxificacion, y este

cambio puede ser un importante mecanismo de la actividad quimioprotectora del SF.

10.3. La via Keap-1-Nrf2

La induccidn de las enzimas de la Fase 1l por moléculas como el SF, involucra a elementos de
respuesta a antioxidantes de activacion cis como lo es [ARE 5’-(G/A)TGA(G/C)nnnGC(G/A)-
3’] una region especifica de union al promotor, la cual se encuentra flanqueando la region 5° de
los genes de la Fase 11 del MX y de genes involucrados en mecanismos antioxidantes (Rushmore,
1991). La transcripcion de los genes ARE es regulada por 1o menos en parte por el factor nuclear
(Nrf2, del inglés Erythroid-derived 2)-like 2), el cual bajo condiciones normales es secuestrado
en el citoplasma por la proteina Keapl (del inglés, Kelch-like ECH-associated protein 1); en
células expuestas a inductores tales como estrés oxidativo y ciertos agentes quimioprotectores, se

favorece la disociacion del complejo Keaply Nrf2 permitiendo que Nrf2 entre al nicleo, se una a



AREs y favorezca la transcripcion de los genes antioxidantes y desintoxicantes de la Fase 11 del
MX (Figura 10.2) (Jeong et al., 2006). ElI SF es un inductor potente de la acumulacion en el
nucleo del factor Nrf2. Ademaés, el SF puede reaccionar con proteinas tiol para formar aductos
tionoacil, modificar la relacion Nrf2-Keap y la degradacion de Nrf2 (Jakubikova et al., 2006).

Asi, el SF interviene en numerosos procesos celulares que se muestran en el Cuadro 10.3.

Cuadro 10.3. Vias o procesos celulares en los cuales el SF puede intervenir (Juge et al., 2007).

Eliminacion de ROS
Induccién de apoptosis
Regulacion del ciclo celular
Modificacion de histonas

Modulacién de la inflamacion

o o~ w b PF

Inhibicidn de la angiogénesis y la metastasis




11. Objetivos

Como ya se menciond, el efecto del FB, no es sélo el de ser inductor de la expresion de los genes
involucrados en el metabolismo xenobiético, sino que también se ha confirmado su efecto
genotoxico tanto en insectos como en mamiferos. Por otro lado, se han realizado estudios tanto a
nivel genotipico como fenotipico donde demuestran el efecto protector del SF, sin embargo los
mecanismos por el cual el SF interviene en procesos celulares de proteccion no han sido
descritos en su totalidad. Dado estas circunstancias queremos incorporar evidencias moleculares
que demuestren que el SF modula el Metabolismo Xenobi6tico y la forma en que lo hace es
inhibiendo algunas isoformas de P450s entre ellas a Cyp6a2 y Cyp6gl para esto se planted

como.

Objetivo general: Disefiar y estandarizar una metodologia que nos permita determinar el nivel de
induccion o inhibicion de los genes Cyp6a2 y Cyp6gl mediante la administracion de SF (8.9
mM) y FB (12 mM) éste Gltimo como testigo inductor de P450s en larvas de dos cruzas Estandar

(E) y Bioactivacion Elevada (BE) de D. melanogaster, diferentes en la expresion de P450s.

Objetivos particulares: Sintetizar cDNA, amplificarlo mediante RT-PCR a fin de comparar los
niveles de transcripcion con un gen control de expresion constitutiva (actina), mediante PCR

semicuantitativo de los genes Cyp6a2, Cyp6gl de D. melanogaster.



12. Hipotesis

e En larvas de la cruza BE los niveles de transcripcion para los genes Cyp6a2 y Cyp6gl, se
mantendran constantes independientemente del tratamiento (SF o FB) o la edad (72 -
96h).

e Al tratar larvas de la cruza E con FB, éste inducira la transcripcion de los genes de

Cyp6a2 y de Cyp6g1l.

e Por otro lado, en larvas de la cruza E tratadas con los testigos solventes los niveles de

transcripcion de Cyp6a2 y de Cyp6gl se mantendran basales.



13. Materiales y Métodos

13.1. Bioensayos

i. Mantenimiento de las lineas.
Las lineas utilizadas para los bioensayos fueron flare (flr¥/TM3, Bd®), Oregon-flare (ORR (1);
ORR (2); flryTM3, Bd®) y multiple wing hairs (mwh/ mwh). Para el mantenimiento de las
mismas se trasvasaron cada 10 dias en frascos de vidrio de 250 mL. con 5 g de hojuela de papa y
20 mL de solucién conservadora (Duefias et al., 2001). Asimismo, en este periodo se revisaron

marcadores, para cada una de las lineas, con el propdsito de mantener las lineas.

ii. Tratamientos en las cruzas
Se aislaron hembras virgenes para realizar las cruzas E y BE en frascos de vidrio de 250 mL.
(Duefias et al., 2001) por 72 h. La cruza E se efectué con hembras virgenes flare y machos mwh/
mwh. La cruza BE se efectué con hembras virgenes Oregon-flare y machos mwh/mwh. La
colecta de huevos se realizd en frascos de 250 mL estériles a los que se les agregd levadura
fresca de uso comercial previamente activada con sacarosa y agua corriente. En este medio se
colocaron los organismos de las cruzas, durante 8 h a 25°C y 60% de humedad relativa (HR) y
en completa oscuridad. Se sacaron los adultos de los frascos y estos Gltimos se mantuvieron a

25°C y 60% de HR, hasta completar 72 + 4 h después de la colecta de huevos.

Una porcion del total de larvas de 72 + 4 h sin tratar (S/T), de ambas cruzas, se congeld
inmediatamente con hielo seco como grupo testigo y se guardd a -70 °C; se coloco en partes
iguales y por triplicado, en tubos de ensayo con 0.5 g de medio instantaneo para D. melanogaster
(DIM, Carolina Supply Co) pulverizado e hidratado en 2 mL de los diferentes tratamientos: (1) 2
mL de agua desionizada (testigo H,0); (2) 2 mL de una solucion de FB (12 mM) (CAS-No. 50-
06-6) disuelto en agua desionizada (testigo inductor de P450s) (3) 2 mL. de una solucién que
contenia 5.5 pul de DMSO (CAS-No. 67-85-5), Tween 80 (CAS-No. 9005-65-6) 5% vy etanol
(CAS-No 64-17-5) al 5% (1:1) que fue la mezcla disolvente [DMSO/Tw80-OH] y (4) 2 mL de



una solucion de SF (8.9 mM), (CAS-N0.142825-10-3, 99% de pureza) disuelto en la mezcla
[DMSO/Tw80-0OH] (1:1).Se mantuvieron durante 24 h a 25°C y 60% de HR como se muestra
en la figura 13.1. hasta cumplir 96 + 4 h de vida; transcurrido este lapso se congelaron
inmediatamente con hielo seco y se guardaron a -70°C. Se realizaron tres réplicas por

tratamiento, las cuales se mezclaron para estandarizar el efecto de la variacion individual.

Oregon-flare mwh/mwh flare (fIBTM3, Bd*)
(ORR (1); ORR (2); fI*ITM3, Bd¢)

CruzaBE CruzaE

1_'_l

Larvas de 72 £ 4h mmmp Congelacioninmediata

-———y

Sulforafano (SF) 8.9uM Fenobarbital (FB) 12mM Testigo Tw80-OH-DMSO Agua destilada esteril

—

Larvas de 96 £ 4h

v

Congelacioninmediata

Figura 13.1 Disefio experimental para el tratamiento en cruzas



13.2. Disefio de oligonucledtidos

Se buscaron las secuencias para los genes Cyp6a2, Cyp6gl y actina para D. melanogaster en el
sitio NCBI*, asi como las secuencias homélogas para cada uno de los genes mediante el
programa BLAST presente en el sitio NCBI; posteriormente las secuencias con alto grado de
identidad se recuperaron en formato FASTA, con las cuales se realizé un alineamiento multiple,
mediante el programa CLUSTAL W? con el propésito de encontrar zonas conservadas y

utilizarlas para realizar el disefio de oligonucledtidos para cada una de las secuencias.

13.3. Ensayos moleculares

13.3.1. Prueba de oligonucleotidos

Con el proposito de estandarizar la técnica se procesaron larvas de tercer estadio de D.
melanogaster Canton® sin tratamiento alguno. Se les extrajo el RNA total mediante la técnica de
Logemann et al., (1987), se sintetiz6 el cDNA mediante RT-PCR (con oligos universales dT
GAGA 3’ y SMART 5°) y reverso transcriptasa Super Script Il (Invitrogen CAT N0.18064-014).
Posteriormente el cDNA se amplificé mediante PCR usando los oligos especificos previamente
diseflados para cada uno de los tres genes. La amplificacién se hizo bajo las siguientes
condiciones de PCR: a) actina: 95°C 5 min., 95°C 40 seg., 58°C 50 seg., 72°C 1.5 min. 72°C 5
min. b) Cyp6gl: 95°C 5 min., 95°C 40 seg., 50°C 50 seg., 72°C 1.5 min. 72°C 5 min. c¢) Cyp6a2:
95°C 5 min., 95°C 40 seg., 50°C 50 seg., 72°C 1.5 min. 72°C 5 min. Los ciclos de amplificado
parta los tres genes fué de 30. Los fragmentos amplificadas fueron purificados y ligados en el
plasmido pDrive (QUIAGEN CAT No. 1016790) y con éste se transformaron celulas de E. coli
competentes. Posteriormente se realizo la extraccién de los plasmidos (mediante miniprep) y se

realizd la secuenciacion con BigDye terminator version 3.1 sequencing kit Part. No. 4336917 y

L www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=gene —

2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html



http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

en el equipo 3100 genetic analyzer de Applied Biosystems en un soporte de polimero DT3100
pop6 con 50cm de longitud®, para asegurar que las secuencias clonadas correspondieran a los

genes Cyp6a2, Cyp6g1l y actina.

13.3.2. Determinacion de niveles de transcripcion en cruzas

Se extrajo el RNA total, mediante el Quit TRIzol (Invitrogen, CAT No. 15596-018), se sintetiz0
y se amplificé el cDNA total mediante RT-PCR con oligos especificos disefiados para cada uno
de los genes de interés. Los cDNA resultantes se amplificaron mediante PCR semicuantitativo
con el objeto de determinar los niveles de transcripcion de los genes Cyp6a2, Cyp6gl
comparandolos con un gen de expresion constitutiva en este caso fué actina. Este procedimiento
se realizo para cada uno de los genes de interés en cada una de las muestras de larvas de las dos

cruzas con los diferentes tratamientos.

¥ M. en C. Alejandro Monzalvo Reyes, Biologia Molecular, UBIPRO. FES-I.



14. Resultados

En este tabajo se planted disefiar una metodologia que nos permitiera mostrar las relaciones que
tienen los agentes xenobioticos con la expresion del material genético, en este caso se trabajo con
un compuesto natural presente en vegetales de consumo humano al que se le atribuyen efectos de
quimioproteccion en contra del cancer, se plantea que la manera en que este compuesto proteje
es actuando a nivel de la regulacion génica, inhibiendo la transcripcion de algunas enzimas y
favoreciendo la transcripcion de otras. La metodologia disefiada para este fin arojo6 los siguientes

resultados:

En la Figura 14 se muestra el resultado del alineamiento multiple mediante el programa
CLUSTAL W para el gen Cyp6a2, se muestra la manera en que se utilizan las zonas con alto
nivel de identidad dentro de las secuencias utilizadas para el alineamiento, una vez localizadas
estas zonas se procede arealizar el disefio de los oligonucledtidos tanto Forward (5° 6 F) como
Reverse (3’ 6 R) sobre estas zonas. Asi mismo se puede observar la secuencia completa de
nuestro fragmento que consta de 690pb. De esta manera se realizd el disefio de los
oligonucle6tidos para el resto de los genes de interés, en cuadro 14 se presenta el disefio de los
oligonucle6tidos para cada uno de los genes con su respectiva temperatura media de fusion (Tm)

y tamafio de fragmento.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

AAB36782  ——mmmmm—mm———— - TACGCAAAATGTTTGTTCTAATATACCTGTTGATCGCGATCTCC 44
Uu78088 0 —ommmmmm—m—————— TACGCAAAATGTTTGTTCTAATATACCTGTTGATCGCGATCTCC 44
M88009 GCGAAACGGGAGCAGCTACGCAAAATGTTTGTTCTAATATACCTGTTGATCGCGATCTCC 180
551248 GCGAAACGGGAGCAGCTACGCAAAATGTTTGTTCTAATATACCTGTTGATCGCGATCTCC 76
NM 078904 -CGARAAAGGGAGCAGCTACGCAAAATGTTTGTTCTAATATACCTGTTGATCGCGATCTCC 59
BT015971 GCGAAAAGGGAGCAGCTACGCAAAATGTTTGTTCTAATATACCTGTTGATCGCGATCTCC 95
AY397730 0 o mmmmmmmm— o ATGTTTGTTCTAATATACCTGTTGATCGCGATCTCC 36
AY489265 GCGAATCGGGAGGAGCTACGCAAAATGTTTGTTCTAATATACCTGCTAATCGCGATCTCC 71
KFAKAKAKAA KA AKX AKX A AKX AKX A A AKX * KA XA A XA AKX KKk K
F >
AAB36782 TCGCTTTTGGCCTACTTGTACCACCGCAACTTCAACTACTGGAATCGCCGCGGCGTGCCA 104
U78088 TCGCTTTTGGCCTACTTGTACCACCGCAACTTCAACTACTGGAATCGCCGCGGCGTGCCA 104
M88009 TCGCTTTTGGCCTACTTGTACCACCGCAACTTCAACTACTGGAATCGCCGCGGGCTACCA 240
551248 TCGCTTTTGGCCTACTTGTACCACCGCAACTTCAACTACTGGAATCGCCGCGGGCTACCA 136
NM 078904 TCGCTTTTGGCCTACTTGTACCACCGCAACTTCAACTACTGGAATCGCCGCGGCGTGCCA 119
BT015971 TCGCTTTTGGCCTACTTGTACCACCGCAACTTCAACTACTGGAATCGCCGCGGCGTGCCA 155
AY397730 TCGCTTTTGGCCTACTTGTACCACCGCAACTTCAACTACTGGAATCGCCGCGGCGTGCCA 96
AY489265 TCGCTTTTGGCCTACTTGTACCACCGCAACTTCAACTACTGGAATCGCCGCGGAGTGCCC 131
Khkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhhhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhk b hkrhk kA hhkhkk * kK
AAB36782 CACGATGCTCCTCACCCACTGTATGGCAACATGGTCGGGTTCCGGAAGAACCGGGTGATG 164
U78088 CACGATGCTCCTCACCCACTGTATGGCAACATGGTCGGGTTCCGGAAGAACCGGGTGATG 164

M88009 CACGATGCTCCTCACCCACTGTATGGCAACATGGTCGGGTTCCGGAAGAACCGGGTGATG 300
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CACGATGCTCCTCACCCACTGTATGGCAACATGGTCGGGTTCCGGAAGAACCGGGTGATG
CACGATGCTCCTCACCCACTGTATGGCAACATGGTCGGGTTCCGGAAGAACCGGGTGATG
CACGATGCTCCTCACCCACTGTATGGCAACATGGTCGGGTTCCGGAAGAACCGGGTGATG
CACGATGCTCCTCACCCACTGTATGGCAACATGGTCGGGTTCCGGAAGAACCGGGTGATG
CACGATGCTCCGCACCCACTGTATGGCAACATGGTCGGGTTCCGGAAGTACCGGGTGATG

R R R R R Ik R I b b b b b E I I I I R I I b b E b I h h b b b IE b b b h b b S b b b b b b b b i i

CACGACTTCTTCTACGACTACTACAACAAGTACCGGAAGAGCGGCTTTCCCTTCGTGGGC
CACGACTTCTTCTACGACTACTACAACAAGTACCGGAAGAGCGGCTTTCCCTTCGTGGGC
CACGACTTCTTCTACGACTACTACAACAAGTACCGGAAGAGCGGCTTTCCCTTCGTGGGC
CACGACTTCTTCTACGACTACTACAACAAGTACCGGAAGAGCGGCTTTCCCTTCGTGGGC
CACGACTTCTTCTACGACTACTACAACAAGTACCGGAAGAGCGGCTTTCCCTTCGTGGGC
CACGACTTCTTCTACGACTACTACAACAAGTACCGGAAGAGCGGCTTTCCCTTCGTGGGC
CACGACTTCTTCTACGACTACTACAACAAGTACCGGAAGAGCGGCTTTCCCTTCGTGGGC
CACGACTTCTTCTACGACTACTACAACAAGTACCGGAAGAGCGGCTACCCCTTCGTGGGC

KA KKK A KA KA A A KA A KA A A A KA A A A A A A A A A A A A A A KA A A A A A A AR AR KA K RR R Rk ik ik ki i

TTTTACTTTCTGCACAAGCCGGCCGCCTTCATCGTGGACACCCAGCTGGCCAAGAACATC
TTTTACTTTCTGCACAAGCCGGCCGCCTTCATCGTGGACACCCAGCTGGCCAAGAACATC
TTTTACTTTCTGCACAAGCCGGCCGCCTTCATCGTGGACACCCAGCTGGCCAAGAACATC
TTTTACTTTCTGCACAAGCCGGCCGCCTTCATCGTGGACACCCAGCTGGCCAAGAACATC
TTTTACTTTCTGCACAAGCCGGCCGCCTTCATCGTGGACACCCAGCTGGCCAAGAACATC
TTTTACTTTCTGCACAAGCCGGCCGCCTTCATCGTGGACACCCAGCTGGCCAAGAACATC
TTTTACTTTCTGCACAAGCCGGCCGCCTTCATCGTGGACACCCAGCTGGCCAAGAACATC
TTTTACTTCCTGCACAAGCCGGCGGCCCTCATCGTGGACACTCAGCTGGCCAAGAACATC

ER R R R R I S R I S S R R kB R R R i

CTGATCAAGGATTTCTCGAACTTTGCCGATCGTGGCCAGTTTCACAACGGGCGCGACGAC
CTGATCAAGGATTTCTCGAACTTTGCCGATCGTGGCCAGTTTCACAACGGGCGCGACGAC
CTGATCAAGGATTTCTCGAACTTTGCCGATCGTGGCCAGTTTCACAACGGGCGCGACGAC
CTGATCAAGGATTTCTCGAACTTTGCCGATCGTGGCCAGTTTCACAACGGGCGCGACGAC
CTGATCAAGGATTTCTCGAACTTTGCCGATCGTGGCCAGTTTCACAACGGGCGCGACGAC
CTGATCAAGGATTTCTCGAACTTTGCCGATCGTGGCCAGTTTCACAACGGGCGCGACGAC
CTGATCAAGGATTTCTCGAATTTTGCCGATCGTGGCCAGTTTCACAACGGGCGCGACGAC
CTGATCAAGGACTTCTCCAACTTCGCCGATCGCGGCCAGTTCCACAACGGCCGAGACGAT

KAXKXKXKXKXKAKAKAAKX AAKXAKX KKk K Kk AAXAAXAAAKX AAAAAAA*, *AAAkkAAhAk*x **% K,k k%%

CCGCTCACGCAGCACCTGTTCAACCTGGACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGG
CCGCTCACGCAGCACCTGTTCAACCTGGACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGG
CCGCTCACGCAGCACCTGTTCAACCTGGACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGG
CCGCTCACGCAGCACCTGTTCAACCTGGACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGG
CCGCTCACGCAGCACCTGTTCAACCTGGACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGG
CCGCTCACGCAGCACCTGTTCAACCTGGACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGG
CCGCTCACGCAGCACCTGTTCAACCTGGACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGG
CCGCTCACGCAGCACCTGTTCAACCTGGACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGCGC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk 2 I S

CTGACGCCGACTTTCACCTCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTG
CTGACGCCGACTTTCACCTCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTG
CTGACGCCGACTTTCACCTCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTG
CTGACGCCGACTTTCACCTCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTG
CTGACGCCGACTTTCACCTCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTG
CTGACGCCGACTTTCACCTCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTG
CTGACGCCGACTTTCACCTCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTG
CTGACGCCCACGTTCACCTCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTG

R

TCTGAGGAGTTCGTCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTG
TCTGAGGAGTTCGTCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTG
TCCGAGGAGTTCGTCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTG
TCCGAGGAGTTCGTCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTG
TCTGAGGAGTTCGTCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTG
TCTGAGGAGTTCGTCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTG
TCCGAGGAGTTCGTCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTG
TCCGAGGAGTTCGTCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCACCCAGAACGGAGCTGTG

KK AAKAKAKAA KA KA KA A KA A KA A KA A A A A KA A A A KA A KA A A KA KA A AKAKAAKAAAKXN AXAXAXAXAAAKAKAKX XA XK kK

CTCGAGATCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTGATTGGCACCTGTCGCTTC
CTCGAGATCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTGATTGGCACCTGTCGCTTC
CTCGAGATCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTGATTGGCACCTGTCGCTTC
CTCGAGATCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTGATTGGCACCTGTCGCTTC
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NM 078904 CTCGAGATCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTGATTGGCACCTGTGCCTTC 599

BT015971 CTCGAGATCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTGATTGGCACCTGTGCCTTC 635
AY397730 CTCGAGATCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTGATTGGCACCTGTCGCTTC 576
AY489265 CTCGAGATCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTGATTGGCACCTGTGCCTTC 611
ER R R R I I R I b b b b b h I E A E I E I R E I E E b I b b h b b b b b b b b i * Kk Kk Kk
AAB36782 GGCATTGAGTGTAACACGCTGCGCACCCCTGTCAGTGATTTCCGCACCATGGGACAGAAG 644
U78088 GGCATTGAGTGTAACACGCTGCGCACCCCTGTCAGTGATTTCCGCACCATGGGACAGAAG 644
M88009 GGCATTGAGTGTAACACGCTGCGCACCCCTGTCAGTGATTTCCGCACCATGGGACAGAAG 780
551248 GGCATTGAGTGTAACACGCTGCGCACCCCTGTCAGTGATTTCCGCACCATGGGACAGAAG 676
NM 078904 GGCATTGAGTGTAACACGCTGCGCACCCCTGTCAGTGATTTCCGCACCATGGGACAGAAG 659
BT015971 GGCATTGAGTGTAACACGCTGCGCACCCCTGTCAGTGATTTCCGCACCATGGGACAGAAG 695
AY397730 GGCATTGAGTGTAACACGCTGCGCACCCCTGTCAGTGATTTCCGCACCATGGGACAGAAG 636
AY489265 GGCATTGAGTGCAACACGCTGCGCACCCCTGTCAGTGATTTCCGCACCATGGGACAGAAG 671
KAKXKAKAKAKAKAKAAKX A A KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR XA XA KK KK
AAB36782 GTGTTCACCGATATGCGCCACGGGAAACTGCTGACCATGTTCGTGTTCAGCTTTCCCAAG 704
U78088 GTGTTCACCGATATGCGCCACGGGAAACTGCTGACCATGTTCGTGTTCAGCTTTCCCAAG 704
M88009 GTGTTCACCGATATGCGCCACGGGAAACTGCTGACCATGTTCGTGTTCAGCTTTCCCAAG 840
551248 GTGTTCACCGATATGCGCCACGGGAAACTGCTGACCATGTTCGTGTTCAGCTTTCCCAAG 736
NM 078904 GTGTTCACCGATATGCGCCACGGGAAACTGCTGACCATGTTCGTGTTCAGCTTTCCCAAG 719
BT015971 GTGTTCACCGATATGCGCCACGGGAAACTGCTGACCATGTTCGTGTTCAGCTTTCCCAAG 755
AY397730 GTGTTCACCGATATGCGCCACGGGAAACTGCTGACCATGTTCGTGTTCAGCTTTCCCAAG 696
AY489265 GTGTTCACCGAGATGCGCCACGGGAAACTGCTGACCATGTTCATGTTCAGCTTTCCCAAG 731
KAXKXKXKXKXKXKAKAAKX AAXKXKAKXKAKAAAAAAKAKAKAAAAAAAAAAAAAAAKN A A AAAAAA AN A A AN KKK
< R
AAB36782 CTGGCCAGCAGGTTGAGAATGCGCATGATGCCCGAGGACGTCCACCAGTTCTTCATGCGC 764
U78088 CTGGCCAGCAGGTTGAGAATGCGCATGATGCCCGAGGACGTCCACCAGTTCTTCATGCGC 764
M88009 CTGGCCAGCAGGTTGAGAATGCGCATGATGCCCGAGGACGTCCACCAGTTCTTCATGCGC 900
551248 CTGGCCAGCAGGTTGAGAATGCGCATGATGCCCGAGGACGTCCACCAGTTCTTCATGCGC 796
NM 078904 CTGGCCAGCAGGTTGAGAATGCGCATGATGCCCGAGGACGTCCACCAGTTCTTCATGCGC 779
BT015971 CTGGCCAGCAGGTTGAGAATGCGCATGATGCCCGAGGACGTCCACCAGTTCTTCATGCGC 815
AY397730 CTGGCCAGCAGGTTGAGAATGCGCATGATGCCCGAGGACGTCCACCAGTTCTTCATGCGC 756
AY489265 CTGGCCCGCAGGCTGAGAATGCGCATGATGCCCGAGGACGTCCACCAGTTCTTCATGCGC 791

KAXKKKAKX AAXKXKAKX A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A AR AR AR AR KK KK

Figura.14. Alineamiento multiple (CLUSTAL W) de algunas secuencias reportadas en
bancos de informacion genética del gen Cyp6a2.de D.melanogaster, se muestran las
secuencias utilizadas para el disefio de los oligonucleotidos.

Cebador Secuencia Tm °C  Fragmento
Cyp6a2 F ATGTTTGTTCTAATATACCTGTTGATC

50 690 pb
Cyp6a2 R CATGAAGAACTGGTGGACGTCCTC
Cyp6gl F CAAGATGTTCACCTTCACCGTAG

50 724 pb

Cyp6gl R CCAGATCCGAAGGGTTGATATGCCATG



Cuadro, 14, Disefio de oligonucleétidos yTm exgerimental
Actina F AGGTCATCACCATTGGTCAAT 58 420 ob
p

Actina R TAGAAGCACTTGCGGTGCACAATGGAG

Un elemento muy importante en la RT-PCR es el RNA debido a que a partir de éste se sintetiza
el cDNA que servird de molde para las amplificaciones, si este no es de buena calidad los
resultados en la amplificacion mediante PCR pueden ser malinterpretados o erréneos, por tal
motivo se procurd que la integridad del RNA fuera la mejor posible, como evidencia de esto se
muestra la fotografia de RNA total de larvas de tercer estadio de la linea Canton® (silvestre) de
D. melanogaster Figura 14.2, asimismo, se muestran las amplificaciones de cada uno de los
fragmentos para genes de interés a partir de DNA gendémico (Figura 14.3. a, b, c), alli se puede
observar que el tamafio de los amplicones corresponde a los esperados, sin embargo, con el
tamafo de los fragmentos no podemos asegurar que los amplicones resultantes corresponden a
los esperados, es por esta razon que se procedio a insertar nuestros fragmentos obtenidos a un

vector de clonacion con el propdsito de secuenciar nuestros fragmentos




Figura

BamHI
5¢

pal
s
b
)
2.

—.28s.

I
——>5s, ﬁ ﬁ

.14.2 RNA total de D. melanogaster
Canton®. Gel desnaturalizante de agarosa 1%

Figura 14.3. Separacion electroforética de los
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En la (Figura 14.4.). Se puede observar la direccion de los insertos de los genes actina Cyp6a2 y
Cyp6gl dentro del vector de clonacion pDrive. Al comparar el resultado de la secuenciacion de
cada uno de nuestros fragmentos con las secuencias reportadas en bancos de informacion
genética podemos confirmar si estas corresponden o no a lo esperado. Con los resultados
obtenidos de este analisis se elabord un cuadro comparativo (Cuadro 14.1.) donde se muestra que

la identidad de nuestras secuencias con las reportadas es de méas del 85% correspondiendo a méas
del 95% del total de la secuencia.
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Figura 14.4.Direccién de los insertos de los fragmentos de genes problema y control en el plasmido pDrive

L Valor
Acceso Descripcion QC Im

XR_0338873.1 RNATAETSO}T*?LZ?:SSS‘”NQ 9305 0.0  98%

(LOC666979)

Secuencia completa del 0,
AC154824.2 cromosoma 13 de Mus 93% 0.0 98%

musculus

NM_001097810 RNAm de la proteina 0
- LOC100037088 de 93% 00  98%
1 Xenopus laevis

RNAmM de actina, cDNA 0
BC021796.1 clona MGC:228612 93% 00  98%

IMAGE:4218945 de Mus
musculus



Cuadro 14.1. Comparacion de las secuencias obtenidas con
las depositadas en los bancos de informacion.

LIUSUPIIIA HISIANUYASLGH

(®.m)

BT015971.1 Inserto completo 98% 0.0 99%
RHO9818, cDNA de D. m

RNAm del Citocromo 0
NM_078904.1 P450-6a2 CGY438-R 98% 0.0 99%

(Cyp6a2) de D.m

Secuencia completa de la 0
AC008340.5  (lona BACRO7J20, region  98% 0.0 99%

42D-42E, cromosoma 2R
deD.m

AY081960.1 RNAm de la proteina 859 0.0 95%
CYP6GldeD. m

AY060770.1 cDNA (GH23342)D.m  85% 0.0  95%

NM_136899.2 RNAm (Cyp6gl)deD.m  ggop 0.0  95%
Cyp6gl CG8453-RA

BT023908.1 Inserto de cONAdeD.m  ggoy 0.0 95%
GH17321

Donde, QC es el porcentaje de similitud de la secuencia obtenida con las
reportadas, el valor E nos indica la posibilidad de que la semejanza de las
secuencias comparadas se deba al azar y Im nos indica el porcentaje de
parecido con respecto al tamafio del fraamento.



Los resultados obtenidos en la primera etapa de la metodologia fueron favorables, esto permitid
continuar con la segunda etapa que implicé el analisis de el efecto del Sulforafano sobre la
regulacion genica de las enzimas que intervienen en el metabolismo xenobidtico en organismos
que diferian en la expresion de P450s los resultados obtenidos de este andlisis se muestran en el
cuadro 14.2 donde se puede apreciar los niveles de transcripcion de Cyp6a2 y Cyp6gl
comparados contra los de un gen de expresion costitutiva, se muestra como el Sulforafano y
Fenobarbital afecta la transcripcion de Cyp6a2 y Cyp6gl en organismos en donde la expresion
de P450s es inducible.

Cuadro 14.2. Comparacion de transcritos de los genes Cyp6gl y Cyp6a2 contra el testigo actina. Se demuestra la presencia e
intensidad de las bandas para cada tratamiento y cruza (ver Métodos).

larvasde 72 £ 4 h Tratamiento 24 h con:
Testigo S/T Testigo H,O Fenobarbital DMSO/Tw80-OH Sulforafano
Cruza BE 72 E72 BE 96 E 96 BE BE E

E

actina

RNA’s




15. Discusién

En la primera parte del trabajo, que implico la estandarizacion de las técnicas moleculares asi
como el disefio de oligonucledtidos en la cepa Canton®, se amplifico exitosamente el gen actina
(testigo de expresion constitutiva) a partir del cDNA, confirmando la presencia de su RNAm.
Los genes Cyp6a2 y Cyp6gl no se pudieron amplificar a partir de ese cDNA, (fotografias de
geles no mostrados). Esto se puede explicar por tres razones, i) a que son genes regulados
(inducibles) y carecian de un inductor en el medio de cultivo. ii) que los genes fueran inactivos,
presentando D. melanogaster Canton® esta condicién como lo menciona (Brun et al., 1996) y a
que el protocolo se estandarizo con esta cepa. iii) a que el disefio de los oligonucleédtidos fuera
incorrecto. Para descartar esta Gltima posibilidad se procedio a utilizar el DNA genoémico, a
partir del cual si se amplificaron los tres genes, lo que se pudo constatar por el tamafio del
fragmento amplificado (Figura 14.3 a, b, ) y por los resultados obtenidos de la secuenciacion de
los fragmentos clonados en el vector de clonacion pDrive, realizando la comparacion de estas
secuencias obtenidas con las reportadas en los bancos de genes NCBI* obteniendo una identidad
de méas de 95% (Cuadro 14.1). Todo lo anterior indico que el disefio de los oligonucle6tidos y la

estandarizacion del protocolo fueron correctos.
15.1 Cyp6gl
De acuerdo a los resultados mostrados en el Cuadro 14.2, asumimos que:

i) Si la condicién normal del gen es la observada en Canton® (silvestre) ausencia de
transcritos (datos no mostrados), pareciera ser que Cyp6gl es un gen constitutivo para
ambas cruzas ya que no importd que lineas fueron utilizadas, el tratamiento, ni la
edad de las larvas, siempre se encontrd un aumento en la transcripcion de este gen.
Sin embargo, en la cruza E los niveles de transcripcion aunque se encuentran
elevados los niveles de trancripcion no sonmayores que los del gen de espresion
constitutiva actina. Este aumento en la transcripcion de Cyp6gl podria explicarse por

la presencia de un elemento mévil Accord (retrotransposon) ubicado 291 pb rio arriba

L NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene -



del sitio de inicio de la transcripcién, el cual se ha asociado a la sobreexpresion de
este gen (Chung et al., 2006; Daborn et al., 2002).

ii) Si lo observado en la cruza E representa los niveles basales de expresion de este gen,
entonces en la linea la expresion del gen Cyp6gl estaria reprimido como lo propone
Brun y su grupo en 1996. Por lo tanto, la presencia del retrotransposon seria exclusiva
de BE y esto explicaria la condicion constitutiva e inducible de las cruzas utilizadas.
Para poder discernir entre estas dos posibilidades se tendrian que amplificar los
transcritos de otra linea de D. melanogaster que se considere silvestre para la
expresion de los P450s por ejemplo mwh, en las mismas condiciones de amplificado
utilizadas en la cruza E o tratar de amplificar el elemento Accord en larvas con las

mismas caracteristicas y en las mismas condiciones para comprobar su presencia.

Por otro lado el tratamiento con SF no parece inhibir la expresion de este citocromo, si
consideramos que Juge et al., 2007 menciona que el sulforafano puede inhibir la transcripcion de
algunas isoformas de P450s pero no de todas, si este fuera el caso esta isoforma no se ve afectada
por la administracion de sulforafano por otro lado Chung et al., 2006; Daborn et al., 2002
mencionan la presencia de un elemento mavil que le confiere la caracteristica de ser constitutivo
a este gen, por lo tanto la expresion de este gen no se vera afectada ante el tratamiento

suministrado.

15.2 Cyp6a2

Como se observa en el cuadro 14.2, la expresion de Cyp6a2 es constitutiva para la cruza BE no
asi para la cruza E. en las larvas de 72 £ 4h sin tratamiento alguno (testigo S/T) se observa la
expresion del gen en ambas cruzas al igual que Cyp6gl, lo cual puede ser explicado si
consideramos que a esta edad el nivel de expresién de P450s es alto y disminuye conforme
aumenta la edad de las larvas (Graf, 1995) y a que estan relacionados con el metabolismo de
hormonas de crecimiento y otras moléculas importantes para el desarrollo larvario (Feyereisen,

1999). Por otro lado en las larvas de la cruza E de 96 £ 4 h (testigo H,O) disminuye la



transcripcion del gen ya que no se encontraron transcritos bajo estas condiciones de amplificado.
Se confirma la induccion de este gen por el FB, coincidiendo con los trabajos de Dunkov et al.,
1996, 1997, quien describe un aumento en los niveles de MRNA de Cyp6a2 en D. melanogaster.
Inesperadamente el testigo DMSO/Tw80-OH (1:1) indujo la expresion de este gen, aunque no de
igual manera que el FB. Esto podria ser explicado si consideramos los reportes que proponen que
DMSO altera muchas funciones celulares y en consecuencia podria presentarse una induccion de
isoformas de P450s debido a los metabolitos resultantes de estas alteraciones (Nuno et al., 2003).
Con respecto al SF en la cruza E no se observan transcritos lo cual es interesante porque SF fue
disuelto en DMSO/Tw80-OH (1:1) y aunque este ultimo induce la expresion de P450s la mezcla
SF + DMSO/Tw80-OH (1:1) no lo hizo, lo que indica que el SF inhibe la expresion de este gen.
Este pertenece a la misma tribu que el CYP3 de mamiferos, el cual se ha reportado que es
inhibido por esta molécula en hepatocitos humanos; ademas el CYP3A4 que es P450 de mayor
abundancia en el higado humano muestra una fuerte disminucion con el SF (Maheo et al.,
1997).

Por otro lado Duefias (2002) menciona una relacién entre Cyp6a2 y Cyp6gl, este dltimo
funcionando como un inductor de Cyp6a2 En los resultados obtenidos de este trabajo se muestra

que estos dos genes son totalmente independientes.



16. Conclusiones

1. El disefio de los oligonuclettidos fue correcto ya que la comparacion de las secuencias
obtenidas contra las reportadas en GeneBank fue de méas de 95%. Esto permitié evaluar
los niveles de transcripcion de los genes Cyp6gl y Cyp6a2, comparados con el gen
actina (expresion constitutiva), bajo las diferentes condiciones experimentales en larvas

de tercer estadio de las cruzas E y BE de la prueba SMART en ala de D. melanogaster.
2. Lacruza BE present6 expresion constitutiva de ambos genes.
3. EnlacruzaE, la expresion del gen Cyp6a2 fue modulada por los diferentes tratamientos.
4. Se comprobd el efecto inductor de los genes Cyp6gl y Cyp6a2 en D. melanogaster.

5. La mezcla DMSO/Tw80-OH(1:1) indujo la expresion de Cyp6a2; con base en las
referencias se asume que esta induccion fue generada por el DMSO.

6. Se presentan evidencias de que el SF modula la Fase | del MX, no inhibi6 la expresién de
Cyp6g1l pero afecta a Cyp6a2. Para probar esa hipotesis es necesario determinar su papel

en la induccidn de algunos genes que participan en la Fase Il.
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