UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

Evaluacidn del efecto de la Vitamina C, Nicotina y
DMSO en la longevidad de Drosophila melanogaster
(Diptera, Drosophilidae).

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G A

P R E S E N T A:
LICEA HERRERA JESSICA ITZAYANA

Cuautitlan Izcalli, Estado de México, 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DIRECTORA DE TESIS:
M. en C. Irma Elena Duefas Garcia
2016

AN
.

® fesiztacala
unam

CONTENIDO




(=T 010 1 (=] o IR 5

INEPOTUCCION...... .ottt ettt et e bt e s bt e sa e e sat e s bt e b e e be e beesbeesatesateenteenbeens 6
VITAMING C ottt 7
NICOTING ettt e ettt e st r e e s eab et e e s e b et e e s eab e e e e ssaneeeessareneessaneeeesannnneesaans 10
DMSO (DIimMETHSUOXIAOD)..uvevriiiiiiieiiiiieiee ettt e e eeerrr e e e e e eeebbareeeeeeeeennssaareeeseeean 11
Modelo bioldgico Drosophila Melanogaster..............c.uuiivciiiiiciiee et ecciee e seee e sereee e 13

ANTECEAENTES ...ttt et b e s bt s he e s it e et e e bt e s b e e sbeesatesat e e bt e be e b ennees 16
VITAMING C ottt et 17

Tabla 1. Efecto de la Vitamina C sobre la longevidadde roedores, nematodos y moscas........ 17

Tabla 2. Efecto pro-oxidante de la Vitamina C en los modelos bioldgicos de ratones,

(L= aaF- 1o Te [o TRV o oo T or- PRSP 18
Tabla 3. Sin ningun efecto al usar Vitamina C en roedores y C. elegans...........cccccceeevecvveeennnen. 20
NTCOTING 1ot ettt e s e e s s et e e s s et e e s sne e e e s snaeeesnans 21
Tabla 4: Efecto de la nicotina en d. melanogaster y roedores.......ccccocveeeeeccieeeesiieeeeeeciee e 21
DIimetilsulfOXidO (DIMISO).....uuiiiiiiieeecciiiee ettt ettt e e ette e e e etae e e e ebaeeeeebteeeeebteeessbeaeesesteeeesnssanaeanns 23
Tabla 5: Efecto del Dimetilsulféxido en D. melanogaster y cultivos celulares............ccveen...e. 24
JUSEIFICACION ..ottt ettt b e b e st e st et et e e b e enees 26
(0] <= 1Yo L3PPSR 26
(CT= o] - | O O T T O TSP UOPOTOPPPUPTTOP 27
ParTICUIAIES. .. ettt st sa e st b e bt e s bt e bttt e et e e be e nbeenaeesaee e 27
HIPOTESIS ......eeeiiiiiieee ettt et e e e e eee et re e e e e e e e e s bbb e e eeeeeeestabbaaaeeeeeeesssssssaaaseeeeasassrsseeesasesnansnes 27
IMIQEEIAIES ... ..ttt et et b e s ae e s a e et e b e e bt e s bt e sae e sat e et e e bt e nbe e eaeeeane e 28
QUUIIMIICOS. 1ttt ettt et s e st st et e bt e bt e s b e e s et e st e et e e bt e sbeesat e s st e b e e bt enreesreeeaneenneens 28

27 To] [o T={Tolo L3RRt 29
IMIEEOAOS ...ttt h ettt et e b e e s bt e s ht e sa e e s bt e bt e bt e e bt e she e eae e et e e beenbe e saeeeareeaee 29
Propagacion y COIECta d@ NUBVOS......c.uuiii ittt e e e e s e e e s bre e e e eaeaeeeeans 29
SINCroNizacion A& ATES ... .coiuiiieee ettt sttt et b e bttt ere e 29
01T [a g T=] a1 =Tl o o ISPt 29
e Ry oY LI I o SRR 30
ANALISIS @STAISTICO wouvvintiiiieieeteesee ettt et st rees 30
ResSUItados Y diSCUSTON ...........cocuiiiiiiiiie e e e st e e e s ba e e e e b e e e e e nbaeeeennees 31
RV A12=1 0 T - T PSPPSRI 31
T (0] - IR PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPPRE 32

T (0 TR PPN 33



Tabla 6: Andlisis de comparacion entre el tiempo de vida de las moscas expuestas a Vitamina Cy
AGUG. ettt ettt e e s et e e e e s e ra e e e e s iError! Marcador no definido.

Tabla 7: Analisis de comparacién entre las concentraciones de Vitamina C utilizadas para cada
sexo (paquete minitab17). a que parametro corresponden |0s datos? ........cccceeevcieeeeccieeeeennee, 34

Tabla 8: Andlisis de comparacién de pendientes entre machos y hembras de cada tratamiento

de vitamina C utilizado (paquete minitab17). [0 MiSMO. .....cccceeeiiiiiiiieiiiee e 34

[N 110 2 I 1 A VPP PPPPPPPPPPPPPRPPPPPRt 37
e T=4U ] - T O TP PP PPPPUROPPPP 38

T (0| - T PP PPPPPPPPPPRPRE 39
Tabla 9: Andlisis de comparacién entre los tratamientos Nicotina Vs. agua........cccccceeevvieeeennnnen. 39

Tabla 10: Andlisis de comparacidon entre las concentraciones de Nicotina para cada sexo usando
la prueba estadistica de t para pendientes (paquete minitabl7)......cccccovciieirciiie e, 40

Tabla 11: Andlisis de comparacidn de pendientes entre machos y hembras de cada tratamiento

de nicotina utilizado (paquete MINItabL17).......ooociiiii i 40
DIimetilSUIFOXIAO (DIMISO)...ccuiiieiieeciee ettt e et e etteertte e st e e tte e s te e e taeesbeeetaeessseesnbaeesaseesasaeesseesnseeenseens 43
T = (| - T AP PPPPPRRE 44

T (= T PP PPPPPPRRE 44
Tabla 12: Andlisis de comparacion entre los tratamientos de DMSO Vs. agua .......cccceeeevveeennnee. 45

Tabla 13: Andlisis de comparacion entre las concentraciones de DMSO para cada sexo usando la
prueba estadistica de t para pendientes (paquete Minitabl7) ......cccevieevieeccie e 45

Tabla 14: Andlisis de comparacion de pendientes entre machos y hembras de cada

concentracién de DMSO usanda (paquete Minitabl7)......cccceieiiiieeeeciieeeecee e 45
CONCIUSIONES .......ooniiiiieieiieeeiee ettt e st e e et e e sabe e sbt e e s abeesabeeesabeesabeeesbeesabaeesabeesabaessbeesabeeenaseans 47
27 o [To = =Y i - I USSP 47



RESUMEN

El envejecimiento implica el dafio gradual de las células producido por especies quimicas
radicales derivadas del oxigeno (ROS). El aumento de ROS, ocasiona cambios
degenerativos y pérdida neuronal. Por otra parte, los antioxidantes ayudan a contrarrestar
ese efecto (Tal es el caso de la vitamina C). Por otro lado algunos compuestos promueven
el incremento de ROS; la nicotina del tabaco incrementa las ROS y por tanto podria
intervenir en el envejecimiento y disminucion del tiempo de vida. El dimetilsulféxido
(DMSO), es utilizado como disolvente de sustancias insolubles en agua, y empleado en
estudios con organismos vivos; Sin embargo, existen reportes que sugieren posee efecto
nocivo. D. melanogaster permite realizar estudios bioldgicos de corto plazo dado su ciclo
de vida corto y manutencion de bajo costo. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de
varias concentraciones de nicotina, vitamina C y DMSO sobre la longevidad de D.
melanogaster. Para lo cual se registré el niumero de moscas vivas de todos los tratamientos
(de cada sexo) cada 2 dias durante el cambio de alimento. Los resultados mostraron que
vitamina C [20 mM] disminuye en un 92.3%, el tiempo de vida de D. melanogaster respecto
al control en ambos sexos, y que a las concentraciones 2 y 0.2 mM lo acortan 84.6% y
30.7%, respectivamente, solo en machos, mientras que en hembras ambas
concentraciones acortaron 36.3% el tiempo de vida. Por su parte, las 3 concentraciones de
DMSO (0.6, 0.3 y 0.15%) acortaron la vida de las moscas en una relacién directa. El efecto
de la nicotina fue diverso; la concentracion 0.62 mM acorté 46.1% y 27.2% la vida de
machos y hembras, respectivamente. Nicotina 0.08 mM acort6é la vida de los machos
61.54% mientras que, en hembras no mostraron diferencias significativas con respecto al
control. Asi pues, se encontraron respuestas diferenciadas entre sexos, indicando que las
hembras son menos sensibles a los tratamientos. Finalmente, los resultados abren la
posibilidad de estudios futuros en los que incluyan la medicion de factores moleculares o
marcadores genéticos que puedan aproximarnos a los procesos involucrados en estas

respuestas.

Palabras clave: Longevidad, envejecimiento, vitamina C, nicotina, DMSO.



INTRODUCCION

Los términos esperanza de vida y longevidad a menudo se consideran como sinébnimos aun
cuando, en sentido estricto son diferentes; el primero hace referencia al nUmero medio de
afios que una persona puede vivir segun las tasas de mortalidad por edad -del momento-
de la poblacién; y el segundo a tener una larga vida, es decir, cuando se ha sobrepasado
la esperanza de vida se le llama a esa persona longeva (Everitt y Palmer, 2011). El
envejecimiento esta relacionado con la longevidad, siendo este un proceso paulatino y
gradual de deterioro de la capacidad funcional del organismo que a la larga conducen a la
muerte, afectando a todos los niveles de organizacion bioldgica (Allevato y Gaviria, 2008).
Ambos fenémenos estan intimamente relacionados, de manera que analizando los
procesos involucrados en el envejecimiento podriamos explicar como intervienen en la

modificacion de la longevidad (Allevato y Gaviria, 2008).

Las causas del envejecimiento son desconocidas, sin embargo se han postulado varias
teorias, entre las mas citadas estan: i) la teoria del error catastréfico de Orgel, 1963 la cual
postula que con la edad se dan errores en la sintesis de proteinas, que determinan la
funcién celular. Sin embargo, este postulado tiene poco sustento, ya que no hay evidencias
cientificas de que estos errores se acumulen con el tiempo, ii) la teoria del entrecruzamiento
(Brownlee, 1991), considera que el entrecruzamiento quimico entre proteinas y otras
macromoléculas determina el envejecimiento y enfermedades asociadas con la edad, por
ejemplo, se sabe que el desarrollo de “cataratas” es consecuencia de la glucosilacion y
entrecruzamiento de las proteinas del cristalino provocando su opacidad progresiva, sin
embargo esta teoria no explica todos los fendmenos relacionados con el envejecimiento,
i) La teoria del desgaste (Sheldrake, 1974), propone que los organismo se componen de
partes irremplazables, y que la acumulaciéon de dafios en los componentes celulares
conducen a la muerte de células, tejidos, 6rganos y finalmente del organismo (Rocha,
2013); Sin embargo los mismos autores sugieren precaucion al respecto dado que la
capacidad de reparacién del DNA correlaciona positivamente con la longevidad, iv) la teoria
del estrés oxidante, considerada la mas aceptada (Harman, 1956), propone que el
envejecimiento se produce por la presencia de radicales libres producidos por el
metabolismo aerobio, el cual, ademas de cumplir el propdsito fundamental de permitir la
sintesis de ATP, produce de manera secundaria especies reactivas derivadas del oxigeno
(ROS) que ocasionan dafo gradual a las macromoléculas y que conducen a la muerte

celular (Rodriguez y Céspedes, 1999).



Los radicales libres son moléculas o atomos que contienen uno o mas electrones no
apareados y que pueden existir en forma independiente. Una vez que el radical libre ha
conseguido sustraer el electron que necesita, la molécula que cedio el electron se convierte
a su vez en un radical libre iniciando una reaccién en cadena que puede destruir a las

células (Avello y Suwalsky, 2006).

La teoria del estrés oxidante establece que el aumento de las ROS, ocasiona cambios
degenerativos en las células conduciendo a la senescencia (Rodriguez y Céspedes, 1999).
El estrés oxidante se define como el desequilibrio entre las moléculas de alto potencial
oxidante derivadas del oxigeno y las antioxidantes, que son sustancias, naturales o
artificiales, con capacidad para neutralizar a los radicales libres y proteger a un sistema

biolégico (Cano y Arnao, 2004).

Las células pueden generar antioxidantes (endégenos), como la superéxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, glutation, co-enzima Q10 entre otras
(Camps, 2010), o bien pueden se obtenidas a partir de ciertos alimentos como frutas y
verduras, tal es el caso de las vitaminas E y C (Halliwell y Gutteridge, 1998; Dabrowska y
Moya, 2009).

VITAMINA C

El 4cido L-ascérbico (Vitamina C) (CeHgOs) es una molécula organica tipo ceto-lactona de
6 carbonos (hexosa), con caracteristicas acidas. Es hidrosoluble y esencial para la
biosintesis de colageno, carnitina, neurotransmisores y péptidos neuroendocrinos, asi

como el control de la angiogénesis (Besabe, 2000).

Las plantas y muchas especies animales sintetizan vitamina C, sin embargo, los primates,
murciélagos frugivoros y conejillos de Indias no lo pueden hacer, por lo que es
indispensable que la obtengan de la dieta. Estos animales carecen de la enzima L-gulono-
1-Lactona-oxidasa (GULO), la cual se encarga de sintetizar el 2-Ceto-1-gulolactona, que es

el precursor inmediato del acido ascérbico.

En humanos, la deficiencia de esta vitamina es conocida como “escorbuto” y se caracteriza
clinicamente por fragilidad capilar, diatesis hemorragica, pobre cicatrizacion de lesiones
mucosas y cutaneas, tendencia pro-ulcerativa, osteopenia, anormalidades en la denticion y

anemia (Garcia-Moran et al. 2006).



El Departamento de Agricultura y el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de
Norteameérica, recomienda a los varones ingerir por lo menos 90 mg/dia y a las mujeres 75
mg/dia de vitamina C procedente de frutas y/o vegetales para reducir el riesgo de cancer
(Grégory et al. 2006). En Meéxico, Casanueva et al. (2005) del Instituto Nacional de

Perinatologia, recomienda el consumo de 100 mg/dia en mujeres embarazadas.

Se ha dado mucha importancia a la vitamina C por su capacidad anti-inflamatoria, anti-
cancerigena, anti-oxidante, anti-angiogénica, inmuno-moduladora y anti-viral (gripal). En el
metabolismo celular, la vitamina C es cofactor enzimatico en al menos 8 reacciones: tres
de ellas implicadas en la hidroxilacion de la lisina/prolina (durante la formacion de
colageno), dos en la biosintesis de la carnitina (en el transporte de acidos grasos), dos en
las sintesis de hormonas y una en el metabolismo de la tirosina. De todas, la mas estudiada
es la hidroxilacién de la prolina necesaria para la sintesis de colageno. La vitamina C es
esencial para la oxidacion de fenilalanina y sintesis de tirosina, la conversion de acido félico
a acido tetrahidrofélico (importante en el metabolismo de los aminoacidos), la conversién
del triptéfano en 5-hidroxitriptéfano y produccion de serotonina (importante
neurotransmisor) y en la formacién de norepinefrina a partir de la dopamina. Ademas,
reduce el hierro férrico a ferroso para permitir su absorcion intestinal y también esta
implicada en la transferencia de hierro desde la transferritina plasmatica a la ferritina
hepatica. La alteracion de esta funcion mantiene el hierro en un estado reducido (Fe++) y
se manifiesta en una serie de sintomas que van desde la dificultad para la cicatrizacién y
reparacion de fracturas, hasta hemorragias en la piel y lesiones en las encias. La vitamina
C es soluble en agua y no se almacena por lo que es necesario su consumo constante

(Casanueva et al. 2005).

Algunas caracteristicas de la vitamina C favorecen su oxidacion irreversible. La sensibilidad
a la luz, inestabilidad en pH distinto a 4 y 5, reactividad con metales provocan un estado
pro-degradativo de la molécula (Grégory et al. 2006). La vitamina C puede reaccionar
facilmente con radicales libres en el interior y exterior de la célula, es capaz de donar un
electron transformandose en una molécula inestable, ascorbil, que puede revertir a
ascorbato, el cual puede donar otro electrén y convertirse en DHA (Deshidro-ascorbato)

(figura 1), y a su vez puede ser reducido a vitamina C nuevamente.



Figura 1: Oxidaciones de la molécula de vitamina C.

[Tomado de: http://www.igb.es/nutricion/vitaminac/vitaminac.htm]

Se ha demostrado que la vitamina C al interactuar con iones de cobre y hierro en el
estdmago genera radicales hidroxilo, formando una reaccion Fenton. Inactiva la catalasa,
encargada de la degradacion de peréxido de hidrégeno. Ademas se han descrito efectos
citotoxicos y mutagénicos del ascorbato en células aisladas (Zentella y Saldana, 1995). Se
ha descrito un proceso llamado “ascorbilaciéon”, en la cual la vitamina C se une de forma no
enzimatica a lipidos y proteinas lo que confiere a las proteinas la capacidad de unir cobre
(Garcia et al. 2006). También se ha sugerido un efecto “filo de navaja, cuello de botella o
umbral” el cual a dosis bajas es pro-oxidante y a dosis normales o altas es antioxidante.
Las células utilizan las propiedades pro-oxidantes en favor de la generacién de radicales
libres especializados, que estarian implicados en procesos altamente especificos. También
hay que tener en cuenta que la actividad pro-oxidante depende de la presencia colateral de
moléculas o atomos que induzcan esta actividad (Garcia et al. 2006). Por estas
caracteristicas, se menciona a la vitamina C como el compuesto mas paradgjico (Zentella
y Saldafia, 1995).

Considerando solo las caracteristicas antioxidantes, se ha propuesto que, mediante la
donacion de sus electrones, la vitamina C previene que proteinas y otros compuestos
celulares se oxiden (Pallauf et al., 2013). Sin embargo, se debe recordar que las ROS se
producen constantemente en las células y que es indispensable mantener el equilibrio entre
antioxidantes y ROS en el organismo. Ese equilibrio se ve alterado por sustancias
genotodxicas que aumentan la concentracion de ROS y generan estrés oxidativo propiciando

dano celular (Avello y Suwalsky, 2006).


http://www.iqb.es/nutricion/vitaminac/vitaminac.htm

NICOTINA

La nicotina es conocida asi por Jean Nicot quien al sembrar tabaco (Nicotiana tabacum) y
observar sus “numerosas virtudes”, logré introducir el consumo del tabaco en Francia en
1560. Sin embargo, fue hasta 1828 cuando Posser y Reimann aislaron el alcaloide
(compuestos organicos nitrogenados sintetizados por las plantas que puede causar
toxicidad) (Taiz y Zeiger, 2006; De Jaime, 2010). La nicotina se encuentra principalmente
en la planta N. tabacum y en menores cantidades en tomate, papa, berenjena y pimiento
verde. Se calcula que constituye aproximadamente entre 0.6 y el 3% del peso seco del
tabaco. Su biosintesis se lleva a cabo en las raices y se acumula en las hojas (Hoffmann y
Horffmann, 1998). Se encuentra comercialmente en cigarrillos (~1 mg), gomas de mascar,
parches transdérmicos, aerosol nasal y tabletas sublinguales (Osorio, 2010). La nicotina es
una amina terciaria compuesta por un anillo de piridina y otro de pirrolidina (Osorio, 2010)
(Figura 2). Existe en forma de dos isbmeros, la L-nicotina y D-nicotina, segun la direccién a
la que desvian el plano de la luz polarizada, la forma L es la forma activa en la que se

encuentra en el tabaco y la de mayor toxicidad (Gause, 1941).

Figura 2: Estructura molecular de la nicotina, 3-(2-(N-metilopirrolidinil)) piridina.
Tomado de: NetQuimicaOrganica., 2012
La nicotina se absorbe por inhalacion (via pulmonar), a través de la mucosa bucal, plexos
sublinguales y por la piel. Comienza su accién al unirse a los receptores colinérgicos-
nicotinicos lo que produce excitacién neuronal. Al ser absorbida, se une a la superficie de
las células que poseen receptores nicotinicos para acetilcolina (nAChRs), induciendo la
liberacion de numerosos neurotransmisores como adrenalina (epinefrina), noradrenalina
(norepinefrina), dopamina, acetilcolina, serotonina, glutamato, B-endorfina, y &cido y-
aminobutirico (GABA). Muchos de estos neurotransmisores actian como estimulantes

mediando algunos efectos psico-conductuales (Osorio, 2010).
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Los citocromos (CYP) P450 son los responsables principales de la biosintesis y
metabolismo de compuestos enddégenos (xenobidtico). Los CYP450, son una familia de
hemoproteinas presentes en numerosas especies, encargadas de acelerar la eliminacion
de un gran numero de farmacos y compuestos téxicos, pero también son responsables de
la activacion de toxinas y pre-carcindégenos (Bandrés y Arribas, 2001). En afios recientes
se ha estudiado la relacion entre el CYP2AG6 y el metabolismo de la nicotina, encontrando
que es responsable, en mas de 90%, de la inactivaciéon de la nicotina mediante su oxidacion
convirtiéndola en cotinina. También se han detectado pequefias contribuciones del

citocromo CYP2B6 en el metabolismo de la nicotina en humanos (Osorio, 2010).

Wright et al. (1993) mostraron que la nicotina inhibe la apoptosis inducida por diversos
estimulos incluyendo el factor de necrosis tumoral (TNF), la luz UV, farmacos
quimioterapéuticos, e ionéforo de calcio. Este fendmeno fue observado en células normales
y transformadas derivadas de diferentes tejidos, incluyendo tipos de células tumorales
relacionadas con el consumo de tabaco, de manera que si la nicotina actia como mediador
de la inhibicién de apoptosis, esto puede contribuir a la patogénesis del cancer relacionado
con el tabaco, no obstante también puede disminuir la eficacia de las terapias contra el
cancer (Wright et al. 1993) y al modular dos grandes vias de sefalizaciéon intracelular
(Proteinas cinasas—PKC- y proteinas cinasas activadas por mitdgenos-MAP quinasa) se

sugiere que la nicotina actua como promotor de tumores (Heusch y Maneckjee, 1998).

DMSO (DIMETILSULFOXIDO)

El DMSO [(CH3).SO] (Figura 3), descubierto por Alexander Saytzeff en 1866, es una
molécula anfipatica muy soluble en medios acuosos y organicos, por lo que es un disolvente
muy efectivo para compuestos insolubles en agua. Se obtiene como subproducto del
procesamiento de la pulpa de madera utilizada en la fabricacion de papel. Originalmente
era utilizado principalmente en la industria, hasta que en 1963 se descubrieron sus

propiedades biolégicas (Portales, 1982).
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Figura 3: Estructura molecular del Dimetilsulféxido

Tomado de: http://www.gesundheitlicheaufklaerung.de/dmso-ein-verkanntes-wundermittel

Se considera al DMSO como un agente celular diferenciador, captador de radicales
hidroxilo, desacoplador eléctrico intracelular, crioprotector, agente solubilizante utilizado en
preparacion de muestras para microscopia electrénica, antidoto para la extravasacion de
agentes anticancerigenos vesicantes y analgésico topico. Ademas, se utiliza para el
tratamiento de edema cerebral, amiloidosis, cistitis intersticial, y esquizofrenia (Santos et
al., 2003). EI DMSO es capaz de atravesar la membrana de tejidos animales, se introduce
muy rapido a través de la piel y atraviesa las membranas celulares en ratas y cultivos de
tejidos humanos, (Colucci et al., 2008). Es usado como disolvente de algunos
medicamentos. Moléculas de bajo peso molecular son trasportadas a través de la piel con
DMSO, mientras que las moléculas de alto peso molecular, como la morfina, disueltas con
DMSO logran atravesar hasta un 90% por los tejidos; esta caracteristica fue probada
también en vegetales por Leonard en 1967 quién mezcl6 hierro a concentraciones solubles
en DMSO para follaje de naranjos y pomelos con deficiencias en hierro, logrando un
reverdecimiento rapido y extension de la hojas con una mayor concentracion de clorofila
(Jacob y Herschler, 1986).

EI DMSO forma un enlace fuerte con el agua, logrando disminuir su punto de fusién, con lo
cual proporciona crioproteccion en sistemas bioldgicos, por lo que se utiliza en la
preservacion de tejidos, embriones y todo tipo de organismos como insectos (Zhi-Wu y
Quinn, 1994).

A pesar de los numerosos beneficios del DMSO, se han descrito diversos efectos
secundarios sistémicos como nauseas, vomito, diarrea, hemodlisis severa, reacciones
anafilacticas manifestadas por erupciones, broncoespasmo, insuficiencia renal,
hipertension diastélica y sistdlica, bradicardia, bloqueo cardiaco, y rara vez edema
pulmonar y/o paro cardiaco. Ademas, produce apoptosis, induce diferenciacion celular e

interrumpe el ciclo celular (Santos et al., 2003).
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Para observar el mecanismo de accion de la Vitamina C, Nicotina y DMSO durante el tiempo
de vida de un individuo, es indispensable que se realicen estudios in vivo con organismos
que proporcionen resultados confiables y en el menor tiempo posible, tal como Drosophila

melanogaster.

MODELO BIOLOGICO Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, es un organismo modelo que se ha utilizado desde que T. H.
Morgan en 1900 introdujo este insecto para las investigaciones en genética (Petitpierre,

1997), debido las siguientes caracteristicas:

1) El ciclo de vida presenta una serie de eventos sometidos a estricto control de expresion
genética. Puede llegar en tan solo 10 dias a la etapa de adulto, en condiciones controladas
de 25°C y 65% de humedad relativa. Es probable que casi ningun insecto tenga un ciclo de
vida de velocidad comparable ya que la mayoria son de ciclos univoltivos o bivoltivos, es
decir, tienen una o dos generaciones anuales (Petitpierre, 1997). D. melanogaster es un
insecto holometabolo porque durante su desarrollo presenta los estadios de huevo, larva,
pupa (en donde se lleva a cabo la metamorfosis completa) y finalmente el adulto (Castafeda
et al., 2013). El ciclo comienza con la ovoposicion, el huevo inicia su desarrollo embrionario
temprano (primeras 24 horas de vida), eclosiona la larva que pasa por tres estadios: L1
(larvas de 24 a 47h de edad), L2 (larvas de 48 a 71h) y L3 (larvas de 72 a 96h). A las 96h
inicia la trasformacion de larva L3 a pupa, en este estadio trascurre la metamorfosis
(desarrollo tardio) y 5 dias mas tarde emerge el imago dejando la cuticula endurecida
(pupario), terminando su desarrollo endureciendo su exoesqueleto (al inicio de color
blanquecino), que al contacto con el aire se tornara en colores sepia. Posteriormente llegara
la circulacion a las alas (en un inicio enrolladas al dorso) adquiriendo su consistencia rigida
(Castafieda et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4: Ciclo de vida de D. melanogaster

Tomado de: http://flymove.uni-muenster.de/

D. melanogaster presenta dimorfismo sexual que puede ser observado en microscopio
estereoscopico. Las hembras son mas grandes y su abdomen termina en forma de corazén.
Los machos son mas pequefios, su abdomen tiene los ultimos 3 segmentos fusionados,
mostrandose como una mancha negra en la punta del abdomen (Figura 5) (Castafeda et
al., 2013).

Figura 5: Dimorfismo sexual en D. melanogaster
Tomado de: http://flymove.uni-muenster.de/
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Sin embargo la caracteristica fundamental de los machos son los peines sexuales, un
conjunto de 10 a 12 cerdas gruesas en el primer par de patas (tarsos), que sirven para
sujetar a la hembra durante la copula (Figura 6) (Castafieda et al., 2013). Al trascurrir entre
6 y 8h en machos y entre 10 y 12h en hembras, alcanzan la madurez sexual (Castaneda et
al., 2013).

Figura 6: Peines sexuales de D. melanogaster
Tomado de: http://flymove.uni-muenster.de/

2) Es un organismo de bajo costo de manutencion dado que se alimenta de bacterias y
levaduras que crecen en los jugos fermentados de frutas en descomposicién. Se cultiva en
medios instantdaneos que consisten en hojuelas con nutrientes balaceados, como el
Carolina®; amortiguadores de pH y conservadores, que se hidratan con agua destilada o a
la solucién problema del tratamiento experimental. Utiliza espacios pequefios como los

frascos lecheros mantenidos a incubacién de 25°C y 65% de humedad relativa.

3) Produce una gran descendencia. Una hembra es capaz de ovopocitar de 600 a 800

huevos en sus 40-60 dias de vida.

4) Al tener secuenciado todo el genoma de D. melanogaster, se ha podido mostrado una
correspondencia entre las proteinas implicadas en la expresion genética y el metabolismo
de los seres humanos, sobre todo en el metabolismo xenobidtico. Debido a esto, ha sido
utilizado este organismo, como modelo de estudio de enfermedades metabdlicas por los

investigadores (Adams et. al, 2000).
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ANTECEDENTES

La vitamina C es un elemento esencial en la dieta de primates, conejillos de indias y
murciélagos frugivoros, al no ser sintetizado de manera endégena. Es un buen antioxidante
ya que es capaz de donar dos electrones de su doble enlace, por lo cual, se piensa que
mediante la donacion de sus electrones la vitamina C puede prevenir que proteinas y otros
compuestos celulares se oxiden, de tal manera que al aumentar la ingesta de vitamina C,
ésta podria retrasar el envejecimiento y promover el aumento de la longevidad (Ames,
1998). Sin embargo se presenta una gran controversia cuando algunos estudios reportan
un efecto pro-oxidante de la vitamina C contradiciendo su fama de antioxidante. En las
tablas 1-3 se muestran los antecedentes de los distintos efectos de la vitamina C en los

modelos de roedores, nematodo y dipteros.

La nicotina, es el componente activo de los cigarrillos y causante de la adiccidén a los
mismos. La L-nicotina es la forma activa que se encuentra en el tabaco y la reportada con
la mayor toxicidad (Gause, 1941). En la Tabla 4 se muestran los efectos de la nicotina en
D. melanogaster y roedores, estos pueden variar dependiendo la linea, el sexo y la especie
que se esté trabajando. Sin embargo, vale la pena mencionar que en ambos modelos
biolégicos las hembras presentan una mayor resistencia a la nicotina y que unicamente las
lineas con la mutacion relacionada con la enfermedad de Parkinson presentan un

incremento de la vida.

El dimetilsulfoxido es una sustancia soluble en medios acuosos y organicos por lo que es
utilizada como solvente. Muestra efectos beneficios en muestras biolégicas como la
crioproteccion, ya que evita el dafio a las células en el momento de la congelacién; y en la
industria farmacéutica, es mezclado con los medicamentos para obtener el ingreso exitoso
de la sustancia activa en el organismo. Sin embargo, presenta efectos secundarios
sistémicos como nauseas, vomito, diarrea, hemdalisis severa, las reacciones anafilacticas,
broncoespasmo, insuficiencia renal, hipertension diastdlica y sistélica, bradicardia, bloqueo
cardiaco, etc. Estas contradicciones generan controversia ya que entonces al utilizar el
DMSO, podria alterarse el resultado de algun experimento y causar efectos negativos al
organismo. En la Tabla 5 se muestra el efecto del DMSO sobre D. melanogaster y cultivos

de células.
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VITAMINA C

TABLA 1. EFECTO DE LA VITAMINA C SOBRE LA LONGEVIDADDE ROEDORES, NEMATODOS Y MOSCAS

Bezlepkin et al.
(1996)

Davies et al.
(1977)

Veurink et al.
(2003)

Bahadorani et
al. (2008)

Ratones machos
(Mus musculus)
C57BL/6J a
diferentes edades de
inicio de la dieta.

50 Cobayas (Cavia
porcellus) albinos
machos (cepa
Dunkin-Hartley) de 5
semanas de edad.

Ratones(Mus
musculus)

deficientes de ApoE

Mosca de la fruta
(Drosophila
melanogaster,

rosy*>).

Mezcla de antioxidantes [[3-
caroteno, a-tocopherol, Selenito
de sodio, zinc y acido ascoérbico

(50 mg/kg)] en el alimento.

25 recibieron suplemento diario
de 5mg/Kg de acido ascérbico y
los otros 25 recibieron 1% de

acido ascorbico en agua potable.

Probaron una dieta alta en grasas
en combinacion con antioxidantes
(acetato de Vitamina E, Ginko
biloba, Pyctogenol y Palmitato de
ascobilo_durante 3 meses.

Suplementaron la alimentacion

con Vitaminas A, E o C.

Los ratones de 2 meses aumentaron su esperanza de vida, sin
embargo fue mayor que en los de 9 meses. En contraste, cuando
se implementd la dieta en las edades de 16 y 23 meses, no hubo

diferencias.

No se encontraron diferencias significativas en la forma de
administracion. Sin embargo, al analizar los resultados se observo
que los animales del primer grupo tuvieron una vida 44% mayor

que el grupo que recibié 1% de acido ascérbico en el agua.

La longevidad de los ratones aumenté. Concluyen que los
antioxidantes hidrosolubles y liposolubles, permiten suministrar
una mayor dosis de antioxidantes, sin incurrir en un efecto pro-
oxidante.

Empero, faltan mas estudios para conocer Ia

combinacion ideal con la que se obtenga el mejor efecto benéfico.

En condiciones de oxigeno normales, la concentracion 20 mM de
vitamina C, incrementd la esperanza de vida y mientras que la

concentracién 100 mM la disminuyd.
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Las dosis de acido ascérbico (60, 120 y 240 ug) tuvieron poco

Shibamura et 'C\l:::naot:)::bditis Liposomas con 60, 120 0 240 ug  efecto sobre la duracion de la vida en él nematodo. No obstante, la
al. (2009) elegans. de &cido ascorbico. concentracion 240 ug tuvo influencia mayor en la vida util del
nematodo (efecto dependiente de la dosis).
La esperanza de vida media de los ratones aumentd al
suplementar acido ascérbico (8.6%) sin embargo, la esperanza de
vida maxima se mantuvo sin cambios. El 1% de acido ascorbico no
Massie et al. Ratones (Mus Acido ascérbico 1%y 2% en tuvo efecto sobre los niveles de cobre en corazoén, higado, rifiones
(1984) musculus) C57BL/6.  agua potable. y cerebro, pero una dosis de 2% causo una reduccion del 20% en

el contenido de cobre cardiaco concluyendo que las dosis altas de
acido ascorbico pueden ejercer efectos toxicos y reducir la

longevidad.

TABLA 2. EFECTO PRO-OXIDANTE DE LA VITAMINA C EN LOS MODELOS BIOLOGICOS DE RATONES, NEMATODOS Y MOSCAS.

Administraron ascorbil-2-

polifosfato, 180 mg / kg

Selman et al. Ratones C57BL/6

de peso corporal a
(2006) (Mus musculus) )

distintas temperaturas (7+

2°C y 22+ 2°C).

Vitamina C (entre 0,0001
Bakaev y Nematodo (C. )

y 100 mg/mL) en medio
Bakaeva, 2011 elegans) en

liquido con E.coli.

Observaron reduccion del tiempo de vida (45%) con respecto al control a
pesar que la peroxidacion lipidica del higado se redujo significativamente.
los organismos con la dieta antioxidante ingirieron mas y por tanto
consumieron mas antioxidantes que afectaron al tiempo de vida de los
ratones.

Las concentraciones 0.001 y 0.1 mg/mL, aplicadas a los 3 dias de vida,
aumentaron la vida media y maxima del nematodo. Sin embargo, 0.0001

mg/mL o menos y 1 mg/mL o superior no tuvieron efecto significativo en la
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diferentes etapas

de desarrollo.

Mosca de la fruta

Massie et al. (Drosophila
(1976) melanogaster)
Linea Oregon R
Mosca de la fruta
] (Drosophila
Massie et al.
melanogaster)
(1991)

Linea Oregon Ry
Sueco C

3 a 5 dias de vida. )

Experimento 1: Acido
ascorbico (1, 10y
50mM) cambiando el
medio de cultivo cada
semana. Experimento 2:
Acido ascérbico (1,10y
50mM) y acido
deshidro-ascérbico (1y
10mM) cambiando el
medio de cultivo a diario.
Experimento 3: Acido
ascorbico (1, 10y
50mM) y acido
deshidro-ascérbico (1y
10mM), con cambio de

medio dos veces al dia.

Acido ascérbico 1,10y
100mM

longevidad. Ninguna de las dosis de acido ascdrbico, aplicadas durante la
fase reproductiva de C. elegans (entre 3 y 10 dias de vida), tuvieron efecto
significativo sobre la esperanza de vida. Después del dia 10, el suplemento

con Vitamina C acort6 la vida media y maxima del nematodo.

La concentracién 1 mM de acido ascérbico aumenté ligeramente el tiempo
de vida de las hembras, sin embargo las concentraciones 10 y 50 mM la
y 12.8%,

concentraciones 0.1 y 10 mM, no tuvieron diferencias significativas con

disminuyeron 6.9% respectivamente. Sin embargo, las
respecto al control. La concentracion mas alta (100 mM) redujo la vida un
5%. Las moscas en los tratamientos con acido deshidro-ascorbico,
mantuvieron sin cambios su tiempo de vida indicando que el acido
ascorbico y no sus productos de oxidacidon, es responsable de la
disminucién de la vida. Al cambiar el medio dos veces diarias, la vida util
media en las tres concentraciones de acido ascorbico disminuyd 8.7 % en

comparacion con los controles.

Registraron el contenido de acido ascérbico en ambas lineas Drosophila y
encontraron una disminucion conforme aumenta la edad, mas elevada en
Sueco C. Al agregar el acido ascorbico en el alimento encontraron que la
concentracién 10 mM aumenté ligeramente la esperanza de vida, mientras

que 100 mM la disminuye, esto en moscas Oregon R. En la cepa Sueco C
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Sohal et al.
(1985).

Mosca(Musca
o Ascorbato 0.5y 2%.
doméstica)

las concentraciones 1 y 10mM de acido ascérbico aumentaron ligeramente
(2.5 dias o 5.5%) la esperanza de vida mientras que, la concentracion
100mM no tuvo efecto sobre la longevidad. Sin embargo, al analizar ambos
experimentos, concluyen que la dieta de acido ascorbico tiene poca o
ninguna influencia en el tiempo de vida de la mosca.

La concentracion 0.5% de ascorbato no provoco diferencias significativas
en la vida util media de las moscas (18.6 + 5.4 dias frente a 21.6 £ 7.5 dias
para el grupo de control). La concentracion 2% de ascorbato disminuyo
significativamente la vida util media por aproximadamente la mitad (de 9.9
1 3.8 dias). Por otro lado, en cuanto al registro de cambios en antioxidantes
enddgenos, muestran que el ascorbato 0.5% no cambid la tasa metabdlica
de las moscas domésticas, mientras que una concentracion de 2% de
ascorbato fue suficiente para disminuir significativamente su tasa

metabdlica.

TABLA 3. SIN NINGUN EFECTO AL USAR VITAMINA C EN ROEDORES Y C. elegans

Hollozsy (1998)

Suplementacién

de

Ratas (Rattus antioxidantes: 2.5 g de acido

norvegicus) cepa Long ascoérbico, 2.0 g de a-tocoferol, La dieta antioxidante no tuvo efecto sobre la longevidad de

Evans de 3 mesesde 0.1 g de B-caroteno y 20 mg de ratas sedentarias.

edad. bisulfito sédico de menadiona

compleja.
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Nematodos (C.

Schulz et al. (2007) elegans) tipo silvestre

‘Bristol N2’

Ratones (Mus

Tappel et al. (1973) musculus) CD-1

machos.

Vitamina C (5mM) y 2-desoxi-
D-glucosa (5mM) y la
combinacion de ambos en el
medio de crecimiento

(Escherichia coli).

Combinaciéon de antioxidantes:
Acido ascorbico, a-tocoferol,
hidroxitolueno butilado,

Metionina, Selenito de Sodio.

NICOTINA

Encontraron que el tratamiento con vitamina C y la
combinacion con 2-desoxi-D-glucosa, no muestran efectos
significativos sobre la longevidad. El tratamiento con solo 2-

desoxi-D-glucosa mostré un incremento de la longevidad.

La dieta se suplementé a partir de los 9 meses de edad
hasta 1.9 afios (edad que representa la vejez en ratones).
Los resultados mostraron que en ningun caso la dieta tuvo
un efecto significativo sobre la esperanza de vida de los

ratones.

TABLA 4: EFECTO DE LA NICOTINA EN D. melanogaster Y ROEDORES.

Chambers et
al. (2013)

Moscas de la fruta
(D. melanogaster).
Mutantes park?® y

Las mutantes park?s tuvieron un incremento (5 dias o 15%) de la

vida media con 9ug/mL de nicotina, respecto a las no sometidas a

nicotina (26/31 dias). La concentracién 12ug/mL no tuvo efecto

sobre la vida media. Las moscas control sometidas a la misma

Nicotina 0, 9 y 12ug/mL (0.08mM)

moscas controlw?!!8
(cepa de donde fue

generadapark?>)

concentracién (9ug/mL), disminuyeron la vida media a 55 dias
(55/64 dias) y a 12ug/mL disminuyd hasta 50 dias (50/64 dias).

Concluyen que los beneficios de la nicotina estan restringidos a las

moscas con la mutacion park?>.
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Deudne et al.

(2012)

Trinh et
(2010)

Erat et
(2007)

Hatchell
Collins.
(1980)

al.

al.

y

Machos de D.

melanogaster (20
moscas/vial. 10
repeticiones por

tratamiento)

D. melanogaster
parkZ472/Z472y

silvestres (WT)

Ratas (Rattus
norvegicus)

(Sprague—Dawley)

Ratones (Mus
musculus) cepas:
C57, DBA y C3H
(hembras y
machos)

Nicotina 8.9 pL (0.5 nM) y testigos,
con cambio de alimento cada siete
dias. Trascurridos los primeros 7
dias, a los individuos tratados con
nicotina y a los controles se les
provocaron la enfermedad de
Parkinson con 30 y 40 mM de
Rotetone.

Extracto de nicotina (0.310.26
pg/mL) se utilizaron grupos de
moscas (10 o 20 individuos) con la
misma edad. El alimento se cambi6

cada 2 dias.

Nicotina 0.5 mg/kg (0.0513mM)

0.1 mg de nicotina inyectada en
so6lo una ocasion. 180 ratones de
edades entre 573 dias. Se les
inyectd la nicotina y se cuantifico a
los 2.5, 5. 10, 20 y 40 min.

La nicotina ofrece neuroproteccion en el tratamiento con 40 mM de
rotetone y 0.5 nM de nicotina comparado con el control en el que
las moscas murieron 18% mas rapido. Esto muestra que los
machos de Drosophila silvestre son sensibles a la nicotina, y el

Unico beneficio es cuando adquieren la enfermedad de Parkinson.

El tiempo de vida de D. melanogaster con la mutacion park
aumenté 37.5%, comparadas con las control (40/55 dias), mientras

que las de tipo silvestre no experimentaron ningun efecto.

La nicotina disminuy®¢ la actividad de la glutatién reductasa en
higado, corazén, pulmones, estomago, rifién y testiculos. Aunque
incrementé la actividad de la glutation reductasa en cerebro
(~11.8%) y no tuvo efecto en musculo. Concluyen que el
consumo de nicotina disminuye la defensa antioxidante del
organismo.

Las hembras metabolizaron con mayor rapidez la nicotina en las
cepas C57 y C3H, mientras que a cepa DBA no mostro diferencias.
Los machos de esta cepa, presentaron mayor concentracion de
nicotina en el cerebro a los 10 y 20 min, de la misma manera que
los de la cepa C3H a los 20 min. La actividad motora se vio

afectada en ambos sexos desde los 2.5 min después de la
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Rosecrans
(1972)

Collinset et
al. (1988)

Caldorone et
al. (2008)

Ratas (Rattus
(CD)

machos y hembras

norvegicus)

Ratas (Rattus

norvegicus) linea
Sprague-Dawley
hembras
Ratas (Rattus
norvegicus)
machos y hembras

(C57BL/6J)

Nicotina 400 ug/kg, ratas de ambos

sexos fueron inyectadas con
nicotina y sacrificadas 5, 10, 15, 30,
60 y 90 min después. El segundo
grupo de ratas recibieron 4 dosis
diarias de nicotina y después de 24
horas se les dio otra dosis para ser
sacrificadas a los 15 o 30 min

después

Tratamientos créonicos con nicotina

1.6 mg/kg

Nicotina 50, 100 y 200 pg/mL

administrada en el agua potable

inyeccion. Los machos de todas las cepas presentaron menor

actividad motora en comparacion con las hembras.

Los resultados muestran una mayor acumulacién de nicotina en el
cerebro en las hembras de ambos tratamientos queaz<z8 afecta el

comportamiento.

Aumenté el nimero de uniones al receptor en mas regiones del
cerebro, relacionandose con el desarrollo de tolerancia. La
disminucién de la sensibilidad se incrementé con el trascurso de
los dias. Mostrando un menor efectos en la actividad locomotora y
temperatura corporal.

Los machos presentaron activacién de la locomocion con la
concentracién 100 ug/ml, mostrando que son mas sensibles a las
propiedades estimulantes de la nicotina crénica, sin embargo se
encontré que la nicotina es ansiogénica en hembras y sin efecto

en machos.

DIMETILSULFOXIDO (DMSO)
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TABLA 5: EFECTO DEL DIMETILSULFOXIDO EN D. melanogaster Y CULTIVOS CELULARES

Nazir et al.

(2003)

Massie et al.

(1985)

Hebling et al.

(2015).

Simsek et al.

(2012).

Vazquez-
Gomez et al.
(2010).

Drosophila
melanogaster
(hsp70-lacZ)

Drosophila

melanogaster

Células de
odontoblasto
MDPC-23

Cultivo celular 4T1
y 4THMpc derivado
de una linea celular
de cancer de mama

en ratén

D. melanosgaster
Oregon-flare y

multiple wing hair.

DMSO (0.0, 0.1, 0.3, 0.5,
1.0, 2.0, y 3.0%).

DMSO 0.5%.

DMSO (0.05, 0.1, 0.3,
05 y 1.0 mM) en el

cultivo celular por 24 hrs.

Los cultivos celulares
fueron mantenidos en
14 uyM de DMSO
durante 24 hrs.

5.5 yL de DMSO
mezclado con Tw80-
EtOH.

A partir de la concentracién 0.5% provoca citotoxicidad y deterioro del
desarrollo y desempefio reproductivo de las moscas, en cambio la
concentracién de 0.3% no presenté efectos adversos por lo que concluyen
que es ésta la concentracion mas viable para utilizarse sin riesgo de toxicidad
en D. melanogaster.

La concentracién 0,5% (0,060M) de DMSO caus6 reduccién del 33.3% en el
periodo de vida completo (larva y adulto) en comparacion con reduccion de
11.8% cuando se alimenta solamente durante la edad adulta. A dosis bajas
(menores del 0.5%) el dimetilsulfoxido resulté ser no téxico.

Ninguna de las concentraciones afecté el numero, adhesion o muerte celular,
sin embargo se encontré disminucion significativa en la produccion total de

proteinas en las concentraciones 0.5 y 1.0 mM.

El DMSO resulté mas citotdxico que la talidomina (utilizada de referencia), en
ambas lineas celulares. También induce la actividad de la caspasa-3

involucrada en apoptosis.

Redujo los niveles de mRNA en los genes Cyp6g1 y Cyp6g2, es decir,
modula la actividad enzimatica Inhibiendo la transcripcién. Se concluye que
se debe considerar el efecto negativo del DMSO al trabajar con elementos

biolégicos.
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Duefias-
Garcia et al.
(2012).

Bioensayo SMART
en alas de D.
melanogaster

cruzas estandar y
de bioactivacion

elevada.

5.5 uL de DMSO
mezclado con Tw80-
EtOH (DTE).

La mezcla DTE provoca disminucion en la frecuencia espontanea de clones
mutantes en la prueba SMART, concluyen que quiza la capacidad del DMSO
de ser buscador de radicales hidroxilo, contribuya a este resultado “positivo”
sin embargo, dejan abierta la posibilidad de que lejos de ser un efecto

protector pueda ser reflejo de un efecto citotdxico o de apoptosis
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JUSTIFICACION

La vitamina C, es considerada un excelente antioxidante, he incluso se ha pensado que el
consumo constante podria prevenir el envejecimiento, ya que dona dos de sus electrones
para evitar que otras moléculas se oxiden, y asi mantiene el buen funcionamiento celular
en todo el organismo. Por otro lado, en ocasiones presenta un efecto pro-oxidante, ya que
puede interactuar con iones de cobre y fierro formando radicales hidroxilo, ademas puede
desactivar algunas enzimas como la catalasa, responsable de la conversién de perdxido de

hidrégeno a agua. Por lo tanto, la vitamina C provoca controversia entre muchos autores.

Asi como existen productos con fama de antioxidantes, hay otros que a pesar de numerosos
estudios que indican los riesgos de su consumo, siguen siendo comercializados. Hay
diferentes vias de admision que permiten la introduccion de la nicotina al organismo, entre
ellas fumar cigarrillos es la forma mas prevalente de adiccion y al alcance de la poblacion.
La nicotina resulta problematica dado que se relaciona con problemas a la salud como
cancer (en pulmones, labio o lengua y garganta), enfermedades del corazén y vasos
sanguineos, insomnio, bronquitis, enfisemas, degeneracion de la retina e incluso problemas

en el embarazo.

Los estudios con modelos bioldgicos, en los que se realizan las pruebas de ciertos
productos, utilizan solventes para asegurar el paso de la sustancia en cuestion a través del
organismo. El dimetilsulféxido, por su caracteristica anfipatica, puede disolver medios
acuosos u organicos, por lo que es un solvente muy utilizado. Sin embargo, existen
evidencias que muestran sus numerosos efectos secundarios, como nauseas, vomito,

diarrea, bloqueo cardiaco e incluso interrumpe el ciclo celular.

Ya que no existe gran evidencia cientifica sobre el efecto en la esperanza de vida al
consumir y/o utilizar la vitamina c, nicotina y DMSO, resulta necesario realizar estudios in

vivo, con la finalidad de determinar su efecto en la longevidad.

OBJETIVOS
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GENERAL

Evaluar del efecto de la vitamina C, la nicotina y el DMSO en la longevidad de
Drosophila melanogaster Canton S*.

PARTICULARES

Comprobar el efecto de vitamina C (0.2, 2.0 y 20 mM), nicotina (0.08 y 0.62 mM) y
DMSO (0.15, 0.3 y 0.6% v/v) sobre la longevidad de D. melanogaster.

Determinar si existen diferencias en la longevidad entre machos y hembras de D.
melanogaster expuestas a nicotina, vitamina C y/o DMSO.

HIPOTESIS

De acuerdo con los antecedentes se esperaria:

Que la vitamina C alargue la vida de Drosophila melanogaster, es decir que
promueva la longevidad.

Que la nicotina, en ambas concentraciones, acorte la esperanza de vida de D.
melanogaster.

Que el DMSO a la concentracion de 0.6 % acorte la vida, pero a las concentraciones
0.3 y 0.15 % no presente efecto sobre la longevidad de D. melanogaster.
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MATERIALES

QUIMICOS

Agentes quimicos utilizados en este estudio

Vitamina C
Grado reactivo, cristalina
Sinénimo: L-Acido -Threoascorbico,
factor de antiescorbutica, Vitamina C
Foérmula molecular: CsHsOs
(SIGMA-ALDRICH)
CAS: 50-81-7

Nicotina
299% (GC), liquido
Sinénimo: (-) - 1-metil-2- (3-piridil) pirrolidina, . N

(S) -3- (1- metil- 2- pirrolidinil) piridina | |
Férmula molecular: C1oH14N2 N

(SIGMA-ALDRICH)
CAS: 54-11-5

Dimetilsulfoxido O

ReactivoACS, 299.9%
Sindnimos:DMSO, Sulféxido de dimetilo P S ~

Formula molecular: C2HsOS
(SIGMA-ALDRICH)

CAS 67-68-5

Otros:

e Solucion conservadora: 5mL de tegosept al 12% (OH) y 5mL de acido propidnico
aforados a 1 litro de agua (Duefias et al., 2001).

e Hojuelas de papa deshidratada marca Maggi®
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e Levadura fresca marca La Florida®
e Medio de cultivo instantaneo (DIM): Drosophila Instant Medium (Carolina Biological
Supply Co. Burlington N.C. USA).

BIOLOGICOS

e Linea de D. melanogaster: Canton S* donada originalmente por la Dra. Norma
Velazquez Ulloa de Lewis and Clark Collegeen Portland, Oregon, USA. Propagada

y mantenida en el Laboratorio de Genética Toxicologica de la FES-Iztacala, UNAM.

METODOS

PROPAGACION Y COLECTA DE HUEVOS

La linea silvestre Canton S* de D. melanogaster se propag6 durante aproximadamente 1
mes en medio de 5 g de hojuelas de papa marca Maggi® y 20 mL de solucién conservadora
(4cido propidnico y Tegosept) (Duenas et al., 2001); en frascos de 250 mL con tapones de

hule espuma.

Se realizd la colecta de huevos durante 22 h (Linford et al., 2013), en condiciones de
obscuridad a 25°C y 60-80% de humedad relativa. La colecta se realizé en frascos de 250
mL con levadura de cerveza fresca, marca La Florida®, activada con azucar y agua.
Después de tres dias se recuperaron las larvas de tercer estadio (72+11 h) lavandolas con
agua corriente a temperatura ambiente con un colador de malla fina. Se depositaron las
larvas en frascos con medio fresco de hojuelas de papa marca Maggi® y se incubaron de

nuevo a 25°C.

SINCRONIZACION DE EDADES

El ciclo de vida de D. melanogaster es de 10 dias, bajo condiciones de laboratorio (25°C y
60-80% de HR), y el tiempo de incubacién de 22h, se eliminaron los imagos que emergieron
en el noveno dia y solo se utilizaron los individuos emergidos el décimo dia. De esta manera
se asegurd que todos los individuos experimentales tuvieran la misma edad. Se permitid

que éstos alcanzaran la madurez sexual y por lo tanto su reproduccion durante 2 dias.

EXPERIMENTACION
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Se separaron las moscas por sexo con ayuda de un microscopio estereoscopico. Se
colocaron 10 individuos de cada género en tubos de plastico, en un extremo del tubo se
colocd una tapa con 0.25 g de medio de cultivo Carolina® hidratado con 0.5 mL del

tratamiento.

Los tratamientos fueron: Agua miliQ como testigo solvente, DMSO (0.15, 0.3 y 0.6%) como
testigo de acortamiento de vida; Nicotina (0.08 y 0.62mM) y vitamina C (0.2, 2.0 y 20 mM)

como testigo de alargamiento de la esperanza de vida.

Se realizaron cuatro experimentos independientes con ocho réplicas por sexo.

REGISTRO DE DATOS

Cada 3er dia se cambié el medio hidratado con el tratamiento correspondiente y cada
semana se reemplazaron los tubos (para evitar contaminaciéon o que las moscas tratadas
se mezclaran con su descendencia), ademas de contabilizar el nimero de moscas vivas

por cada unidad experimental en el momento del cambio de alimento (Linford et al, 2013).

ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos se realizaron graficas de dispersion.

e Se compararon las pendientes entre ambos sexos para cada tratamiento y por cada
sexo con los diferentes tratamientos.

e Se realizé la comparacion entre pendientes con la prueba de t para pendientes
(paquete minitab17).

e Se obtuvo la comparacion de pendientes de cada tratamiento con el testigo (agua).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se evalud el efecto de la vitamina C, la nicotina y el DMSO en la
longevidad de D. melanogaster, mediante la técnica modificada de Linford et al. (2013).
Después de realizar el analisis estadistico, se encontraron los siguientes resultados
(Figuras 8-13 y Tablas 6 — 10).

VITAMINA C

La concentracion 20 mM de vitamina C acorté el tiempo de vida de D. melanogaster. Al
tercer dia de experimentacién, todas las moscas habian perecido, por lo que se decidié
disminuir la concentracion en un orden de magnitud, es decir, se utilizé vitamina C 2 mM.
Ahora el deceso del 100% de las moscas se presento al 6to dia del experimento (Figuras 8
y 9). En consecuencia, se probo una concentracion 10 veces menor que la anterior, vitamina
C 0.2 mM. Esta concentracion nuevamente acortd del tiempo de vida de la mosca (Figura
10y 11).

La comparacioén de resultados entre 20 mM de vitamina C y el control (Agua miliQ) muestra
un acorte del 92.3% en moscas de ambos sexos, a 2 mM el acorte fue de 84.6% (en ambos
sexos) y a la concentracion 0.2 mM disminuy6 el tiempo de vida un 42.85% en machos y

36.3% en hembras, sin diferencias significativas entre sexos (Tabla 8).

El analisis de comparacion de pendientes entre las diferentes concentraciones de vitamina
C empleadas (0.2, 2.0 y 20 mM) no mostro diferencias significativas en machos (Tabla 6a),
no obstante en hembras existen diferencias entre la concentracién 0.2 mM con 2.0 y
20.0mM (Tabla 6b).
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COMPARACION DEL PROMEDIO DE VIDA DE DROSOPHILA MELANOGASTER

SOMETIDA A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE VITAMINA C

EMPLEADAS EN AMBOS SEXOS.

promedio de moscas vivas
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FIGURA 8: Comparacion del tiempo de vida bajo los tratamientos de vitamina C (2.0 y 20 mM) y el
testigo Agua miliQ en machos. Se observa que ambas concentraciones acortaron el tiempo de

vida de D. melanogaster con respecto al control (agua).
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FIGURA 9: Comparacion del tiempo de vida de las moscas bajo los tratamientos de vitamina C
(2.0 y 20 mM) contra el testigo Agua miliQ en hembras. Se observa que ambas concentraciones

acortaron el tiempo de vida de D. melanogaster con respecto al control (agua miliQ).
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FIGURA 10: Comparacién del tiempo de vida bajo el tratamientos de vitamina C 0.2 mM vy el

testigo Agua miliQ en machos. Se observa que acorta el tiempo de vida de D. melanogaster con

respecto al control (agua).
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FIGURA 11: Comparacion del tiempo de vida de las moscas bajo el tratamientos de vitamina C
0.2 mM contra el testigo Agua miliQ en hembras. Se observa que se acorta el tiempo de vida de D.

melanogaster con respecto al control (agua). Donde (*) indica que existen diferencias
significativas entre la concentracion 0.2 mM con el resto de las concentraciones de vitC.
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TABLA 6: ANALISIS DE COMPARACION ENTRE PENDIENTES DE LAS MOSCAS
EXPUESTAS A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE VITAMINA C EN
MACHOS Y HEMBRAS (PAQUETE MINITAB17).

a) Vitamina C en machos.

VitC 20mM vs VitC 2mM -1.67 vs -1.67 0 1.0
VitC 20mM vs VitC 0.2mM -1.67 vs -0.76 -1.48 0.1894
VitC 2mM vs VitC 0.2mM -1.67 vs -0.76 1.78 0.1253

Ninguna de las concentraciones mostro diferencias en el tiempo de vida de los organismos,
observandose el valor de P > a=>0.05, en todas las concentraciones.

b) Vitamina C en hembras

VitC 20mM vs VitC 2mM -1.67 vs -1.67 0 1.0
VitC 20mM vs VitC 0.2mM -1.67 vs -0.43 -2.82 0.0225*
VitC 2mM vs VitC 0.2mM -1.67 vs -0.43 -2.82 0.0225*

*

Las concentraciones de 20 mM vs 0.2 mM y 2 mM vs 0.2 mM, mostraron diferencias significativas
en el tiempo de vida de los organismos, en donde el valor de P < a > 0.05.

TABLA 8: ANALISIS DE COMPARACION DE PENDIENTES ENTRE MACHOS Y
HEMBRAS DE CADA TRATAMIENTO DE VITAMINA C UTILIZADO (PAQUETE

MINITAB17).
Tratamiento Machos Hembras t P
VIT C 0.2mM -0.7583 -0.4257 1.66 0.0739

El analisis comparativo entre sexos no arrojo diferencias significativas en el tiempo de vida de los
organismos, observandose una P > a->0.05. *Nota: No se obtuvieron suficientes datos de los
tratamientos vitC 2.0 y 20 mM para realizar el analisis estadistico en ambos sexos.

Estos resultados muestran que, en general, todas las concentraciones de vitamina C
acortaron el tiempo de vida de D. melanogaster, en ambos sexos con respecto al testigo.
La reduccién drastica de la sobrevivencia en todas las concentraciones de vitamina C pone
en duda la hipétesis relacionadas con el incremento en la longevidad (Sadowska, 2014) al
menos en D. melanogaster. Estos resultados contrastan con los datos de Bahadorani et al.
(2008), en donde observaron que al utilizar D. melanogaster (rosy*®) expuesta a la
concentracion 20 mM aumentaba su esperanza de vida 13%, no obstante, la concentracion
100 mM la acortaba 41%. Es probable que estos resultados se asocien con la cepa utilizada,

debido a que las mutantes rosy* poseen un tercer cromosoma isogénico (Reaume et al.
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1991) que podria brindarle proteccion extra frente al efecto pro-oxidante de la vitamina C
ya que genes como mus308 (implicado en las vias de tolerancia al dafio) y mus304
(implicado en la respuesta al dafio celular), por mencionar algunos, estan presente en el
cromosoma 3 (Lépez, 2003). Por otro lado, Massie et al. (1976), encontraron resultados
parecidos a los del presente trabajo. Utilizando la cepa Oregon R, la concentracion de 1mM
de vitamina C aumenté ligeramente el tiempo de vida de las hembras, sin embargo, las
concentraciones 10 y 50 mM disminuyeron la esperanza de vida en un 6.9% en hembras y
12.8% en machos, permitiendo observar que a concentraciones mayores a 1 mM de vitC,

se reduce la esperanza de vida de los organismos.

Tomando en cuenta que el cambio de alimento, en este estudio, fue cada tercer dia, queda
en duda si la acumulacion de los productos de oxidacion de la vitamina C podrian ser los
responsables de la disminucién observada en el tiempo de vida de D. melanogaster. Massie
et al. (1976), realizaron otro experimento en el que cambiaban los medios diariamente. La
vida media de las moscas fue ahora similar a los controles (agua) en las concentraciones
de 0.1 y 10 mM de vitamina C. Sin embargo, la concentracion 100 mM causé una reduccién
del tiempo de vida (5%). Un tercer experimento realizado por Massie et al. 1976, en el cual,
se mantuvo a las moscas en los medios suplementados con el producto de oxidacion de la
vitamina C (acido deshidro-ascorbico; 1 y 10 mM); mostré que la vida media permanecio
sin cambios, lo que indica que la reduccion de la esperanza de vida es un resultado directo
de la vitamina C y no de sus productos de oxidacion. Por ultimo, probaron cambiar el
alimento 2 veces al dia. Sin embargo, la modificacién no provocod efecto benéfico
significativo en la vida media ya que ese parametro disminuy6 en las tres concentraciones
de vitamina C hasta en 8.7% (Massie et al. 1976). En conjunto, con los resultados de
nuestro estudio, donde se cambiaba el medio cada tercer dia, se fortalece la conclusién
que la vitamina C acorta el tiempo de vida de la mosca, ademas que, no participa la

periodicidad en el cambio de alimento ni los productos de oxidacion.

Shibamura et al. (2009), utilizando al nematodo C. elegans, mostraron que el acido
ascorbico administrado mediante liposomas aumentd significativamente la vida media y
maxima de éste; también compararon los resultados con otro experimento en el cual se
agrego el acido ascorbico a los medios de cultivo, en la misma dosis, sin efecto benéfico en
el tiempo de vida. Sin embargo, Schulz et al. (2007), suministraron al nematodo C. elegans,
5 mM de vitamina C y la combinacién de 2-desoxi-D-glucosa con vitamina C, determinando

que en ambos tratamientos hubo efecto nulo en el tiempo de vida.
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Por otro lado, Selman et al. (2006) mostraron que al suplementar vitamina C a ratones de
campo, disminuyé su tiempo de vida, aun cuando los niveles de peroxidacion lipidica
disminuyeron. El resultado lo atribuyeron a una mayor ingestiéon de alimento que estaba
enriquecido con antioxidantes, es decir, que la hiperfagia permiti6 un mayor ingreso de
vitamina C al organismo y por lo tanto afectd su metabolismo, pero ayudo a contrarrestar la
peroxidacion lipidica. No se puede descartar la posibilidad que el efecto nulo en los estudios
utilizando C. elegans (Schulz et al. (2007) sean el resultado de una inadecuada dosificacion
a estos animales. No obstante, Hollozsy (1998) suplementé una mezcla antioxidante
incluido el acido ascorbico, a ratas (Rattus norvegicus), y no presentaron cambio

significativo en el tiempo de vida.

Es ahora necesario revisar si la via de administracion (el alimento hidratado con la vitamina
C), influyé en el comportamiento pro-oxidante de la vitamina C. Estudios con roedores
muestran dos vias de administracién, en el agua de bebida o en la comida. Davies et al,
(1977), trabajaron con cobayas, probaron ambas vias de administracién del acido
ascorbico: presentando el compuesto en la comida, observaron que vivian mas en
comparacion con las que adquirian el acido ascorbico en el agua. No obstante, el
suplemento de vitamina C (5 mg/kg) no mostré resultados significativos en la extension de
la vida. Aungque no utilizaron un control para comparar, al analizar las muertes de los seis
primeros animales tratados con vitamina C, tenia un tiempo de vida mas largo (44%) de los

animales que recibieron el 1% de &cido ascérbico en el agua potable (Pallauf et al. 2013).

De acuerdo con Sandowska, 2014, los antioxidantes administrados en los medios de cultivo
pueden no ser incorporados al organismo modelo y por tanto es dificil estimar la cantidad
ingerida sobre todo cuando las altas dosis del antioxidante pueden conducir al rechazo de
alimentacion y por tanto producir hambre (Sadowska, 2014). En humanos, los beneficios
de la vitamina C en la dieta, al parecer estan mas relacionados con la prevencion de la
enfermedad del escorbuto. Por otro lado, aunque se suplementaran grandes cantidades de
vitamina C, los niveles de plasma sanguineo no se elevaria por encima de un cierto nivel,
provandose en voluntarios sanos. Esto llevo a la hipotesis de que la vitamina C no tiene
ningun valor adicional si se consume en altas dosis, sin embargo, se promueve el aumento

en la cantidad recomendada diaria hasta 200 mg / dia (Levine et al. 1996).

Como ya se menciond, primates, murciélagos frugivoros y conejillos de Indias (cobayas)
carecen de la enzima L-Gulono-1-Lactona-oxidasa (GULO), la cual se encarga de sintetizar

el 2-Ceto-1-gulolactona, que es el precursor inmediato del acido ascérbico. Por lo que,
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Pallaufet. al., 2013 menciona que los modelos biolégicos con deficiencia de esta enzima
pueden parecerse mas a los humanos que aquellos organismos que producen el acido
ascorbico endégeno. Aunque las enzimas que contribuyen a la sintesis de acido ascorbico
en D. melanogaster no han sido caracterizadas en detalle, se ha encontrado que las moscas
contienen vitamina C sin que se consuma a través de su dieta (Massie et al., 1991). Por lo
tanto, se pude considerar el modelo biolégico de D. melanogaster como util para estudios

en donde se utilizan elevandas concentraciones de vitamina C (Pallauf et. al.,2013),

Debido a la controversia que ha causado el estudio de la vitamia C, se a sugerido que podria
tener un efecto “filo de navaja, cuello de botella o umbral”, debido a que en bajas dosis tiene
un efecto pro-oxidante mientras que en dosis altas es antioxidante (Garcia et.al,2006). Los
resultados obtenidos en este estudio, muestran que si bien todas las concentraciones
empleadas disminuyeron el tiempo de vida de D. melanogaster, la concentracion con mayor
efecto reductor de la vida es la concentracion 20 mM, y el menor efecto coincide con la de
menor concentracién empleada (0.2 mM), con lo que se descarta un efecto filo de navaja 'y
mas de concentracion dependiente. Tomando en cuenta que la actividad pro-oxidante
depende de la presencia de moléculas o atomos que la induzcan, por ejemplo metales de
transicion (Garcia, y otros, 2006), puede llevar a pensar que el medio de cultivo al que se
hidraté con el tratamiento contuvo estas moléculas, sin embargo el medio de cultivo
Carolina®, no contiene metales de transicion, por lo que esta idea podria descartarse. No
obstante, seria interesante conocer la interaccién enddégena de la vitamina C a nivel
geneético, ya que las interacciones de la misma, en el interior de la célula, son las que dan

como resultado el efecto antioxidante o pro-oxidante de la vitamina C.

Por otro lado, Massie y colaboradores (1991) probaron los cambios del acido ascérbico con
la edad en Drosophila melanogaster; proponen que la presencia de cobre (mayores
cantidades en insectos que en mamiferos), promueve la inestabilidad de este reactivo
durante el envejecimiento debido a que el cobre acelera la auto-oxidacién del acido

ascorbico debido quiza a que el cobre cataliza esta auto-oxidacion.

NICOTINA

La nicotina 0.08 mM redujo el tiempo de vida de machos en 61.54%, (Figura 10). En

contraste en hembras, esta concentracién extendio el tiempo de vida un 6% (Figura 11).
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Del mismo modo, la concentracion 0.62 mM de nicotina (CLso de D. melanogaster Cantén
S*) (Dra. Velazquez-Ulloa, com. per.), redujo la vida del 46.1% en machos y 27.2% en

hembras.

La comparacion entre los tratamientos con nicotina y agua, muestra diferencias
significativas en los experimentos con machos. Mientras que en hembras Unicamente la
concentraciéon 0.62 mM arroj6 diferencias significativas, incluso, las moscas suplementadas
0.08 mM vivieron un poco mas que las control (Agua miliQ) aunque las diferencias no son
significativas (Tabla 9). Al contrastar los resultados con ambas concentraciones de nicotina,
se determinaron diferencias significativas en ambos sexos, observando una relacion dosis

respuesta (Tabla 10).

La concentraciéon 0.62 mM de nicotina no presenta diferencias al contrastar el efecto en
machos y hembras. Sin embargo, la concentracion 0.08 mM de nicotina, presenta
diferencias entre sexos, mostrando a las hembras mas resistentes al tratamiento (Cuadro
11).

10.00 ¥
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00 o— AGUA
4.00 \ == NIC(0.62mM)*

3.00 \ NIC(0.08mM)%
2.00 i

1.00

0.00 \l

0 10 20 30 40 50

Tiempo de dias

Promedio de moscas vivas

FIGURA 10: Comparacion de la nicotina (0.08 y 0.62 mM) contra el testigo Agua miliQ en
machos. Se observa que ambas concentraciones acortaron el tiempo de vida de D. melanogaster,
sin embargo tuvo un mayor acorte la concentracion 0.08 mM. Donde (%) indica que existen
diferencias significativas del tratamiento testigo y las concentraciones de nicotina.
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FIGURA 11: Comparacién del tiempo de vida bajo el tratamiento de nicotina (0.08 y 0.62mM)
contra el testigo (Agua miliQ) en hembras. Se observa que la concentraciéon 0.62 mM acorté el
tiempo de vida de D. melanogaster. La concentracion 0.08 mM logré aumentar la vida ligeramente
(6%), sin embargo no se encuentran diferencias estadisticas. Donde (%) indica diferencias
significativas en el tratamiento testigo y las concentraciones de nicotina.

TABLA 9: ANALISIS DE COMPARACION ENTRE LOS TRATAMIENTOS
NICOTINA VS. AGUA

Tratamientos Pendientes Machos Pendientes Hembras
comparados machos hembras
Agua vs NIC 0.8 mM** -0.67 T=-4.24, P=0.0027 -0.32 T=-0.25, P=0.4036
Aguavs NIC0.62 mM -0.51 T=-6.27, P=0.0004 -0.45 T=-2.33, P=0.0263

**Se utilizaron menos datos para el analisis.

La comparacién entre los tratamientos de nicotina con el testigo (AguamiliQ) mostré
diferencias significativas en machos, donde la P < o = 0.05. Sin embargo en hembras solo la
concentracién 0.62 mM mostré diferencias significativas con respecto al testigo., donde P<a 2>

0.05.
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TABLA 10: ANALISIS DE COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE
NICOTINA PARA CADA SEXO USANDO LA PRUEBA ESTADISTICA DE T PARA
PENDIENTES (PAQUETE MINITAB17)

a) Nicotina en machos

Tratamientos Pendientes ValordeT ValordeP

Nic 0.08 mM vs Nic 0.62 mM -0.67 vs-0.51 -2.29 0.0409*

La comparacién entre las concentraciones de nicotina empleada present6 diferencias
significativas* entre si, donde P < a - 0.05.

b) Nicotina en hembras

Tratamientos Pendientes ValordeT ValordeP

Nic 0.08 mM vs Nic 0.62 mM  -0.33 vs -0.45 2.4 0.0262*

La comparacién entre las concentraciones de nicotina empleada present6 diferencias
significativas* entre si, donde P < a - 0.05.

TABLA 11: ANALISIS DE COMPARACION DE PENDIENTES ENTRE MACHOS Y
HEMBRAS DE CADA TRATAMIENTO DE NICOTINA UTILIZADO (PAQUETE
MINITAB17)

NIC 0.62 mM -0.5074 -0.4486 -1.16 0.1420
NIC 0.08 mM -0.6738 -0.3236 5.01 0.0012

La comparacién entre machos y hembras con respecto a las concentraciones de nicotina empleada
mostro diferencias significativas en la concentracién 0.8 mM, donde P < a = 0.05.

Tal como se esperaba la nicotina acort6 el tiempo de vida en las moscas, principalmente
en machos, (aunque en hembras la concentracion 0.08 mM no tuvo ese efecto). Estos
resultados coinciden con los reportados por Chambers et al. (2013), quienes probaron
nicotina 0.08 mM en D. melanogaster (W!'#), y encontraron disminucion del tiempo de vida
del 21.8% comparado con el control. Crowley-Weber et al. (2003) encontraron que la
nicotina activa el factor de trascripciéon NF-kb, que participa en la respuesta inmune,
apoptosis, y que es activado por algun tipo de estrés; se demostro que las especies
reactivas de oxigeno (ROS) se incrementan desde concentraciones bajas de nicotina

(8uM). De acuerdo con Rodriguez y Céspedes (1999) las (ROS) ocasionan dafio a la célula,
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que correlaciona con aceleracion del envejecimiento, aunque no esta esclarecido su
participacién. Lo que si esta comprobado es que estos dafios ocasionan un mal

funcionamiento de la célula, llevando a la muerte celular (Rodriguez y Céspedes, 1999).

Por otro lado, Shaw et al. (2000), en un estudio epidemioldgico, reportaron que el consumo
de un cigarrillo disminuye 11 minutos la esperanza de vida en los varones. Por tanto se
podria suponer que los organismos que consumen nicotina, disminuirian su tiempo de vida.
Los resultados de este estudio, donde la concentracion 0.62 mM de nicotina disminuyo el
tiempo de vida de D. melanogaster 46.1% en machos (Figura 10) y 27.2% en hembras
(Figura 11) apoyarian esa suposicion. Es importante hacer notar que en el tratamiento con
0.08 mM de nicotina ocurre algo controversial: la disminucion en machos fue mayor que
con 0.62 mM, es decir, una menor concentracion de nicotina decrece aun mas el tiempo de
vida de las moscas macho (61.54%). Deudne et al. (2012), utilizaron 8.9 uL (0.5 nM) de
nicotina en moscas macho (silvestre), mostrando un acortamiento de la vida 18% mas
elevado que a las moscas inducidas con Parkinson. Sin embargo, Trinh et al. (2010) usando
la concentracién 0.3 + 0.26 ug/mL de nicotina libre del tabaco, no obtuvieron ningun efecto

en el tiempo de vida de las moscas control (silvestre).

En hembras el efecto es distinto, es decir, la concentracion 0.08mM no acorto el tiempo de
vida de D. melanogaster. No existen estudios publicados con nicotina y Drosophila que
apoyen las diferencias entre los sexos reportados en este trabajo. Hatchell y Collins (1980),
inyectaron nicotina a ratones macho y hembra de tres cepas, obtuvieron una marcada
diferencia; las hembras, presentaron una mayor rapidez metabdlica (mayor resistencia),
mientras que los machos exhibieron una mayor cantidad de nicotina en cerebro asi como
menor capacidad motora. Es decir, estos datos sugieren que la cepa y el sexo tienen
importancia primaria en la sensibilidad de los organismos a la nicotina. Las ratas hembras
aumentan el numero de uniones a receptor en tratamientos crénicos de nicotina,
relacionandose con el desarrollo de tolerancia y una menor sensibilidad a nicotina segun lo
reportado por Collins, Romm y Wehner (1988). Las ratas hembras muestran mayor
acumulacion de nicotina en el cerebro que los machos, diferencia que disminuye con el
tiempo después de una sola infusion y después de la administracion repetida de la nicotina
(Rosencrans, 1972). En el estudio de Caldorone, King y Picciotto (2008) se probd que la
nicotina activa la locomocién a menor concentracién en ratas machos (C57BL/6J),
mostrando que las hebras presentan una mayor resistencia a la nicotina. Expresan que es
posible que las diferencias sexuales de las ratas sean debido a los estrégenos. Benowitz et

al., en el 2006 estudiaron las diferencias sexuales entre seres humanos y encontraron que
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las mujeres metabolizan mas rapidamente la nicotina debido, quiza, a las hormonas
sexuales ya que contrastaron a mujeres que usaban anticonceptivos contra las que no los
usaban, exhibiendo un incremento mayor en el metabolismo en las mujeres que usaban
anticonceptivos, por lo que proponen que los estrogenos juegan un papel fundamental en
el metabolismo de la nicotina. Sin embargo, en el modelo biolégico empleado en este
estudio, D.melanogaster, no puede comprobarse esta teoria debido a la ausencia de

estrogeno en este organismo.

Otro factor a destacar es el genético, ya que, asi como en mamiferos, la determinacion del
sexo en las moscas se da por cromosomas sexuales XY. En las moscas el cromosoma 1
(que es el X) es el que presenta la mayor cantidad de genes relacionados con la reparacién
de dafos (locus mus) (FlyBase), a diferencia de los mamiferos, en las hembras de D.
melanogaster ambos cromosomas “X” son activos. Existe por consiguiente mayor expresion
de los genes ubicados en dicho cromosoma en hembras que en los machos que presentan
un solo cromosoma 1 (por ser “XY”). Algunos de los genes de reparacion del DNA ubicados
en el cromosoma X han sido estudiados por mutantes como mus (mutagen-sensitive loci)
mutantes sensibles a mutagenos, presentando el mus101, mus102, mus105, mus106,
mus108, muslll; también mei9 (meiotic loci), mutantes deficientes en el proceso de
mitosis, destacando el mei9 y mei4l; (Lépez, 2003; FlyBase). EI CYP18a1 de D.
melanogaster es miembro del clan de la familia CPY2 de mamiferos, del cual se desprende
el CYP2B6 responsable del metabolismo de la nicotina, es decir, es probable que la nicotina
sea metabolizada por este citocromo que en particular se encuentra en el cromosoma X de
D. melanogaster, contribuyendo entonces a incrementar la protecciéon de las moscas

hembras a este compuesto (Plant, 2003).

Tomando en cuenta lo anterior, y considerando que las moscas también presentan un tipo
de hormonas sexuales similares a los estrogenos, podria ser en que las hembras
metabolicen mas rapido la nicotina debido a la presencia de estas hormonas sexuales (De
Loof, y Huybrechts, 1998), y como tal adquieran una mayor resistencia a la misma. Existen
genes de reparacion asociados al cromosoma X, y ya que en hembras presentan una
cantidad mayor de genes de reparacion por tener dos cromosomas X, les brinda mayor
proteccion. Por lo tanto se justificaria que las hembras no disminuyeron su esperanza de
vida. Aun no se puede afirmar con total seguridad lo anterior debido a las diferencias en el
modelo biolégico usado (Drosophila melanogaster Vs. roedores Vs. humanos) y por lo tanto

seria imperativo realizar mas estudios en D. melanogaster evaluando simultdneamente la
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actividad de los receptores nicotinicos, la via de administracion de la nicotina, el tiempo de

vida y la linea utilizada para dilucidar estas cuestiones.

Es de anotar, que en el tratamiento de nicotina, se observa un efecto de hormesis, el cual
corresponde a un efecto beneficioso a dosis bajas, pero que se comporta como téxico a
dosis mas altas (Dias de Santos, 1997), al menos en hembras se mostré evidente este
efecto, sin embargo, en machos la concentracion mas baja (0.08 mM), afecto mas el tiempo

de vida.

DIMETILSULFOXIDO (DMSO)

Como se esperaba, la concentracion 0.6% de DMSO, disminuy6 el tiempo de vida de D.
melanogaster en 76.9% en ambos sexos. La concentracion 0.3% propuesta Nazir et al.
(2003), disminuyd 30.7% en machos y 18.1% en hembras. La concentracion 0.15% de
DMSO determinando que disminuye el tiempo de vida de los machos un 69.24% (Figura

12) no afecta a las hembras (Figura 13).

En el analisis de pendientes, la comparacion entre los tratamientos de DMSO (0.15, 0.3 y
0.6 %) arrojo diferencias significativas entre las concentraciones 0.6 vs. 0.15% y 0.6 vs.
0.3% en machos Cuadro 13a). No obstante, puede apreciarse que las moscas sometidas a
la concentracién 0.3%, vivieron mas tiempo que las sometidas a 0.15%. En hembras, todos

los tratamientos presentaron diferencias significativas entre ellos (Tabla 13b).

No obstante, la prueba de comparacion de pendientes entre machos y hembras, no revelo
diferencias significativas entre sexos (Cuadro 14), aunque al observar las graficas, se puede
apreciar que en la concentracion 0.15% de DMSO, los machos vivieron hasta el dia 9y en

hembras hasta el dia 33 de la experimentacion.
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FIGURA 12: Comparacion del tiempo de vida bajo la concentracion de DMSO (0.6, 0.3 y 0.15%)
contra el testigo Agua mliQ en machos. Se observa que las tres concentraciones acortaron la vida
de D. melanogaster obteniendo un mayor acortamiento a 0.6% y el menor a 0.3%en machos.
Donde (¥) indica que existen diferencias significativas entre tratamientos.*
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FIGURA 13: Comparacién del tiempo de vida bajo la concentracion del DMSO (0.6, 0.3 y 0.15%)
contra el testigo Agua miliQ en hembras. Se observa que las concentraciones 0.6 y 0.3%
acortaron el tiempo de vida de D. melanogaster, y la concentracion 0.15% tuvo el mismo tiempo de
vida que le control. Donde (*) indica que existen diferencias significativas entre tratamientos.*

*Sin diferencias significativas entre machos y hembras.
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TABLA 12: ANALISIS DE COMPARACION ENTRE LOS TRATAMIENTOS DE
DMSO VS. AGUA

Aguavs DMSO 0.3%  -0.27 T=-0.95, P=0.1979 -0.32 T=-0.33, P=0.3755
Agua vs DMSO 0.15% -0.22 T=0.60, P=0.2798 -0.24 T=-1.73, P=0.0547
La comparacion del testigo contra las concentraciones de DMSO empleadas no mostrd
diferencias significativa, donde P > a=>0.05. No se muestra la comparacién con la concentracién
0.6% por la insuficiencia de datos para el analisis estadistico debido a la mortalidad que se presentd

desde los primeros tiempos.

TABLA 13: ANALISIS DE COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE
DMSO PARA CADA SEXO USANDO LA PRUEBA ESTADISTICA DE T PARA
PENDIENTES (PAQUETE MINITAB17)

a) DMSO en machos

Tratamientos Pendientes ValordeT ValordeP ‘
DMSO0 0.15% vs DMSO 0.3% -0.22vs-0.27 1.43 0.1646
DMSO 0.15% vs DMSO 0.6% -0.22 vs -1.02 3.08 0.0071*
DMSO 0.3% vs DMSO 0.6% -0.27 vs -1.02 3.13 0.0065*

La comparaciéon entre las concentraciones de DMSO empleadas mostré diferencias
significativas* entre la concentracién 0.6% con las otras concentraciones. Donde P < a

- 0.05.
b) DMSO en hembras
Tratamientos Pendientes ValordeT ValordeP
DMSO 0.15% vs DMSO 0.3% -0.24 vs -0.32 2.29 0.0307*
DMSO 0.15% vs DMSO 0.6% -0.24 vs -1.07 2.44 0.0267*
DMSO 0.3% vs DMSO0 0.6%  -0.32vs-1.07 2.27 0.0383*

La comparacion entre las concentraciones de DMSO empleadas mostré diferencias
significativas* entre todas las concentraciones. Donde P < o = 0.05.

TABLA 14: ANALISIS DE COMPARACION DE PENDIENTES ENTRE MACHOS Y
HEMBRAS DE CADA CONCENTRACION DE DMSO USANDA (PAQUETE

MINITAB17)
Tratamiento Machos Hembras t P
DMSO 0.3% -0.2745 -0.3170 1.66 0.0864
DMSO 0.15% -0.2233 -0.2405 0.3796 0.3554
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La compracidon entre machos y hembras sometidos a las distintas concentraciones de DMSO no
muestran diferencias significativas. Donde P > a—->0.05. No se muestra la comparacién con la
concentracién 0.6% por la insuficiencia de datos para el andlisis estadistico debido a la mortalidad
que se presentd desde los primeros tiempos.

Los resultados con 0.6% de DMSO concuerdan con los reportados por Nazir et al. (2003),
quienes demostraron que las concentraciones de 0.5% y superiores, provocan citotoxicidad
en larvas y moscas de D. melanogaster; al igual que los resultados mostrados por Massie
et al (1985) quienes, utilizando 0.5% de DMSO, encontraron reduccion de la vida de la
mosca del 33.3% cuando se expusieron desde larvas y del 11.8% en las alimentadas desde
adultas. En contraste, la concentracion 0.3% considerada como por Nazir et al (2003), como
la 6ptima para utilizarse en estudios sobre larvas y moscas de D. melanogaster, en el
presente estudio, acorté el tiempo de vida 30.7% en machos 18.1% en hembras (sin
diferencias estadisticamente significativas). La concentracién 0.15% genera resultados
distintos en ambos sexos. En machos disminuyé la vida 69.24%, mas que la concentracion
0.3%, presentando el fendbmeno de hormesis, mientras que en hembras no se presento este

fenomeno (0.15%).

Hebling et al. (2015) mostraron que el DMSO afecta la integridad en células del
odontoblasto, aunque no llega provoca la muerte celular, disminuye significativamente la
produccion total de proteinas; Simsek et al. (2012, utilizaron el cultivo celular 4T1y 4THMpc
de ratén derivado de una linea celular de cancer de mama, y encontraron que el DMSO es
mas citotoxico que la Talidomina, el cual es un potente agente teratogénico que provoca
inhibicion del crecimiento de los miembros (dismelia) en el ser humano y que produce
acciones antiangiogénicas (Campbell-Walsh, 2008); ademas, induce la actividad de la
caspasa-3 involucrada en apoptosis. Lo anterior, sugiere una participacion perjudicial de
este compuesto en estudios in vitro, en los cuales se usa como solvente (Simsek et al.
2012). Estudios in vivo con Drosophila melanogaster muestran que la combinacion de
solventes (DMSO/Tw80/EtOH), conducen a la inhibicién de la trascripcion de los genes
Cyp6g1 y Cyp6g2, relacionados con la resistencia al DDT (Flybase), modula la actividad
enzimatica y disminuye la frecuencia de machas en la prueba SMART. Sin embargo la
prueba SMART, no descarta que este resultado se deba a la promocién de apoptosis, lo
que le convertiria en un solvente aun mas danino (Vazquez-Gémez et al., 2010 y Duefas-
Garcia et al., 2012). Lo que se puede deducir con lo anterior, es que el uso de DMSO como

solvente para estudios es sistemas bioldgicos resulta danino para los organismos utilizados,

46



mostrando efectos indeseados para los fines de los proyecto, al igual que en los estudios

clinicos (Santos et. al. 2003). .

CONCLUSIONES

Por lo tanto, para este modelo biolégico y bajo estas condiciones experimentales se puede
concluir que:

e La nicotina disminuyé el tiempo de vida de las moscas macho en ambas
concentraciones con mayor efecto en la concentracion mas baja y con efecto
diferencial entre los sexos.

e Contrario a lo esperado, las diferentes concentraciones de vitamina C acortaron la
vida de D. melanogaster Canton S* con un efecto concentracion-respuesta. Esto
posiblemente debido a un efecto pro-oxidante.

e EI DMSO, en todas las concentraciones usadas, afectdé la longevidad de D.
melanogaster ya que acort6 el tiempo de vida.

e | as hembras de D. melanogaster mostraron mayor resistencia a los tratamientos

con nicotina y DMSO (0.15%) que los machos.
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