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RESUMEN

Existen diversos suplementos alimenticios elaborados a base de plantas o
sustancias de origen natural que se caracterizan por tener cualidades
terapéuticas o preventivas para la salud, pero que se utilizan sin prenscripcion
meédica. La seguridad de un remedio herbolario o un suplemento alimenticio
depende en gran parte de su uso adecuado y este uso lo determina con

frecuencia el propio consumidor.

En el presente trabajo se evalud la toxicidad y genotoxicidad de BIOMETRIX®
A-OX® (BX), Antioxidante (Schering-Plough, S.A de C.V.) asi como también la
actividad protectora ante el dafio inducido por el promutageno de referencia
N-nitrosodimetilamina (NDMA) en Drosophila melanogaster. Se evalud la
induccion de mutacion y recombinacion somatica en las células que dan origen
a las alas, permitiendo detectar si a lo largo del desarrollo larvario ocurre
alguna alteracion que cambie la informacion genética de las células y derive en
la formacién de tricomas mutantes en las células de las alas de las moscas. Se
emplearon larvas de 72 £ 4 hrs con marcadores fenotipicos para evaluar la
induccion de mutacion y recombinacion somatica y larvas de tipo silvestre
(como testigo) que se expusieron por alimentacion a un tratamiento agudo (6
hrs.) de sacarosa 6 NDMA y posteriormente, a un tratamiento subcrénico (42
hrs.) de diferentes concentraciones realizadas por diluciones sucesivas de BX
A-OX [0.625 %-80 %]. Se obtuvieron los indices de sobrevivencia (IS) y la
proporcion de sexos de los organismos recobrados (PSx), y posteriormente se
obtuvo la frecuencia de mutacion y recombinacion somaticas para lo cual, las
alas de las moscas se montaron en laminillas para cuantificar la presencia de
manchas mutantes de los tratamientos Sacarosa + BX (para determinar la
genotoxicidad de BX) 6 de NDMA + BX (para determinar la actividad
protectora). El BX fue téxico en concentraciones altas (40 y 80 %) y genotdxico
para las concentraciones 5% y 40%. En el tratamiento NDMA + BX se acentué
el efecto toéxico del BX y la frecuencia de manchas inducidas por la NDMA
también se incrementé con BX en concentraciones bajas generando un efecto

potenciador; en contraste, en las concentraciones altas se obtuvo menor



frecuencia de manchas. La distribucién del tamafio de mancha obtenido en las
series experimentales, asi como la distribucion del nimero de manchas por
mosca indica que la reduccion de la frecuencia de mutacién no se debe a un
efecto protector sino a un efecto citotéxico. El tratamiento con BX afectd
significativamente la sobrevivencia de los organismos, ademas incremento la
frecuencia de mutacion somatica de la NDMA en bajas concentraciones y no
disminuy6 la frecuencia de dafio genotoxico de la NDMA. BX resulto ser

genotoxico en el sistema in vivo de Drosophila melanogaster.



1. INTRODUCCION
1.1 Toxicologia

La toxicologia es el estudio de los efectos que ejercen las sustancias sobre los
organismos (Klaassen y Watkins, 2005). Ademas de determinar las
propiedades tOxicas de estas sustancias y establecer sus mecanismos de
accion, trata de identificar las condiciones de uso en la que los organismos

tienen el menor riesgo de ser dafiados (Mufioz, 2007).

Un agente toxico es cualquier sustancia capaz de provocar una respuesta
nociva en un sistema biolégico, mientras que un xenobidtico es un compuesto
externo a un organismo que interacciona con él, y ocasiona generalmente

alteraciones metabdlicas (Klaassen y Watkins, 2005).

Para que una sustancia provoque efectos toxicos en un sistema biologico es
necesario que dicha sustancia o sus metabolitos (Biotransformacion) alcancen
el lugar apropiado y permanezcan en él durante un tiempo suficiente en una
concentracion biolégicamente significativa para producir una manifestacion
toxica (Klaassen y Watkins, 2005). El que haya una respuesta tdxica va a
depender de las caracteristicas fisicas y quimicas de la sustancia, del lugar de
la exposicién, de la biotransformacion del agente por parte del sistema y de la
sensibilidad del propio organismo expuesto; asi, muchos agentes pueden
inducir diversos efectos en los érganos y organismos (Timbrell, 2002). Las
principales vias por las que los organismos se exponen a los agentes son: por
ingestion, inhalacion y contacto, aunque también la administracion de
sustancias por vias artificiales como la inyeccidén (intramuscular, intravenosa,

subcutanea e intraperitoneal) es relevante (Klaassen y Watkins, 2005).

La biotransformacién es la conversion metabdlica de las sustancias quimicas y
xenobibticas a compuestos mas hidrosolubles. Esta es realizada mediante dos
fases durante las cuales intervienen varias familias de enzimas localizadas

principalmente en el reticulo endoplasmatico y en el citosol (Espinoza, 2007).



Segun Silbergeld, (2001) las reacciones de fase | suelen consistir en la
oxidacion del compuesto lo que lo hace mas hidrosoluble. Estas reacciones

exponen o introducen un grupo funcional (-OH, -NH>,-SH, 0 -COOH).

En la fase Il se incluyen reacciones de conjugacion en las que el compuesto
oxidado (sustancia original o metabolito de la Fase I) se conjuga con una
molécula enddgena. Esta reaccion incrementa aun mas su hidrosolubilidad
facilitando asi su excrecion del organismo y reduciendo la magnitud del dafio a

las células del tejido blanco.

Estos procesos reducen la cantidad de sustancia disponible en el organismo,
asi como el tiempo de permanencia del xenobidtico y, por lo tanto, la magnitud
del dafio probable a las células del tejido blanco, aunque también pueden

generar metabolitos con actividad genotoxica.

1.1.1 Toxicologia Genética

La toxicologia genética estudia los efectos que ejercen los agentes quimicos,
fisicos y bioldgicos, sobre el ADN y en los procesos genéticos de las células y
organismos vivos. De manera general, tiene como objetivo la implementacion
de pruebas y métodos de evaluaciéon para definir el impacto de agentes
genotoéxicos encontrados en el ambiente y cuya presencia puede implicar dafio

a la integridad del genoma de los organismos (Klaassen y Watkins, 2005).

Un agente genotoxico es aquel que altera la integridad del material hereditario.
Los genotdxicos pueden inducir lesiones al ADN que van desde roturas
sencillas o dobles del ADN, entrecruzamientos (entre las bases, entre bases y
proteinas) hasta la adicibn de compuestos quimicos a las bases del ADN
(Fig.1). Estas alteraciones intervienen con la division y organizacion celular vy,
dependiendo del linaje celular afectado, pueden inducir eventos de
mutagénesis, teratogénesis o carcinogénesis (Winder, 1993; Mufioz, 2007).
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Figura 1. Tipos de dafio al ADN (Modificado de Rouse, 2008).

Hay procesos que permiten a la célula contrarrestar gran cantidad de dafio al
ADN. Si el dafio al material genético es considerable o la reparacion de éste no
resulta eficiente, la célula puede ser eliminada por mecanismos como la
apoptosis. En ocasiones, la reparacion de las lesiones no es libre de error pero
mantiene la viabilidad celular y si es el caso, la capacidad de proliferacion de la
célula reparada (Winder, 1993).

Entre los mecanismos de reparacion del dafio al ADN se encuentran:

Reparacion por escision de bases — elimina la (s) base(s) dafiada (s).

* Reparacion por escision de nucleodtidos — elimina los oligonucleoétidos

danados.

* Reparacion de roturas bicatenarias — por medio de recombinacion

homologa y la unién de extremos no homologos.

* Recombinaciéon homologa — produce dos moléculas de DNA (con o sin

entrecruzamiento).



* Reparacion por 6-O— metilguanina-ADN- metiltrasferasa — Protege a las
células contra los efectos toxicos de alquilantes eliminando
especificamente grupos metilo de la guanina (Klaassen y Watkins,
2005).

1.2 Radicales libres y antioxidantes
1.2.1 Radicales libres

Los radicales libres (RL) cumplen una funcion importante en varios procesos
homeostéaticos, actian como intermediarios en reacciones de oxidacion-
reduccion (redox) esenciales para la vida. Las concentraciones bajas de RL
son benéficas e incluso indispensables para los organismos, sin embargo, en
cantidades excesivas éstos son toxicos, ya que al oxidar moléculas bioldgicas
las alteran y desencadenan trastornos en el metabolismo celular. Un RL
representa cualquier especie quimica de existencia independiente que posee
uno o mas electrones desapareados (un numero impar) girando en sus
orbitales atébmicos externos (Halliwell, 1997). Esta configuracion,
electroquimicamente inestable, le confiere la propiedad de ser una especie
quimica altamente reactiva y de corta vida (Chihuailaf et al., 2002).

Un RL puede originarse por distintos mecanismos, pero el mas frecuente
ocurre mediante la adicion de un electron a una molécula estable. Una vez
formados, los RL interactian con otras moléculas a través de reacciones redox
hasta alcanzar una configuracion electrénica estable (Sanchez y Mendoza,
2003).

Los RL se han clasificado de acuerdo con el grupo funcional presente en la
molécula. El tipo mas frecuente de encontrar es el RL del oxigeno, en cuya
estructura esta presente el oxigeno como centro funcional. Con menor
frecuencia se producen los radicales sulfidrilo, que se caracterizan por contener
azufre como grupo reactivo. Se han descrito otros radicales que contienen

carbono, fésforo o nitrgeno como centro reactivo (Chihuailaf et al., 2002).



Debido a la relevancia del oxigeno en los procesos aerdbicos, los RL con
oxigeno reactivo son los mas comunes. La mayoria de ellos proceden de las
reacciones metabdlicas normales y se pueden incrementar por efecto de
factores exdgenos. Este grupo esta constituido por el anion superoxido (O), el
radical hidroxilo (OH") y los RL derivados de compuestos organicos: peroxilo
(ROO") alcoxilo y oxigeno exitado. También se incluyen los compuestos
reactivos tales como el peroxido de hidrégeno (H20O,). Esto ultimo ha llevado a
preferir la denominacion general de Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) con
el fin de incorporar a aquellas especies quimicas que se comportan como
oxidantes (H,O,, acido hipocloroso (HCLO), hidroperéxidos y metabolitos
epoxido) y que no son RL (Chihuailaf et al., 2002).

Una vez formados, los RL interacttan con otras moléculas a través de
reacciones redox. En estas reacciones ocurren transferencia de electrones
entre las especies quimicas participantes. Una de ellas cede electrones libres
(proceso denominado oxidacion) y otra, necesariamente, los recibe (proceso
denominado reduccion). Cuando un RL reacciona con una molécula no radical
puede ceder o aceptar electrones, o simplemente puede unirse a ella. En
cualquiera de estos casos la molécula no radical se convierte en un RL y se
desata una reaccion en cadena: un RL genera a otro RL. Sélo cuando se
encuentran dos RL la reaccién en cadena se detiene (Sanchez y Mendoza,
2003).

La mayoria de las moléculas biologicas pueden ser oxidadas por la accion de

los RL, estas moléculas biologicas son: lipidos, proteinas y ADN (Figura 2).

Los organismos aerdbicos poseen un sistema antioxidante protector que limita
la accion nociva de los RL. Este sistema protector se compone de enzimas y
nutrimentos esenciales cuya funcion es evitar la formacion de RL, capturar
aguellos que se han formado y remover o reparar las biomoléculas dafiadas
(Chihuailaf et al., 2002).

En los organismos la generacion de RL y la defensa antioxidante (AO) se

encuentran en equilibrio; al romperse este equilibrio se crea una situacién



llamada estrés oxidativo, que puede producir dafio celular, desencadenar
trastornos fisiolégicos y favorecer la ocurrencia de procesos patoldgicos
(Sanchez y Mendoza, 2003).

Radicales libres (RL)

Lipidos Proteinas DNA
Yitamina E Qxidacian tiol .
- Alteracian
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Inhabilidad
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v | | —

Activacionidesactivacian de sistermas enzimaticos con
alteracian celular

Figura 2. Mecanismos involucrados en el dafio celular ocasionados por los RL
(Modificado de Chihuailaf et al., 2002).

1.2.2 Antioxidantes

Durante los procesos metabolicos, los RL y las ERO se producen
constantemente en forma inevitable, sin embargo, las células modulan su
presencia mediante los antioxidantes (AO), que son moléculas que interfieren
con la formacion descontrolada de RL o inhiben sus reacciones con moléculas

bioldgicas (Sanchez y Mendoza, 2003).
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Muchos de los AO son enzimas o0 nutrimentos esenciales, que incorporan
sustancias indispensables en la estructura de sus moléculas, entendiendo a
estas Ultimas como compuestos que deben ser ingeridos porque el organismo
es incapaz de sintetizarlos. Los antioxidantes se pueden agrupar de acuerdo
con su funcién en primarios secundarios y terciarios (Figura 3) (Chihuailaf et al.,
2002).

Las enzimas y proteinas antioxidantes son el primer nivel de proteccion ya que
previenen la formacion de RL evitando asi el dafio oxidativo (Sanchez y
Mendoza, 2003). Hay tres mecanismos por los cuales se lleva a cabo su

accion:

» Descomponiendo enzimaticamente los hidroperoxidos formados y el
H.O, generado por medio de enzimas como la catalasa (CAT), Glutation
Peroxidada (GPx).

* Quelando iones metalicos por proteinas como la transferrina, ferritina,

celuloplasmina, albimina y metalotioneinas.

* Removiendo o depurando enzimaticamente a las ERO que han sido
formadas con enzimas como la Superéxido Dismutasa (SOD)

Cuando el nivel de AO primarios ha sido rebasado, el organismo tiene un
segundo nivel de proteccidon que son los antioxidantes secundarios. El papel de
los AO secundarios es “atrapar” a los RL que se han formado, impidiendo asi la
iniciacién de una cadena oxidativa o interrumpiendo su propagaciéon (Sanchez,

2003). Los AO secundarios se dividen en dos grupos:

» Hidrofilicos: vitamina C, acido urico, bilirrubina y albumina.

» Lipofilicos: vitamina E, melatonina, estrogenos, vitamina A 'y

carotenoides.
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Si los otros dos sistemas de AO no son eficientes y las biomoléculas son
oxidadas, las células inducen la expresion de una serie de enzimas que
conforman los sistemas de reparacion, estos son los AO terciarios, estos
sistemas incluyen enzimas encargadas de restaurar directamente las
biomoléculas a su conformacién nativa, también incluyen enzimas catabdlicas
gue pueden especificamente degradar las moléculas no funcionales. Dentro del
sistema se encuentran enzimas reparadoras de lipidos (Fosfolipasas, Glutation
transferasa, Acetil transferasa y GPx), proteinas (Proteasas, Proteinasas y
Peptidasas) y de ADN (Endo y Exonucleasas, Glicosilasas y ligasas) (Sanchez
y Mendoza, 2003).

Sistemas Antioxidantes
Primarios Tearciarios
A ) Secundarios
Previene formacién N ; Reparan
e fackcien bbrea Capturan radicales iibres Bomctiolss

Enzimas
reparadoras

SOD: supertuido dismutasa, GPx: gutation peroxidasa; CAT: catatesa; Alb: alb(mina; Bifir, bilimubina

Figura 3. Clasificacion de los sistemas antioxidantes (Sanchez y Mendoza, 2003).
1.2.3 BIOMETRIX® A-OX®, Antioxidante.

BIOMETRIX® A-OX® (BX) Antioxidante (Schering-Plough, S.A de C.V.), (Fig. 4)
es un suplemento alimenticio auxiliar contra los efectos del deterioro y
envejecimiento celular causado por los radicales libres, ya que en este
producto se combinan las principales vitaminas y minerales antioxidantes.

Los suplementos alimenticios son productos a base de hierbas, extractos
vegetales, alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados de frutas
adicionados o no, de vitaminas o minerales , que se pueden presentar en forma

farmacéutica y cuya finalidad de uso sea incrementar la ingesta dietética total ,

12



complementarla o suplir alguno de sus componentes (capitulo Il de la ley
general de salud , 2009).

Este suplemento esta indicado para el tratamiento de las manifestaciones que
acompafan a los procesos de disminucion de la capacidad fisica, como
debilidad, cansancio, falta de atencion, falta de energia, entre otros. Mejora el

desemperio en condiciones de estrés ayudando a mantener el equilibrio.

Cada cépsula contiene:
® Acetato D,L alfatocoferol (vitamina E) (200 mg) “
® Acido ascorbico (vitamina C) (200 mg)
® |evadura de selenio (0.5 mg de selenio)
® Extracto estandarizado de Ginkgo biloba

(al 24% de glucdsidos)
® Extracto estandarizado de Panax ginseng

(al 5.3% de ginsendosidos)

Figura 4.BIOMETRIX ® A-OX®, Antioxidante.

Vitamina E: Debido a que es una molécula lipofilica, actia en las membranas
celulares y en las particulas de lipoproteinas; inhibe especialmente a la
lipoperoxidacién al remover radicales peroxilo lipidicos (LOO") formando
hidroperoxidos lipidicos y un radical a-tocoferilo el cual es menos reactivo con
los acidos grasos polinsaturados vecinos rompiendo asi su propagacion.

También atrapa O, (Sanchez y Mendoza, 2003).

Vitamina C: Se encuentra bajo la forma de ascorbato, distribuido intra y
extracelularmente. Reacciona en forma directa con los RL O, OH y varios
hidroperoxidos lipidicos. A pesar de su manifiesta propiedad AO, el ascorbato
puede desempefarse como un potente pro-oxidante en presencia de excesivas

concentraciones de iones Fe+® y Cu+? (Chihuailaf et al., 2002).

Selenio: es un potente antioxidante, contribuye a proteger a las células del

dafio provocado por los peréxidos; de hecho, la enzima GPx que interviene en
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la destruccion de perdxidos, requiere Selenio para su activacién (Sanchez y
Mendoza, 2003).

Ginkgo biloba: tiene diversos compuestos farmacoldgicos, principalmente los
flavonoides protegen de la isquemia y ejerce efectos antioxidantes, captando

radicales libres y previniendo la peroxidacion lipidica (Feng et al., 2009).

Panax ginseng: La accion antioxidante del ginseng se debe a los ginsendésidos
los cuales reducen la autooxidacion, previenen la formacion de radicales libres,
aumentan la accion de enzimas celulares y la eliminan directamente los
radicales libres (Kitts y Hu, 2009).

1.3 Drosophila melanogaster como modelo biolégico

Uno de los modelos bioldgicos utilizado en la toxicologia genética es
Drosophila melanogaster o mosca del vinagre, la cual ha sido utilizada en

estudios de genética y mutagénesis durante mas de 100 afios.

Dada su relevancia, en el afio 2000 fue completada la secuencia del genoma
de Drosophila. melanogaster (Adams et al., 2000). Este hecho, junto con la
multitud de técnicas y herramientas moleculares para su analisis, ha permitido
consolidar a Drosophila como un sistema experimental in vivo de suma

importancia.

Drosophila melanogaster también permite la deteccion de la mayoria de los
eventos genéticos inducidos como por ejemplo, la sustitucion de pares de
bases, no disyuncidn, mutaciones puntuales, inversiones o translocaciones
cromosomicas, recombinacion y otros efectos, tanto en células somaticas como
en germinales, esto gracias a diferentes metodologias (Graf et al., 1984; Vogel
y Zijlstra, 1987; Zainullin et al., 1992; Ramos et al., 2000).

Drosophila posee actividad metabdlica (activacion — desintoxicacion) con la que

es capaz de transformar gran variedad de xenobidticos (Baars et al., 1980;
Kilbey et al., 1981). También posee enzimas dependientes de citocromos P450
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cuya actividad se ha probado que es similar a la encontrada en la fraccion S9
del higado de mamiferos (Vogel, 1975; Hallstrom et al., 1981 a, b; 1982; Clark,
1982); por lo que muestra alta eficiencia en la deteccion de metabolitos de vida
corta ya que no requiere de la adicion de un sistema metabdlico exdgeno
(Zijlstra y Vogel, 1988 a, b). Por todo lo anterior Drosophila melanogaster es
considerada una valiosa especie no-mamifero para pruebas in vivo de

sustancias con actividad genotoxica (Zimmering et al., 1987).

Entre las principales ventajas de este organismo modelo se encuentran un ciclo
de vida corto (10 dias aproximadamente a 25 C) (Figura 5), descendencia
abundante, ademas de que el medio de cultivo y mantenimiento es de bajo
costo; en el estadio larvario la presencia de cromosomas gigantes en las

glandulas salivales y un nimero cromosémico bajo (2n = 8).

Adulto
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Figura 5. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Modificado de Flymove,2008.)

Drosophila melanogaster pertenece a los insectos holometabolos, con
metamorfosis completa y estadios de desarrollo bien definidos ademas una
caracteristica muy importante es su claro dimorfismo sexual en organismos

adultos.
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Las larvas presentan dos tipos celulares: larvario e imagal (adulto), el primero
esta implicado exclusivamente con su desarrollo larvario y su funcionamiento
mientras que el imagal esta formado por paquetes de células que se conocen
como discos imagales, los cuales durante el desarrollo larvario, eventualmente
se diferencian en estructuras particulares del cuerpo del adulto, antenas ojos,
alas, patas, halterios genitales externos y otros (Figura 6). Las células
precursoras que forman estos discos son alrededor de 10 a 40 al final del
desarrollo embrionario. Estas se amplifican numéricamente por mitosis en
momentos especificos durante el desarrollo larvario; en los discos imagales de
las alas, la ultima ronda de division ocurre a las 24 h después de la formacién
del pupario (Bate y Martinez-Arias, 1991; Cohen, 1993, Amoros, 2006).

dizcoz imagales

& W -.'“

partes

b antena! o1, patas haltere alas genitales

Figura 6. Ubicacion de los discos imagales de Drosophila melanogaster (Modificado de
Klug, 2006).
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1.4 Prueba de Mutacién Somatica y de Recombinacion Mitotica (Somatic
Mutation and Recombination Test, SMART)

La metodologia SMART (por sus siglas en ingles) fue desarrollada por Graf et
al. en 1984. Detecta la actividad mutagénica y recombinogénica de compuestos
asi como de mezclas complejas en células somaticas de Drosophila
melanogaster (Graf et al., 1984; Dorantes, 2000; Ramos et al., 2000). Se basa
en el empleo de células de los discos imagales que posteriormente daran
origen a las alas de la mosca. Estas células estan determinadas genéticamente
y al diferenciarse, cada una dara origen a un tricoma, que crece gradualmente;
finalmente la célula muere y sélo se observa el tricoma en la superficie de las
alas (Demerec, 1965; Garcia—Bellido y Merriam, 1971; Garcia-Bellido y
Dapena, 1974).

Debido a que las células que daran origen a las alas estan determinadas
genéticamente se puede detectar si a lo largo del desarrollo larvario ocurre
alguna alteracion que cambie la informacion genética, el cambio sera
transmitido a las células hijas dando origen a una mancha distinguible formada
por células ¢ tricomas mutantes en un contexto de células silvestres (Graf et
al., 1984).

Esta metodologia se basa en la pérdida de heterocigosis de los genes
marcados en las células de los discos imagales de las alas de larvas de
Drosophila melanogaster. Los eventos genéticos que detecta la prueba SMART
son: mutacion puntual, recombinacion, pérdida de ADN y no disyuncion (Fig. 7).
Estos eventos pueden conducir a la pérdida del alelo dominante (silvestre), es
decir a la pérdida de heterocigosis, o que permite la expresion de uno o ambos

genes recesivos (Graf et al., 1984).

Se utilizan marcadores morfologicos de los pelos de las alas del adulto, de
manera que su expresion permita distinguir manchas mutantes en el contexto
silvestre de las alas de las moscas. Los marcadores genéticos son flr® (flare) y

mwh (multiple wing hair).
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Figura 7. Eventos genéticos inducidos en la prueba SMART (Modificado de Graf et al.
1984).

Los eventos de mutacién, delecién y recombinacién entre mwh vy flr*, conducen
a manchas en las que se observara la expresion de uno de los marcadores
mutantes y por lo tanto se le considera una mancha simple. A partir de un
evento de recombinacion entre el centrémero y el marcador flr* (por ser mas
préximo al centrémero), se formaré una mancha gemela con los fenotipos flr® y
mwh. El nimero de manchas mutantes aparecen en las moscas adultas
indicando la frecuencia de los eventos genéticos y el tamafio de mancha indica

el tiempo de accién del compuesto durante la embriogénesis (Ramel, 1991).

Con la prueba SMART se han evaluado a mas de 400 compuestos y puede
ser usada para detectar genotéxicos en la forma de contaminantes aéreos y

mezclas complejas, entre otros (Vogel y Szakmary ,1990; Ramos 1994).

1.5 (N-Nitrosodimetilamina) NDMA

La NDMA se utilizé como un promutageno de referencia para inducir dafio en el
ADN, es un liquido aceitoso amarillo, el cual es formado en la industria y en los
procesos naturales, también se forma de nitratos y nitritos en la dieta humana y
en varios alimentos, asi como en el humo de cigarro, cosméticos y en bebidas

alcohdlicas (Andreas y David 2003; Environmental Protection Agency , 2006).

La N-nitrosodimetilamina es considerada altamente promutagénica vy

carcinogeénica, es un agente alquilante que metila a los oxigenos de la citosina
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y la guanina del ADN. La NDMA es biol6gicamente inerte pero los metabolitos
generados durante su biotransformacién son asociados a su genotoxicidad
(Williams ,1989) (Figura 8).

La NDMA sufre una desmetilacion oxidativa que la trasforma a
hidroxidimetilamina inestable, esta molécula origina un ion alquidiazonium y un

ion metildiazohidroxido que es la molécula reactiva (Williams ,1989).

(CHa)oN-N=0 j
l NDMA

CH4 MO~ + CHzM=CH-
HDCHI\lJ N=0 nitrito N-metilformaldimina
SN - M=
a-hidroximetil nitrosamina ¢
CHaNHN=O ¢ CHO CRL - DHsNH;
monometilnitrosamina formaldehido formaldehido metilamina
¥
CHaMN=MOH

metildiazohidroxido

v

CHaN*=N
ion metildiazonio

“ + ¥ {macromolécula)

CHg-x + Mo
macromolécula metilada

Figura 8. Ruta metabdlica de N-NDMA (Modificado de Environmental Protection

Agency, 2006).

La otra ruta identificada del metabolismo de la NDMA es la de denitrosacion. La
NDMA es primeramente metabolizada en una imina intermedia inestable y en
oxido nitrico (NO-), el ion imina se descompone en formaldehido y metilamina,
cuando el 6xido nitrico se combina con el oxigeno forma el nitrato (NOy)
(DRAFT, 2006).
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2. JUSTIFICACION

En afios recientes se ha incrementado el uso de remedios herbolarios y
suplementos alimenticios sin prescripcion médica, particularmente si estos son
de origen natural. Esto en gran parte se debe a que la poblacion va asumiendo
responsabilidad de cuidar su salud, pero también se debe al gran impacto que

ejercen los medios de comunicacion.

La seguridad de un suplemento alimenticio de venta sin prescripcion médica,
depende en gran parte de su uso adecuado y este uso lamentablemente lo
determina con frecuencia el propio consumidor, por lo que cabe un margen de
error, ya que lo que funciona para unas personas puede no funcionar para
otras aunado a la necesidad de evaluar si los consumidores realmente

necesiten esos suplementos.

Otro problema es que generalmente, las etiquetas de los productos de venta
sin prescripcion médica no facilitan la lista completa de las posibles reacciones
adversas que pueda ocasionar su consumo, ademas de que existen muchos
productos de venta sin receta que pueden interactuar adversamente con una
amplia gama de medicamentos, o el que no se considere que se requieren
dosis diferentes para una poblacién determinada, es decir las personas de
edad avanzada son mas vulnerables que los jovenes a los efectos adversos y a

las interacciones de medicamentos.

Si bien en algunos paises se desarrollan suplementos, en México productos

como Biometrix dominan el mercado.

Por todo lo anterior se considera importante evaluar la actividad protectora del
vitaminico BIOMETRIX® A-OX®, Antioxidante. Schering-Plough, S.A de C.V. ,

como auxiliar contra los efectos del deterioro y envejecimiento celular.
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3. HIPOTESIS

Si el antioxidante BIOMETRIX ® A-OX®, es atrapador de radicales libres que
dafian a la célula, entonces este producto disminuira el dafio genotoxico
producido por la N-nitrosodimetilamina en Drosophila melanogaster.

4. OBJETIVO

Evaluar si BIOMETRIX ® A-OX®, se puede emplear como un complemento que
ayuda a evitar que radicales libres dafien a la célula y por lo tanto también al
DNA.

4.1 Objetivos particulares

1. Determinar la toxicidad y el potencial genotéxico de BIOMETRIX ® A-OX®,

en el sistema in vivo de Drosophila melanogaster.

2. Evaluar la actividad protectora de BIOMETRIX ® A-OX®, ante el dafio

genotoxico inducido por NDMA.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Reactivos 0 sustancias

Se utilizé el compuesto NDMA (N-Nitrosodimetilamina) (Sigma-Aldrich®) como
un promutageno de referencia (CAS, 62-75-9), asi como el vitaminico
BIOMETRIX ® A-0X®, Antioxidante (Schering-Plough, S.A de C.V.) y sacarosa al
5%.

5.2 Sistema de cruzas

Para la evaluacion de la induccion de mutacion y recombinacion somatica se
utilizaron dos cepas mutantes (cruza estandar) de Drosophila melanogaster las
cuales son, flr¥/ TM3, Bd*>®"y mwh, e / mwh, e (protocolo modificado de Graf
et al ,1984).

El marcador flr* estd ubicado en el cromosoma 3 a una distancia del
centromero de 38.8 unidades de mapa (um) y se caracteriza porque los
tricomas son transformados en pequefos crecimientos irregulares en forma de
flama o de una mancha quitinosa sobre la superficie del ala. (Garcia Bellido y
Dapena, 1974). Este gen es autosomico recesivo y letal en condicion
homocigotica (Lindsley y Zimm, 1992; Graf et al., 1984), por lo que se requiere

utilizar un cromosoma balanceador para mantenerlo estable.

El cromosoma balanceador es TM3, Bd>® [In (3LR)-TM3, y* ri pP sep bx**® e°
Ser], el cual tiene multiples inversiones pericéntricas que involucran a gran
parte del cromosoma 3, por consecuencia impide que se recobren productos
viables de entrecruzamientos entre los cromosomas homologos, permitiendo
estabilizar al alelo flr’. Para distinguir la presencia de este balanceador se
utiliza al marcador Bd>®" el cual, al ser dominante permite reconocer a los
organismos portadores, los cuales muestran alas con bordes disparejos. Bd>®
también es un gen letal en condicion homocigota por los que se establece un
sistema de letales balanceados y en cada generacion soOlo se recobran

organismos heterocigos flr® /Bd ¢
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El marcador mwh, esta4 ubicado también en el cromosoma 3 a 0.3 um, es
autosémico recesivo, afecta los tricomas de todo el cuerpo y las células de las
alas, produce la formacion de tricomas multiples, en vez de uno por célula
como en el fenotipo silvestre (Graf et al., 1984; Lindsley y Zimm, 1992). El
marcador e (ebony) es un gen autosomico y recesivo, por lo que solo las
moscas portadoras de balanceador seran homocigéticas y presentaran el

cuerpo de color ébano (Lindsley y Zimm, 1992).

Como referencia y para evaluar el impacto del uso de marcadores en el
sistema de cruzas anterior se empled la cepa de tipo silvestre Canton-S.
Hembras virgenes, y machos de tipo silvestres fueron cruzados y utilizados

como testigo de linea.

5.3 Obtencion de larvas

De la cruza progenitora hembras virgenes flr® / TM3 Bd **" y machos mwh, e
se obtienen dos tipos de progenie, moscas trans—heterocigotas libres de
inversidn y moscas portadoras de mdultiples inversiones, Dado que en estado
larvario no se distinguen entre si, ambos tipos de progenie se exponen al
mismo tratamiento (Graf et al., 1984). Para el caso de la cruza de Canton-S,
toda la progenie resultante es silvestre y por lo tanto todas las larvas se

exponen al mismo tratamiento.

A partir de la cruza progenitora, tanto de la cruza flry/TM3 Bd>®" y machos mwh
y la de Canton-s, se colectaron huevos transfiriendo la cruza en medio fresco
por 8 horas, para después obtener larvas de la misma edad de 72 * 4 horas.
Las larvas de 72 + 4 horas fueron extraidas con el procedimiento de Néthinger
(1970) el cual consiste en separar larvas del medio mediante una solucion
concentrada de sacarosa al 20%. La solucion se virti6 en un embudo de
separacion del que se lograron separar las larvas ya que en esta solucion, las
larvas flotan porque tienen una densidad menor. Se enjuagaron para eliminar
los restos de medio y de la solucion de sacarosa y se recibieron en una malla
de nylon. En seguida se colocaron grupos de aproximadamente 100 larvas en

tubos homeopaticos.
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5.4 Tratamiento

El tratamiento se administré en dos etapas. En la primera, larvas de 72 h £ 4
hrs. de edad se colocaron en tubos de 10 ml de capacidad, que en un extremo
tenian un pedazo de tela de nylon y en el otro se colocé un tapon de hule
espuma, para evitar que las larvas se escapen. Posteriormente estos tubos se
colocaron en vasos de precipitados que contenian 0.2 g de celulosa y 2 ml del
promutdigeno NDMA 5 mM (testigo positivo) o sacarosa al 5% (testigo

negativo), este fue un tratamiento agudo por seis horas.

Después del tratamiento agudo, las larvas se enjuagaron con agua corriente y
se colocaron en tubos que contenian 1 g de medio instantaneo para mosca
(Carolina Biological Supply Company, Burlinggton, N.C.) y 4.5 ml de agua
destilada como testigo 6 4.5 ml de la solucion de BX a probar a diferentes
concentraciones que van desde [80% a 0.625%], esto es a partir de una
capsula de BX (la cual tiene consistencia espesa y es poco soluble en agua)
que se disolvio en agua destilada a una temperatura de 30 °C. Las
concentraciones se prepararon por diluciones sucesivas a partir de la mayor
concentracion probada. Como diluyente y testigo negativo se utilizé agua

destilada.

Los tubos se taparon con un tapén de hule espuma y se dejé que las larvas
permanecieran en los tubos hasta que se inicio la metamorfosis (etapa en la
qgue no ingieren alimento) y posteriormente se recobraron las moscas adultas

(tratamiento subcronico). La exposicion total fue: 72x6x48 hrs.

5.5 Registro

Las moscas adultas recobradas se fijaron en etanol al 70%. Se registré el
namero de hembras y machos de Canton-S y de la cruza estandar. Las
moscas de la cruza SMART se cuantificaron por fenotipo: con alas y color de
cuerpo tipo silvestre, las moscas libres de inversion (LI), flr’/ mwh, e y con
muescas en las alas, con color de cuerpo color oscuro moscas portadoras de
inversion (PI) fir/TM3 Bd®*. A partir de lo anterior se obtuvo el indice de

sobrevivencia (IS) y la proporcion de sexos (PSx) con las siguientes formulas:
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n n
2 experimental / Z control = I.S.
i=1 i=1
El indice de sobrevivencia para hembras o machos (i), en cada dilucion
probada (x), se expresa como el promedio + el error estandar obtenido a partir
de las repeticiones realizadas (Arellano, 2002). Se calculé el indice de
sobrevivencia y la proporcion sexual para cada uno de los experimentos y se

obtuvo el promedio * error estdndar (ee).

>numero total de & (experimental) / Znumero total de

organismos ( Qy &) experimental = Proporcién Sexual (PSx)

5.6 Determinacion del posible efecto genotoxicoop  rotector de Biometrix
A-OX

Se realizaron preparaciones de las alas recobradas de moscas flr’/ mwh, e. Las
alas se separaron con la ayuda de unas pinzas de relojero y se montaron en
portaobjetos utilizando soluciéon de Faire (Graf et al, 1984). En cada
preparacion se montaron 20 alas de hembras y 20 de machos. Se observo
cada ala en un microscopio Gptico con un aumento de 40X, cada mancha se
registro de acuerdo a la seccion que se encontraba en el ala (Graf et al, 1984),

el fenotipo que la formaba ya sea fIr*, mwh o ambos.

5.6.1 Criterios de lectura

La clasificacion de las manchas se hizo siguiendo el criterio de Graf et al
(1984). Se considera mancha cuando al menos una de las células que la
forman muestra 3 0 mas tricomas, ya que se ha mostrado que los tratamientos
con temperatura pueden inducir fenocopias en las que se observan

expresiones con dos tricomas pero no con tres o mas (Katz ,1985), por esta
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razon solo se cuantifican como manchas mwh aquellas formadas por tres o

mas pelos.

Se considera que dos manchas son independientes si se separan entre si por
tres 0 mas hileras de tricomas normales. Por otra parte se consideran manchas
simples si estan formadas por células que expresan cualquiera de los dos
marcadores involucrados flr}, mwh; gemelas si se observan ambos marcadores

en las células de una mancha.

5.6.2 Andlisis de la frecuencia de mutacion somatic  a y recombinacién

mitdtica.

Los datos fueron analizados con ayuda del programa de computo SMART (que
se basa en la prueba no paramétrica X* (Wirgler no publicado, Graf et al.,
1984; Frei y Wirgler, 1988, 1995). Para cada concentracion y para cada cepa

se analizd un total de 120 alas.

Para establecer si existen diferencias entre la frecuencia de manchas entre las

moscas testigo y experimentales se contrastan dos hipoétesis:

Ho: la frecuencia de manchas de moscas tratadas es igual a la observada en

moscas del grupo testigo.

Ha: la frecuencia de manchas inducida en las moscas tratadas es “m” veces la

frecuencia de manchas en las moscas testigo (Graf et al., 1984). Donde “m” es
la frecuencia basal para cada tipo de mancha, siendo “m= 2" para manchas
simples, chicas y las manchas totales; en ambos casos se requiere duplicar la
frecuencia basal para obtener un resultado significativo y “m= 5" para manchas
grandes y gemelas; como estos eventos tienen una frecuencia basal baja, es
necesario incrementar cinco veces la basal para obtener un resultado
significativo (Frei y Wigler, 1988, 1995).

27



La comparacién del total de manchas en los lotes experimentales con respecto
al testigo puede arrojar los siguientes resultados: positivo, débil positivo,

indeterminado o negativo.

Las siguientes 4 decisiones son posibles:

1. Aceptar la Ho y rechazar H, = negativo

2. Rechazar Hp y aceptar H, = positivo

3. Rechazar Hp y rechazar H, = débil positivo

4. Aceptar la Hp y aceptar H, = indeterminado

Para determinar la frecuencia de mutacion y recombinacion somaética, las
manchas se clasificaron por su tamafio en: chicas (1 — 2 células), grandes (> 2

células) y por su fenotipo en: simples y gemelas.

Las manchas recobradas se analizan cualitativamente y se obtiene la
distribucion del tamafio de mancha, que se compara con la distribucion de de
las moscas testigo para obtener asi la distribucion del tamafio de mancha
inducida en las moscas tratadas. La distribuciéon del tamafio de mancha permite
estimar el numero de divisiones celulares que se necesitan para formar esas
manchas y por consecuencia, establece el tiempo en el que se origind la
mancha durante el desarrollo de la mosca (Ramos et al, 2000) en ausencia de

retraso o muerte celular (Figura 10).

El nUmero de manchas por mosca permite estimar la diferente susceptibilidad
de los individuos en una poblacion, es decir cuando organismos similares
genéticamente son expuestos a un compuesto, parte de la poblacion muestra
mayor evidencia del dafio ocasionado por el compuesto, mientras que otra
parte de la poblacién puede llegar a mostrar poco o ningun dafio (Ramos et al,
2000).

28



CRUZA PROGENITORA
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Figura 9. Resumen de la metodologia utilizada en el presente trabajo.
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Figura 10. A. Mancha chica producida en etapa tardia. B Mancha grande producida
en etapa temprana, en el desarrollo de Drosophila melanogaster.
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6. RESULTADOS

6.1 indice de sobrevivencia y proporcion de sexos

El indice de sobrevivencia (IS) muestra la cantidad de organismos que se
recobran en las diferentes concentraciones del compuesto a probar con

respecto al testigo concurrente.

En la tabla | se muestra el (IS) y la proporcién sexual (Psex) de moscas de tipo
silvestre (C-S), libres de inversion (LI) y portadoras de inversion (Pl) obtenidas
del tratamiento sacarosa mas BX. Para la linea testigo se encontraron
diferencias significativas en los IS en las concentraciones 1.25, 40 y 80 %
(ANOVA de dos vias p< 0.05, postest Bonferroni F (5 12) = 0.58). Para las
moscas LI se observaron diferencias significativas entre los IS de las
concentraciones 0.625, 10, 40 y 80%. En las moscas Pl el nimero de
organismos recuperados en las concentraciones 0.625, 1.25, 20, 40 y 80% fue
menor que el recobrado en el testigo (ANOVA de dos vias p< 0.05, postest
Bonferroni F= 0.58). También se confirmaron diferencias significativas entre las
moscas libres de inversion (LI) y portadoras de inversion (Pl) con respecto al
testigo (C-S) en las concentraciones de 0.625, 10, 40 y 80% para las LI y
0.625,1.25, 10, 20, 40 y 80% para las Pl. En la figura 11 se muestra el IS

(promedio + error estandar) para las moscas CS, LI y PI.

Para determinar si el tratamiento afectd particularmente a uno de los sexos se
comparé la proporcion de machos que se obtuvieron en el tratamiento con
respecto a los testigos correspondientes de cada linea de moscas (CS, LIy PI)
del tratamiento sacarosa mas BX. Se observl que en las concentraciones de
40 y 80 % se encontraron diferencias significativas de las lineas de moscas LI
y Pl con respecto a su testigo (ANOVA p< 0.05 F ) (12 =1.058) (Figura 12).
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Para el indice de sobrevivencia del tratamiento NDMA méas BX se encontraron
diferencias significativas (ANOVA de dos vias p< 0.05, postest Bonferroni F (3
4) = 1.43) en la concentracion 80% para las moscas CS y para las moscas LI
se observd una menor cantidad de organismos recuperados en las
concentraciones de 1.25 y de 20 a 80% las cuales mostraron diferencias
significativas (ANOVA de dos vias p< 0.05, F(z) 4= 1.43) Tabla Il y Figura 13.

Para la linea Pl se observdO que hay diferencias significativas en las
concentraciones 0.625, 1.25, 20, 40 y 80 % (ANOVA de dos vias p< 0.05
postest Bonferroni F (s) 24 = 3.53). Tabla Il y Figura. 13.

En la tabla Il se muestra la proporciéon de machos recuperados del tratamiento
NDMA més el compuesto BX; aqui se encontraron diferencias significativas en
la proporcién de machos, en concentraciones de 80% para las moscas LI y Pl
(ANOVA p< 0.05 Fg) (12) =1.058). Figura 14.
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Tabla I.indices de Sobrevivencia (IS) y Proporcion de machos (Psex) de moscas expuestas al tratamiento Sacarosa + BX (promedio * error estandar, ee).

B. A-OX C-S LI PI
[%] N IS + ee Psex + ee N IS + ee Psex + ee N IS + ee Psex + ee

Sac5% 166 1.00 + 0.00 050 + 0.08 104 1.00 + 0.00 056 + 0.03 107 1.00 + 0.00 050 #* 0.05
0.625 102 062 + 051 024 + 024 44 046 + 037* 025 + 020 38 0.48 + 0.39* 0.22 + 0.32
1.25 80 0.49 + 0.40* 031 + 031 62 063 + 051 025 + 020 25 0.31 + 0.26* 0.24 + 0.34
2.50 163 098 + 009 050 + 001 72 069 + 0.06 052 + 0.05 100 097 + 0.15 0.49 + 0.02
5.00 140 084 + 012 044 + 001 89 0.88 + 027 055 + 005 76 0.78 + 027 0.42 + 0.02
10.00 146 088 + 044 052 + 001 45 051 + 0.11* 033 + 0.07 51 052 + 0.18 057 * 0.04
20.00 97 058 + 003 049 + 011 64 062 + 0.09 044 + 004 21 022 + 0.08* 028 + 0.28
40.00 66 040 + 0.11* 050 + 0.12 4 0.08 + 0.08* 0.00 + 0.00+0 3 0.04 + 0.04* 0.00 + 0.00*
80.00 22 013 + 0.09* 074 + 026 2 002 + 0.02* 0.00 + 0.000 4 0.05 + 0.05* 0.00 + 0.00*

C-S (moscas Canton — S); LI (moscas Libres de Inversion); Pl (moscas Portadoras de inversién).* Valores significativos con respecto al testigo (ANOVA; P < 0.05).

Tabla Il. indices de Sobrevivencia (IS) y Proporcién de machos (Psex) de moscas expuestas al tratamiento MDMA + BX (promedio * error estandar, ee).

C-S LI Pl
B. A-OX
[%] N IS *+ ee Psex + ee N IS + ee Psex + ee N IS + ee Psex * ee
NDMA5mM 138 100 = 000 050 =+ 0.03 114 1.00 + 0.00 053 + 0.06 119 1.00 + 0.00 048 =+ 0.05
0.625 97 062 + 051 026 =+ 037 40 0.74 + 060 0.23 + 0.18 5 0.08 + 0.07* 040 + 0.40
1.25 108 069 + 057 026 =+ 037 41 039 = 0.32* 0.23 =+ 0.19 24 040 + 0.33* 0.27 + 0.38
2.50 111 0.77 + 028 049 + 004 78 0.69 + 0.03 050 =+ 0.04 86 0.97 + 050 047 =+ 0.02
5.00 84 061 + 002 058 =+ 001 67 056 = 0.06 0.46 =+ 0.07 69 053 + 0.10 060 =+ 0.01
10.00 133 099 + 024 054 + 008 43 042 + 0.11* 047 =+ 0.11 50 054 + 0.23 052 + 0.04
20.00 87 062 + 012 044 + 0.04 48 0.31 + 0.19* 0.52 + 0.02 30 0.26 + 0.01* 0.36 =+ 0.14
40.00 77 060 * 0.29 057 =+ 0.02 4 0.38 + 0.29* 046 =+ 0.04 10 0.06 = 0.06* 0.30 * 0.30
80.00 14 0.12 + 0.12* 0.29 =+ 0.29 1 0.01 + 0.01* 0.00 =+ 0.00* 0O 0.00 + 0.00* 0.00 =+ 0.00*

C-S (moscas Canton — S); LI (moscas Libres de Inversién); Pl (moscas Portadoras de inversion).* Valores significativos con respecto al testigo (ANOVA; P < 0.05)
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Figura 11. indice de sobrevivencia del tratamiento Sacarosa + BX en funcion del logaritmo de la concentracion.
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6.2 Resultados de genotoxicidad de Biometrix
En la figura 15 se muestra la frecuencia del testigo positivo (NDMA) como el
negativo (Sacarosa).

En cuanto a la frecuencia de manchas del tratamiento sacarosa mas BX se
obtuvo un resultado positivo en la frecuencia de manchas grandes y totales en

la concentracion de 5y 40 %. Figura 16, Tabla .

Tabla Ill. Resultados obtenidos en la prueba SMART. Tratamiento Sacarosa + BX.

Manchas Manchas
chicas grandes Manchas
(1 -2 cél) (>2cél) gemelas
m=2 m=5 m=5 Totales
B. A-OX Node
[%] Alas Frec. D Frec. D Frec. D Frec. D

Sac5% 142  0.22 0.01 - 0.23
0.625 80 0.12 - 001 J— - 013 -
1.25 120 0.11 - 0.03 i - 014 -
25 128 0.18 - 0.02 | - 0.2 -
5 120 0.29 i 0.29 + - -- 058 +
10 80 0.26 - 0.01 i - 0.27 -
20 120 0.17 - -—-- - - - 017 -
40 8 0.37 + - -- 037 +

80 0 ——- S - e S —

D=Diagnostico acorde a Frei y Wiirgler Mutation Res., 203 (1988) 297-308.
+=positivo; -= negativo; i = inconcluso. m=factor mdltiple, nivel de probabilidad: a=0.05

En cuanto a los datos de células por mancha en las concentraciones de 1.25,
2.5y 10 % se encontraron manchas de mayor tamafio en comparacion con el
testigo. En la concentracion de 40% solo se obtuvieron manchas grandes.

Figura 17.

En la Figura 18 se muestra la distribucion de nimero de manchas por mosca,
y se observa que hay moscas en el lote testigo que tienen de una a tres
manchas esto también se puede observar en las concentraciones probadas
pero con una mayor frecuencia en las concentraciones de 10, 20 y 40%.
También se observé que hay un mayor nimero de moscas que no presentan
manchas en todas las concentraciones, sin embargo en la concentracion de 5
% hay moscas que tienen mas de 20 manchas, obteniendo diferencias

significativas por medio de una x* p< 0.05.
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Figura 15. Frecuencia de manchas del testigo negativo (sacarosa) y positivo (NDMA).
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Figura 16. Frecuencia de manchas totales del tratamiento Sacarosa + BX.
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6.3 Resultados de actividad protectora

Para saber si el BX tiene actividad protectora se dio el tratamiento de NDMA
mas el BX y se compard la frecuencia de manchas totales en presencia y
ausencia de BX. Los resultados se muestran en la Tabla VI y figura 19. En las
concentraciones de 0.625 a 2.5 y de 20 y 40 % el incremento en la frecuencia

de manchas fue significativo.

Tabla IV. Resultados obtenidos en la prueba SMART. Tratamiento NDMA + BX..

Manchas Manchas
chicas grandes Manchas
(1 -2 cél) (>2cél) gemelas
m=2 m=5 m=5 Totales
B. A-OX Node
[%] Alas Frec. D Frec. D Frec. D Frec. D

NDMA 120 0.99 0.57 0.04 1.6
0.625 80 1.44 w 1.21 w 0.12 + 277 +
1.25 82 1.52 w 1.61 w 0.28 + 341 +
2.5 122 15 w o 1.12 w 0.08 i 27 +
5 122 0.98 - 0.78 W 1.76 -
10 80 0.64 + 0.79 w 0.03 i 1.46 -
20 94 0.53 + 0.38 w 0.01 i 0.92 +
40 8 0.37 + - -- 037 +

D= Diagnostico acorde a Frei y Wiirgler Mutation Res., 203 (1988) 297-308.
+=positivo; -= negativo; i = inconcluso. m=factor multiple, nivel de probabilidad: a=0.05

Para la distribucion de células por mancha se encontré que en el grupo testigo
la mayoria de las manchas encontradas son chicas, aunque también se
encuentran manchas grandes pero en menor frecuencia que en el testigo. Para
las concentraciones 0.625 a 2.5 % se encontré que la frecuencia de manchas
chicas y grandes es mayor que en el testigo. A partir de la concentracién 5 a
40 % la frecuencia de manchas chicas disminuy6 en comparacion con las de el
testigo, sin embargo la distribucion de la frecuencia de manchas grandes

aumento (Figura 20).

En la figura 21 se muestra los resultados de manchas por mosca. En las
concentraciones 0.625 1.25 y 40% se recobraron moscas que no presentaron
manchas. En las concentraciones 0.625 a 2.5%, la frecuencia de moscas con

m&s manchas aumenta con respecto al testigo (x* p< 0.05).
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7. DISCUSION

Un problema grave en nuestros dias, es la aparicion de productos naturales
como remedios herbolarios, suplementos alimenticios, entre otros que se
caracterizan por sefalar en su publicidad una o varias cualidades terapéuticas,
preventivas o curativas, que van desde cuestiones estéticas hasta la solucion

de problemas graves de salud.

La publicidad de estos productos es engafosa ya que sugieren resultados casi
milagrosos y se excusan en que la mayoria de estos productos son elaborados
con sustancias de origen natural o son preparados con diversos nutrientes que

el cuerpo necesita.

En el presente estudio se determind la toxicidad de BX mediante el indice de
Sobrevivencia (IS), el cual muestra la proporcion de organismos que
sobreviven a un tratamiento. Con base en el IS obtenido se puede sugerir que
el compuesto es toxico ya que en las concentraciones mas altas se recobré
menor nimero de organismos con respecto a su testigo. Arellano (2002) sugirid
qgue la respuesta toxica en algunos casos y subtdxica en otros podria estar
dada por la accesibilidad del compuesto o de la mezcla a los organismos
tratados. Se ha reportado que en Drosophila melanogaster la vitamina E se
metaboliza via un mecanismo que involucra citocromo P450 tocoferol-w-
hidroxilasa, (Parker y McCormick, 2005; Karekar et al., 2000) y se ha probado
los efectos antioxidantes de la vitamina C en el sistema in vivo de Drosophila
melanogaster (Kaya et al., 2002; Graf et al., 1998), por lo que la mosca ha

mostrado ser sensible al tratamiento aqui empleado.

Las moscas silvestres fueron empleadas para discriminar si el efecto obtenido
se debe al tratamiento o a los marcadores genéticos utilizados para evaluar la
induccion de mutacion y recombinacion somatica y que pudieran alterar la
respuesta de toxicidad obtenida. En presencia de BX se recuperé menor
cantidad de organismos LI y Pl con respecto al testigo; con base en esto se
puede decir que las moscas LI y PI resultaron ser mas afectadas que las

moscas silvestres en las concentraciones mas altas, y que las diferencias en el
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IS entre las lineas de moscas, podria estar determinada por su constitucion
genética, ya que al tener un arreglo genético diferente este podria intervenir en
la expresion de otras funciones, como el de la modulacién de la actividad
metabdlica (Clements et al,1988; Garcia, 2006; Mufioz, 2007).

Al recuperarse menor numero de organismos Pl con respecto a las silvestres,
sugiere que el BX podria inducir rompimientos de DNA que requieran repararse
principalmente por recombinacion, mecanismo para el que estas moscas

resultan deficientes por la presencia del cromosoma balanceador.

La toxicidad presentada por BX para los tres tipos de mosca, se incremento
cuando se administré junto con la NDMA pero fueron mas afectadas las
moscas LI y PIl. Se ha reportado que a una concentracion de 50 mM de NDMA
(Graf et al., 1984), mucho mayor de la aqui empleada se recobran organismos,

lo que sugiere que parte del efecto toxico observado puede asociarse al BX.

Con respecto a los componentes del BX se han reportado efectos tdxicos
asociados con la vitamina E asi como con la C. En un analisis que se publicé
en 2004 en el cual se investigaron los efectos de suplementos alimenticios con
caracteristicas antioxidantes que incluian vitamina A, C y E sobre cancer
gastrointestinal, se encontr6 que éstos no disminuyeron el cancer, por el
contrario, su consumo se asocio con un incremento en la mortalidad (Bjelakovic
et al., 2004). En un ensayo clinico llevado a cabo durante siete afios, en el que
pacientes recibieron suplementacion con vitamina E y se calculaba la
incidencia de cancer y muerte por cancer, se concluyé que en pacientes con
enfermedad vascular o diabetes mellitus, la suplementacion con vitamina E no
previno el céncer, sin embargo, se observé incremento en el riesgo de
insuficiencia cardiaca y en altas dosis de vitamina E, mayor riesgo de
mortalidad (Boskovic et al., 2005; Blé et al., 2007; Gabbianelli, 2004); también
toxicidad hemorragica en ratas y pollos (Takahashi, 1994). También se ha
reportado que el extracto de Panax ginseng administrado en altas dosis,

presenta toxicidad en ratas (Kitts y Hu, 2009).
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Para determinar si el BX afect6 en lo particular a uno de los sexos se obtuvo la
proporcidon sexual (PSx). No se observaron diferencias entre sexos. Aungue en
las concentraciones mayores se observo que la proporcion de machos de las
lineas LI y Pl es menor, no obstante el bajo niumero de organismos recobrados
hace poco confiable esta observacion. Lo anterior no se modificé en el
tratamiento NDMA mas el compuesto BX.

El efecto genotdxico de BX se evalud a través de la prueba de mutacion y
recombinacién somatica (SMART), la cual registra la ocurrencia probable de un
amplio espectro de cambios genéticos, como mutacion puntual, delecién,
algunos tipos de aberraciones cromosOmicas, recombinaciéon mitdtica y

conversion génica (Patenkovic et al., 2008).

El BX aument6 la frecuencia de manchas, con respecto al testigo,
obteniéndose una respuesta genotoxica del compuesto. Al no encontrarse
manchas gemelas se podria decir que las mutaciones que originan las
manchas recobradas, estan relacionadas con eventos de mutacion puntual,
deleciébn y no disyuncion, aunque también es probable que las manchas
sencillas se originen por eventos de recombinacion entre los marcadores mwh

y fIr®

El analisis de la distribucion de células por manchas y el de la distribucién del
namero de manchas por mosca, aportan informacion indirecta acerca del
tiempo probable en el que se indujo el dafio y ayudan a descartar los posibles
falsos positivos y negativos que pudieran influir en los resultados. De los
resultados obtenidos de las células por mancha y manchas por mosca del
tratamiento con BX, es posible que en los organismos, en los que se encontrd
un tamafio de mancha grande, el dafio haya ocurrido al inicio del desarrollo del
ala. Una mancha grande es evidencia de que después de la inducciéon de la
lesion ésta se repar0 y la célula afectada mantuvo la capacidad de proliferar
mitéticamente, mientras que, las manchas chicas sugieren que el dafio ocurrié

al final del desarrollo; siempre y cuando no se presente muerte celular.
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En el tratamiento no se observo relacion entre el tamafio de la mancha
registrada y la concentracion. Dorantes (2000) y Ramos et al. (2000), sugieren
que parte del dafio genotoxico podria no ser evidenciado, ya que podria
provocar la pérdida de la célula afectada. La ausencia de células afectadas
podria asociarse con la aparente falta de efecto del BX lo que llevaria a una
conclusidn falsa, ya que el BX podria acentuar el efecto provocar citotoxicidad.
Se ha reportado que la vitamina E, que es uno de los principales componentes
de BX, tiene un efecto citotoxico en raton ya que afecta la viabilidad de los

macrofagos (Parker y McCormick, 2004).

En Drosophila melanogaster el estadio larvario facilita la evaluacion de més de
un tipo de exposicion, como tratamientos agudos, cronicos o combinados,
permitiendo realizar estudios de antigenotoxicidad. Para poder evaluar el efecto
protector se tuvo que inducir dafo, y este se produjo con la NDMA, la cual se
ha reportado que tiene efectos genotoxicos en Drosophila melanogaster. (Graf
et al., 1984) Al poder evaluar mas de un compuesto se puede medir si estos
presentan un efecto sinérgico (la combinacion de dos sustancias es mucho
mayor del efecto de cada una por separado), potenciador (cuando una
sustancia que carece de un efecto y al ser afiadido otro agente hace que este
altimo resulte mucho mas toxico) o aditivo (la combinacion de dos sustancias
qguimicas es igual a la suma de los efectos de cada una de ellas por separado)
(Klaassen y Watkins, 2005).

En el tratamiento se observd efecto potenciador del BX ante el dafio inducido
de la NDMA ya que la frecuencia de manchas del testigo positivo (NDMA),
aumento de manera significativa con el compuesto BX esto en
concentraciones bajas, aunque en las concentraciones altas la frecuencia de
manchas recobradas fue menor. Esto podria indicar dos opciones: la primera
es que el BX protege y reduce parte del dafio inducido por la NDMA; y la
segunda es que BX acentua el efecto genotdxico de NDMA, lo que conduciria
a la pérdida de las células dafiadas, provocando que la frecuencia de eventos

somaticos sea menor.
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Al observar la distribucidon de células por mancha, la frecuencia de manchas
por mosca Y el indice de sobrevivencia, se sugiere que BX no tiene un efecto
protector, por el contrario, acentla el efecto genotéxico de la NDMA , ya que al
recuperar pocos organismos del tratamiento y observar en menor proporcion
las manchas chicas y el aumento en la frecuencia de manchas grandes, se
puede decir que en realidad se esta dando una respuesta enmascarada donde

realmente se registra un efecto citotoxico y no protector.

Si bien los antioxidantes pueden proteger a la célula del dafio producido por las
ERO, como radicales superoxido, peroxil hidroxil y peroxinitritos, el
desequilibrio entre los antioxidantes y las especies reactivas de oxigeno
resulta en un estrés oxidativo que finalmente da lugar a dafio celular (Orhan et
al, 2009). Se ha reportado que la vitamina C actia como un co-mutageno
promoviendo la generacion de radicales oxigeno e induciendo intercambios de
cromatidas hermanas en células cultivadas de mamiferos y otros tipos de dafio
genético (Kaya, 2002), ademas Kakevar, (2000) report6 que no encontrd
efecto antimutagénico de la vitamina E ante el dafio inducido por la aflatoxina.
También se ha reportado en piel de ratén que la vitamina E es un promotor de
tumor (McCall y Frei, 1999; Yamashita et al., 1998; Schwartz, 1996).

Se recomienda realizar estudios dirigidos para evaluar la actividad de BX como
atrapador de radicales libres y para confirmar o rechazar el efecto citotéxico
observado en este trabajo. Es importante seguir realizando estudios enfocados
a evaluar productos que se venden sin preinscripcion meédica ya que por ser

de origen natural se asume que no causan dafo alguno a la poblacion humana.
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8. CONCLUSIONES

« El tratamiento con Biometrix® A-OX® afecté significativamente la

sobrevivencia de los organismos.
* Biometrix incrementd la frecuencia de mutacion y recombinacion
somatica es decir resultdé ser genotoxico en el sistema in vivo de

Drosophila melanogaster.

«  Biometrix® A-OX® incremento la frecuencia de mutacién somatica de la

NDMA en bajas concentraciones.

« Biometrix® A-OX® no disminuy¢ la frecuencia de dafio genotéxico de la

NDMA, su efecto podria ser citotoxico.
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