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Resumen
El principio basico del metabolismo xenobidtico es convertir estas sustancias
lipdfilas a metabolitos hidréfilos que pueden ser mas facilmente excretadas.
Algunas veces durante este proceso de biotransformacion, los xenobioticos
con baja reactividad pueden ser activados a metabolitos mas reactivo
(bioactivacion). Un ejemplo es la conversion de la zearalenona en metabolitos
que constituyen una importante clase de disruptores enddécrinos. Se ha
reportado ademas una actividad citotdxica y genotoxica de la zearalenona que
es independiente de su actividad estrogénica. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los niveles relativos de transcripcion de genes marcadores de
metabolismo xenobidtico, estrés oxidante y apoptosis en larvas de dos cepas
de Drosophila melanogaster tratadas con ZEN, para aproximarnos a los
procesos celulares involucrados en su metabolismo y en sus efectos. Para
esto se amplificaron los genes de interés usando ADNc como molde mediante
PCR semi-cuantitativa y PCR tiempo real. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo muestran que en presencia de la ZEN existe un aumento en
la expresiéon de genes Cyp450 particularmente Cyp6g1. En el caso de los
marcadores de estrés oxidante, el gen hsp60 elevo su expresidon en ambas
cepas. Los genes inductores de apoptosis presentaron diferencias en sus
patrones de expresion en cada cepa, lo que puede indicar que las cepas
respondieron de formas diferentes en presencia de la micotoxina. En base a
estos resultados concluimos que la zearalenona es metabolizada por la
enzima Cyp6g1 e induce un desbalance en las especies reactivas de oxigeno

lo que desencadena un efecto citotdxico.
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Introduccioén

Biotransformacidén o metabolismo xenobiotico

Los compuestos toxicos en el ambiente plantean un constante cambio a la
supervivencia de todos los organismos vivos. Estas toxinas, referidas como
xenobidticos entran al cuerpo por el contacto fisico, inhalacién, o ingestion y pueden
venir de varias fuentes, incluyendo medicinas, pesticidas, toxinas vegetales o
fungicas y contaminantes (Xu et al., 2005). La disposicion de un xenobidtico
requiere de su absorcion, distribucidn, biotransformacion y excrecion. La mayoria de
los xenobidticos que entran al cuerpo son lipéfilos. Esta propiedad les perite penetrar
membranas lipidicas, ser transportadas por lipoproteinas en sangre y ser
rapidamente absorbidas por el 6rgano blanco. Sin embargo, los mecanismos de
excrecion de los organismos requieren de cierto grado de hidrofobicidad en los
compuestos. En ausencia de medios eficientes para la excrecidon, la constante
exposicion al compuesto lipofilo, podria resultar en la acumulacion del xenobidtico

dentro del organismo (Dekant, 2009).

Los animales tienen la capacidad de defenderse contra estos compuestos a través
de numerosos procesos bioquimicos que convierten compuestos lipofilos a hidrofilos
para que estos puedan ser facilmente excretados. Este proceso enzimatico es
denominado biotransformacién de xenobidticos o metabolismo xenobibtico (MX)
(Misra et al., 2012).

Fases del MX

El MX consta de tres fases: la fase | que consta de enzimas de desintoxicacion, la
fase Il que consta de enzimas que actuan sobre los productos de la fase | o
compuestos menos hidrofobicos y la fase Il que transporta y exporta las toxinas

conjugadas fuera de la célula (Misra et al., 2012).

Las enzimas de la fase | de desintoxicacion representan las mas abundantes clases
de enzimas metabolizadoras de xenobiéticos. Estas consisten en los Cyp450, que
constituyen una super familia de hemo enzimas encontradas en casi todos los seres
vivos (Nelson et al., 1996). Los Cyp450 han sido tradicionalmente referidos como
hidroxilasas, con funciones mezcladas de oxidasas y monooxigenasas. Su principal
funcion es activar el oxigeno molecular para producir una especie reactiva que

puede atacar sitios quimicos relativamente inertes para introducir grupos hidroxilo
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dentro de estructuras no reactivas como cadenas de hidrocarburos y anillos
aromaticos. Esto sirve para facilitar la biotransformacion de estos compuestos que
de lo contrario carecerian de grupos funcionales sustituibles para la conjugacion. Sin
embargo, los Cyp450 también catalizan una amplia variedad de otras reacciones
quimicas, incluyendo desaminaciones, desulfuraciones, deshalogenaciones,

epoxidaciones, N-oxidaciones, peroxidaciones y sulfooxidaciones.

En la reaccion normal de hidroxilacion catalizada por los Cyp450s, el oxigeno
molecular es escindido en sus dos atomos. Uno de los atomos de oxigeno es
incorporado dentro de una molécula blanco, mientras el atomo restante es liberado
como parte de una molécula de agua. La estequiometria basica de la hidroxilacion

catalizada es representada en la siguiente ecuacion:

NAD(P)H + 0, +SH+H — NAD(P) + SOH + H.0

El aspecto fundamental de esta reaccion es aplicable a enzimas microsomales y
mitocondriales encontradas en organismos eucariontes (De Montellano, 2005).

Las enzimas de la fase Il también juegan un importante papel en Ia
biotransformacién de compuestos enddgenos y xenobidticos a formas mas
facilmente excretables, asi como a la inactivacién metabdlica de sustancias activas
farmacologicamente. El propdsito de la fase Il de biotransformacién es lograr
reacciones de conjugacion; éstas incluyen glucuronidacion, sulfatacion, metilacién,
acetilacion, conjugacion de aminoacidos y la unién a glutation. En general los
respectivos conjugados son mas hidrofilicos que los compuestos originales. Las
enzimas metabolizadoras de drogas de la fase Il son principalmente transferasas e
incluyen:  UDP-glucotransferasas (UGTs), sulfotransferasas (SULTs), N-

acetiltransferasas (NATSs), glutation s-transferasas (GSTs) y varias metiltransferasas.

Estas enzimas han atraido mucho menos atencidn en la farmacologia clinica a los
Cyp450 debido a que la interaccién de drogas que involucran a estas enzimas son
relativamente raras. Aunque las reacciones de la fase Il son generalmente de
desintoxicacion, los conjugados formados pueden también mediar efectos adversos

(Por ejemplo: conjugados que actuan como acarreadores de compuestos
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potencialmente carcindgenos en la activacién de alcoholes benzilicos, hidrocarburos

aromaticos policiclicos y nitroalcanos y sulfurotransferasas (Jancova et al., 2010).

Activacion metabolica o bioactivacion de xenobidéticos

El principio basico del MX es convertir estas sustancias lipdfilas a metabolitos
hidrofilos que pueden ser mas facilmente excretadas del cuerpo. Algunas veces
durante este proceso de biotransformacion, los xenobidticos con baja reactividad
quimica pueden ser activados a metabolitos quimicamente mas reactivos por
enzimas del MX. Este proceso de biotransformaciéon es comunmente referido como
activacion metabdlica o bioactivacion y es conocido por ser el evento inicial en los

procesos de toxicidad (Sabry, 2010).

Un ejemplo de la reaccion de bioactivacion es la conversion de la zearalenona (ZEN)
en metabolitos hidroxilados, los cuales tienen una gran afinidad a los receptores
estrogenicos de mamiferos y por lo tanto actian como agonistas del 17(3-estradiol
(Barug et al., 2006).

Zearalenona

La ZEN también conocida como toxina F-2, es una micotoxina estrogénica no
esteroidea, sintetizada por hongos del género Fusarium, en particular las especies F.
graminearum, F. culmorum, F. cereales, F. equiseti, F. crookwellense y F.
semitectum (Bennett y Klich, 2003). Es una molécula termoestable (temperatura de
disociacion: 164-165 °C) (EFSA, 2004) y es encontrada alrededor del mundo en
cereales almacenados y en alimentos hechos con maiz, trigo, avena, cebada, arroz
o sorgo (Tanaka et al., 1988). La ZEN y sus metabolitos (Figura 1) constituyen una
importante clase de disruptores enddcrinos que actuan de manera similar al 17(3-
estradiol. Estos interactuan con los receptores de estrégeno a y B e inhiben Ila
liberacion y secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH), alterando las
funciones del sistema enddcrino (Parveen et al., 2009; Minervini y Dell, 2008),
causando efectos adversos a la salud y cambios morfologicos y funcionales en el
sistema reproductivo como: ninfomania, pseudoprefiado, atrofia ovarica, cambios en
el endometrio, infertilidad, reduccion del tamafio de la progenie, cambios en el peso
de la glandula pituitaria, tiroides y adrenales, cambios en los niveles séricos de
progesterona y estradiol entre otros (EFSA, 2004; Malekinejad et al., 2006; Glenn,
2007; Diamanti-Kandarakis et al., 2009).
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Figura 1: Estructura quimica de la ZEN y sus derivados: (a) Zearalenona, (b) a-
zearalenol (a-ZEA), (c) B-zearalenol (B.ZEA), (d) a-zearalanal (a-ZAL), (e) B-
zearalanol (B-ZAL), (f) zearalanone (ZAL) (Zinedine et al., 2006)

Presencia de ZEN en cultivos y alimento para ganado en México

De acuerdo a lo mencionado en los apartados anteriores, la ZEN es por lo tanto una
micotoxina frecuentemente estudiada y su analisis ha sido incluido en el control de
calidad interno de la produccion de maiz por varias compafias dedicas a la
produccion de cereales (Milicevic, 2010). Con respecto a la exposicion de la ZEN en
la poblacion mexicana, Gonzalez y Farres, en 2011, hicieron una evaluacion del
riesgo basados en la comparacién de la exposicion de los consumidores a esta
micotoxina presente en granos de trigo con las pautas de seguridad tales como la

“dosis diaria tolerable”.

De acuerdo con la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2011), la poblacién mexicana consume 99.45 g por dia de trigo
correspondiendo a 36.3 Kg por persona por ano. Por lo tanto, considerando un peso
corporal promedio de 75 Kg y los niveles promedio de micotoxina analizados en las
muestras de su estudio, la dosis diaria de ZEA por consumo de trigo en la ciudad de
México fue estimada en 0.102 pg por kilogramo de peso corporal por dia. Sin
embargo, dada la variedad de productos hechos con este cereal y el gran numero de
productos hechos con otros tipos de granos, es probable que la exposicidn a esta
micotoxina esté por encima del maximo establecido por la FAO (Gonzalez-Osnaya y
Farrés, 2011).

(8]
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Un estudio de caso sobre micotoxinas en Nayarit, reportd que en muestras de maiz
forrajero se detectd la presencia de fumonisina B1, toxina T-2 y ZEN. La ZEN se
detectd en 15% de las muestras con un promedio de 1.610 + 375 ug/Kg, sefialando
que el maiz forrajero en la entidad se usa principalmente para consumo animal, pero

en algunos casos también se utiliza para el consumo humano (Robledo et al., 2001).

Respecto a la legislacion mexicana relacionada con micotoxinas, solo existen tres
normas en donde se establece el limite maximo de aflatoxinas en maiz para
consumo humano (20 pg/Kg) y animal (de 21 a 300 ug/Kg) (NOM-188-SSA1-2002).
Asi mismo, para masa, tortillas, harinas y tostadas de maiz nixtamalizado, el nivel
maximo de aflatoxinas es de 12 ug/Kg, mientras que para tortillas de trigo, tortillas
integrales y harinas de trigo es de 20 ug/Kg (NOM-187-SSA1/SCFI1-2002). De igual
manera se establece un maximo de 20 ug/kg de aflatoxinas para el cacao y sus
derivados (NOM-186-SSA1/SCFI-2002). No existe aun legislacion para otras
micotoxinas que ya han sido detectadas en otros alimentos para humanos y
animales (Robledo et al., 2012).

Metabolismo de la ZEN

En humanos se ha visto que la ZEN es absorbida rapidamente después de su
ingesta y metabolizada principalmente en células del intestino y células hepaticas
(Olsen et al., 1985). Estudios in vitro e in vivo demostraron que esta micotoxina es
metabolizada via reduccion e hidroxilacién por enzimas cyp450 de la fase | del MX
(Malekinejad et al., 2006) y es significativamente eliminada a través de la bilis y
orina. La excrecion biliar y el ciclo enterohepatico son procesos importantes en el
metabolismo de la ZEN (Biehl et al., 1993). Estudios farmacocinéticos y del
metabolismo indican que, en las células intestinales, la ZEN es degradada por
hidroxilacion del grupo ceto en el carbono 6 a a-zearalenol (a-ZOL), B-zearalenol ([3-
ZOL), a zearalanol (a-ZAL), b-zearalanol (b-ZAL) o taleranol y zearalanone (ZAN),
que son subsecuentemente conjugados con acido glucurénico o sulfénico (Figura 2)
y eliminados en la orina (JECFA, 2000).

Los productos reducidos han sido encontrados en varias especies de mamiferos, en
particular a y B-ZOL. La a-ZOL ha demostrado tener una mayor afinidad a los

receptores estrogénicos, de 3 a 4 veces mas alto que el potencial estrogénico de la
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ZEN (Kuiper et al.,, 1987), relacionando su toxicidad inevitablemente con su
metabolismo (Shier et al., 2001; Hildebrand et al., 2012).

Estudios han demostrado que la ZEN esta sujeta a la fase Il del metabolismo
xenobidtico de humanos. Su conjugacion con acido glucurdnico y sulfato probd ser la
principal via metabdlica en varias especies animales y humanos, tanto in vitro como
in vivo. Estos reportes también muestran que los metabolitos de la fase | de la ZEN
son propensos a las reacciones de conjugacion (Warth et al., 2013). En ratas, la
mayoria de la ZEN fue detectada en la orina como ZEN libre o como conjugado
glucurénido (catalizado por UGT: uridin difosfoglucoronil transferasa) (Kuiper-
Goodman et al., 1987), mientras solo la presencia de pequefas cantidades de ZOLs
a y B y sus conjugados son producidos por el metabolismo (FAO, 2000). De hecho,
la glucuronidacién facilita la eliminacion pre sistémica de toxinas hidrofdbicas y
drogas; por lo tanto, conjugados glucorinidos y las a-ZOL predominan en varias
especies. No existe mucha informacion sobre la participacion de la fase Ill en el
metabolismo de ZEN; sin embargo, se tiene reportado que la principal via de
excrecion de esta micotoxina como glucurénido en mamiferos es a través de la orina
(JCFA, 2000).

Aunque varios estudios demuestran que ZEN es eficientemente metabolizado a
compuestos con relativamente baja toxicidad, la biotransformacién de la ZEN es
considerada como solo una via de desintoxicacion parcial, pues la toxicidad del
metabolito todavia existe (Tiemann et al., 2003).

(10]
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Figura 2: Metabolismo de la ZEN: principales vias de biotransformacion de ZEN
ZAN y en mamiferos llevada a cabo por enzimas hidroxi-esteroide desidrogenasas y
UGT (adaptado por Mukherjee et al., 2014).

Efectos adversos de la ZEN

Se ha reportado una actividad citotdxica y genotdxica de la ZEN que es
independiente de la afinidad a receptores de estrogenos (Chen et al., 2015). Varios
estudios la reportan como hepatotdxica, afectando algunos parametros enzimaticos
de la funcion hepatica en ratas y conejos (Maaroufi et al., 1996; Conkova et al.,
2001), esto es, induce lesiones adversas en el higado con el subsecuente desarrollo
de efectos cancerigenos (hepatocarcinomas) (NTP, 1982). Cabe resaltar que la ZEN
es principalmente metabolizada en el higado, el cual parece ser uno de sus
principales blancos (Kiessling y Patterson, 1978). La ZEN también ha mostrado ser
hematotoxica, induciendo modificaciones de los parametros hematologicos y
disfunciones en el proceso de la coagulacién de la sangre en humanos (Maaroufi et
al., 1996; Ostry, 1998); varias alteraciones de los parametros inmunologicos que
fueron asociadas con diferentes concentraciones de la ZEN en humanos (Berek et al

2001), en ratones (Marin et al., 1996) e in vitro (inhibicion de la proliferacion de
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linfocitos estimulada por mitdgenos, incremento de la produccion de IL-2 e IL-5 e

induccion de efectos de inmunosupresion) (Murata et al., 2003).

En cuanto a sus metabolitos a y 3-ZOL, estos reducen la viabilidad de células Caco-
2 y espermatozoides (Abid-Essefi et al., 2009; Benzoni et al., 2008); adicionalmente
se ha establecido que las a y B-ZOL han sido citotoxicas en células Vero, por

inhibicion de la viabilidad celular, sintesis de proteinas y ADN (Othmen et al., 2008).

Para determinar la genotoxicidad de la ZEN, desde 1976 se han realizado limitados
estudios que han mostrado que causa efectos negativos sobre el ADN como por
ejemplo: una deficiente recombinacién en Bacillus subtilis (Ueno y Kubota, 1976),
incremento del intercambio entre las cromatides hermanas (Thurst et al., 1983)
incremento de los aductos del ADN (Pfohl-Leszkowicz et al., 1995), asi como la
induccion de los procesos de reparacion SOS en bacterias lisogénicas (Chekir-
Ghedira et al., 1998); adicionalmente se ha reportado que la ZEN produce aductos y
fragmentacion del ADN, asi como fragmentacion de micrénucleos y aberraciones
cromosémicas e induce apoptosis en hepatocitos humanos HepG2, via la

sefializacion mitocondrial dependiente de p53 (Ayed-Boussema et al., 2008).

Sin embargo, los trabajos anteriores contrastan con otros reportes en los que no se
han encontrado efectos genotoxicos de la ZEN. De hecho, la ZEN fue negativa en la
prueba Ames (prueba para evaluar el potencial mutagenico de un compuesto) con
varias cepas de Salmonella typhimurium, con o sin activacion por microsomas de
higado de rata (Kuczuck et al., 1978; Stark, 1980; Tennant et al., 1987). Resultados
negativos fueron de igual forma obtenidos con ensayos de mutaciones puntuales en
cepas de Saccharomyces cerevisiae usando el locus ade2, el cual en condicion
homocigota y privados de adenina acumulan pigmentos rojos (Kuczuck et al., 1978).
Esto también se aplica en pruebas de reparacion de la sintesis de ADN no
programada en hepatocitos de rata y la prueba de mutacion directa con células de
linfoma de raton L5178YTK (Tennant et al., 1987). En otros estudios in vitro los
ensayos de aberracidon cromosomica, asi como ensayos de intercambio de
cromatides (fibroblastos humanos, células de hamster V79, linfocitos periféricos
humanos, espermatocitos, y células de medula ésea) fueron en algunos casos
débilmente positivas (Galloway et al., 1987) (Makawy et al., 2001) (Lioi et al., 2004).

[12]



La carcinogenicidad de la ZEN es todavia cuestionable debido a su clasificacion por
la Agencia Internacional de Investigacion Sobre el Cancer como carcindbgeno del

grupo 3 (no clasificable en cuanto a su carcinogenicidad en humanos) (IARC, 1993).

El posible potencial citotéxico y genotdxico podria estar conectado con el estrés
oxidante intracelular generado por la ZEN, dado que algunos reportes han
demostrado que la ZEN induce peroxidacion de lipidos (Zourgui et al., 2008) que
podria resultar en la induccion de dano oxidante al ADN (Abbés et al., 2007) y
apoptosis a través de la via mitocondrial (Abid-Essefi et al., 2004) (Bouaziz et al.,
2008). Efectos negativos de la ZEN sobre enzimas de higado y estrés oxidante en
multiples 6rganos fueron observados principalmente en estudios usando grandes
concentraciones de ZEN (Salah-Abbes et al., 2009). Sin embargo tales trabajos
resultan controversiales debido a que altas concentraciones de la ZEN no son
comunes en el alimento de los animales (Zinedine et al., 2007). Adicionalmente, Zhu
y colaboradores en el 2012 reportaron que la ZEN en altas concentraciones (30-120
MM) disminuyo la proliferacidon de células granulosas porcinas, causando apoptosis y
necrosis de manera dependiente de la dosis. El estudio revel6 que la ZEN provoca la
pérdida del potencial de membrana en la mitocondria e incrementa los niveles de
especies reactivas de oxigeno (EROS) en la célula (Zhu et al., 2012). Otros estudios
in vitro reportan dafio oxidante e inhibicion de proteinas y sintesis de ADN en la linea
celular Caco-2 de humano o en células epiteliales del intestino de cerdo; sin
embargo, la informacién in vivo que soporte estas observaciones es limitada (Liu et
al., 2014).

Nuestro laboratorio determiné que en D. melanogaster, la ZEN no posee efecto
genotoxico a través de la prueba SMART (Somatic Mutation and Recombination
Test) en ala, que detecta genotoxicos y promutagenos que requieren ser
bioactivados, también permite evaluar las relaciones entre la estructura y la atividad
de grupos de compuestos y la genotoxicidad de mezclas complejas. Esta prueba se
basa en la expresion de mutaciones recesivas en células somaticas de organismos
transheterocigotos debido a la perdida de heterocigosis de marcadores genéticos
que determinan manchas o clones e tricomas en las alas de organismos adultos
(Graf et al., 1984).
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A pesar de que la prueba SMART en ala resulto negativa para la ZEN, se observo la
alteracion de algunos parametros reproductivos; estas alteraciones no pueden ser
explicadas por la actividad estrogénica de la micotoxina, dado que dentro del
genoma de D. melanogaster no se han reportado genes ortélogos que codifiquen
para receptores de estrogenos a y 3,(Sun et al., 2015); por lo tanto, tales efectos
podrian ser un indicativo de dafios a nivel citotoxico o genotdxico que no pueden ser
observados a través de la prueba SMART y causados posiblemente por un aumento
en el nivel de EROS.

Para aproximarnos a los procesos celulares relacionados con esta micotoxina, se
decidié evaluar la expresion de genes marcadores de procesos del MX, del estrés
oxidante y de apoptosis en larvas de dos cepas de D. melanogaster con diferencias

en la expresion de citocromos p450 (Cyp450).

D. melanogaster como modelo de estudio

D. melanogaster provee algunas ventajas para la deteccion de dafios causados por
la ZEN in vivo e independientemente del potencial estrogenico de la micotoxina
debido a la ausencia de receptores de estrogeno en este organismo. D.
melanogaster posee la ventaja de tener una genética y biologia del desarrollo bien
documentadas, también implica menos objeciones éticas y estd dentro de las
recomendaciones del Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos
(ECVAM), ademas permite la evaluacion de efectos a largo plazo en un corto
periodo de tiempo dado su ciclo vital (Ahamed et al., 2010). Uno de los factores mas
criticos para los estudios genéticos es el tiempo generacional. Un ciclo vital corto
facilita la experimentacion genética, de ahi que la mosca de fruta se haya convertido
en uno de los favoritos de los genetistas. Un dia después de haber sido fertilizado, el
embrion de D. melanogaster se convierte en una larva en forma de gusano. Durante
los siguientes cuatro dias, la larva aumenta de tamano hasta convertirse en pupa
inmovil en la que ocurre la metamorfosis. En los siguientes cuatro dias el cuerpo
tubular de la larva es completamente remodelado y da lugar a una mosca adulta. En
total, el ciclo vital de D. melanogaster se completa en diez dias bajo condiciones de

temperatura constante.

También presenta numerosas ventajas practicas al ser un organismo pequeno (2

mm. de largo), altamente fértil y de mantenimiento facil y econémico. En el aspecto
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técnico, ofrece insuperable flexibilidad genética y multiples procedimientos para
manipular cualquier gen. Por ultimo, las cepas mutantes para casi todos los genes
de la mosca (mutados individualmente) estan disponibles en centros de distribucion

alrededor del mundo (www.flybase.org) (Matthews et al., 2005).

El genoma de Drosophila se secuencié por completo en el 2000 por un consorcio de
mas de 30 grupos de investigacion privados y académicos dirigidos por Craig Venter
en Celera Genomics. El genoma contiene aproximadamente 165 millones de
nucledtidos y codifica para ~13,600 genes. Por comparacion el genoma humano
tiene 3,300 millones de nucledtidos y se calcula que codifican para ~25,000 genes.
Curiosamente, las diferencias entre el hombre y las moscas estan contenidas en
poco mas del doble de genes; ademas, 75% de los genes implicados en
enfermedades humanas tienen su homodlogo en D. melanogaster. Entre D.
melanogaster y mamiferos, la identidad global para dominios funcionales a nivel de
secuencias proteicas o nucleotidicas pueden ser de cerca del 80% (Bhan, 2011). Por
otra parte, el MX, localizado en el cuerpo graso larval y en los tubulos de malpigi,
lleva a cabo reacciones similares a aquellas del higado y sistema inmune de
mamiferos (Yang et al., 2007). Por lo tanto, muchas patologias humanas se pueden

estudiar con la mosca de la fruta como organismo modelo (Celeniker y Rubin, 2003).

Cepas mutantes de D. melanogaster

Entre las cepas mutantes desarrolladas para investigacion en genotoxicidad hay dos
de importancia: Oregon-flare* (ORR(1)/ORR(2);fIr*/bd®) y flare (flr¥/Bd®). La cepa
Oregon tiene en el cromosoma 2, una mutacién dominante Rt(2)DDT/Cyp6gl y
Cyp6a2 (Daborn et al.,, 2001) que afectan los niveles de expresion de los genes
Cyp6gl y Cyp6a2, aumentandolos y confiriéndole a la cepa una resistencia a varios
insecticidas (Daborn et al., 2007). Ambas cepas cargan una mutacién letal recesiva
en condiciones homocigotas localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3,
afectando, en homocigosis su fenotipo en los tricomas o cerdas de las alas. La cepa
flare muestra niveles regulados de Cyp6gl y Cyp6a2 (Graf y van Shaik, 1992) y ha
sido ampliamente utilizada para la determinacion de la capacidad genotoxica de una
gran cantidad de compuestos (Vazquez-Gémez et al., 2010); como ejemplo
Vazquez-Gomez y colaboradores en 2010 probaron al sulforafano como modulador
de la expresion de Cyp6a2 y Cyp6gl en larvas de cruza estandar y bio-activacion

elevada y su genotoxicidad en la cruza estandar. La expresion de ambos genes
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(Cyp6a2 y Cyp6gl) y su actividad fue mayor en la cruza de bio-activacion elevada,
teniendo que los niveles de Cyp6gl fueron mucho mas altos en ambas cruzas y
disminuyendo en presencia de sulforafano en el caso de la cruza de bio-activacion

elevada.

Cyp450s en D. melanogaster

Dentro de la secuencia del genoma completo de D. melanogaster, 90 genes
individuales P450 han sido identificados (Tijet et al., 2001). En insectos, los Cyps
son conocidos por conferir resistencia a insecticidas. En D. melanogaster diferentes
Cyp450 han sido implicados en la resistencia al DDT y a un rango de otros
insecticidas; estos Cyps son, por ejemplo, Cyp6g1, Cyp6a2, Cyp12D1 y Cyp12A4
(Bogwitz et al.,, 2005) (Daborn et al., 2002). En especifico se ha visto que la
sobreexpresion de Cyp6gl esta asociada con tal resistencia al DDT y a la capacidad
de metabolizar un amplio rango de estructuras de otros insecticidas (Daborn et al.,
2001).

En humanos se ha observado una funcion conservada en CYP3A4, un gen ortdélogo
humano de Cyp6gl. Existe una relacion de la familia Cyp6 de Drosophila y los genes
humanos de la familia CYP3. Los alineamientos entre los genes de estas familias
arrojan como resultado una alta identidad entre Cyp6gl y los genes humanos
CYP3A4, CYP3A5 y CYP3AY (Rand et al., 2012). Esto parece ser consistente con
los estudios de modelaje de homologia entre Cyp6gl y CYP3A4, que demuestran
que la calidad del modelaje es extremadamente alta con aproximadamente 97% de
los residuos de Cyp6g1l dentro de las regiones de la estructura de CYP3A4 (Jones et
al., 2010).

Otro de los genes que se sabe, tienen la capacidad de metabolizar promutagenos y
se ha reportado por ser inducido por fenobarbital es Cyp6a2 (Saner et al., 1996).
Cyp6a2 también tiene una expresion alta y de manera constitutiva en cepas
resistentes a DDT (Waters et al.,, 1992). Sin embargo, pruebas in vivo han
encontrado que la supervivencia de moscas que sobre expresan Cyp6a2 y que
fueron tratadas con insecticidas no se incrementd; ya sea que éste no metabolice a
esos insecticidas o estos compuestos sean metabolizados a compuestos mas
toxicos (Jones et al., 2010).
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Proteinas que salvaguardan la integridad celular: Proteinas de choque térmico

(Heat shock proteins)

La respuesta al estrés es una respuesta adaptativa celular que ayuda a mantener la
homeostasis celular bajo estrés. Ademas de los muchos cambios en la actividad
celular y fisiologia, el mas remarcable evento en células estresadas es la produccion
de un grupo de proteinas altamente conservadas: las proteinas de choque térmico
(Hsps, por sus siglas en inglés) (Schlesinger et al., 1982). Las Hsps pueden proteger
contra numerosos factores de estrés, incluyendo altas temperaturas, estrés oxidante
y una variedad de citotéxicos (Kregel, 2002). Muchos miembros de estas familias de
Hsps estan presentes constitutivamente en las células mientras algunas son
inducidas después del estrés.

Los miembros de Hsps constitutivos o inducibles son bien conocidos por ser
chaperonas moleculares que ayudan al plegamiento normal de varios polipéptidos,
asisten a las proteinas mal plegadas a recuperar su estado nativo, regulan la
degradacion de proteinas y ayudan en la translocacion de proteinas a diferentes
compartimentos celulares (Hayer y Hartl, 2002). Las funciones anteriores implican
una amplia variedad de proteinas celulares y por lo tanto son importantes
componentes de redes celulares (Csermely, 2004). Aunque algunas clases de Hsps
tienen claramente actividades distintas, estas también comparten funciones o

cooperan en sus actividades (Haslbeck et al., 2005).

Hsp70

Entre las Hsps, la Hsp70 esta muy conservada en su secuencia proteica y
caracteristicas funcionales (Boorstein et al.,, 1994). La funcién de chaperona de
Hsp70 esta bien establecida. Aunque Hsp70 no es propiamente una proteasa, es
conocida como una chaperona que puede controlar su actividad desde dirigirse a su
proteina blanco, hasta plegar o degradar (Mcdonough y Patterson, 2003). Otras
actividades de la familia Hsp70 son la regulacion de la apoptosis (como una proteina
anti-apoptética principalmente) (Mosser et al., 1997) y una respuesta inmune
adaptativa e innata (Gullo y Teoh, 2004). Muy interesante es que los diferentes tipos
de Hsp70 estan aumentando debido a su amplia variedad en los procesos celulares

en los que estan involucradas, asi como su posible participacion en el
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envejecimiento, cancer y varios desordenes genéticos neurodegenerativos (Gong et
al., 2005).

Hsp60

La familia Hsp60, uno de los principales grupos de las Hsps, incluye miembros
expresados constitutivamente e inducibles (McMullin y Hallber, 1988). Se cree que
los miembros de Hsp60 son predominantes en la mitocondria, aunque algunos
también son reportados en el citosol y en los compartimentos extracelulares (Sarkar
et al., 2006). Como una chaperona molecular, Hsp60 ayuda en el plegamiento de
polipéptidos nacientes y en el transporte de proteinas desde el citoplasma hasta los
organelos (Fink, 1999). En adicion a la tipica funcidén de chaperona, la proteina esta
también implicada en otras actividades como el transporte de aminoacidos, sefales
de traduccion, presentacion de péptidos, regulacion del sistema inmune y apoptosis
(Woodlock et al., 1997). Hsp60 a diferencia de Hsp70, tiene tanto funciones anti-
apoptoticas como pro-apoptoticas. Estudios realizados en D. melanogaster indican
que Hsp60 es necesaria para desencadenar la apoptosis interactuando con los

genes hid, rpr y grim (Arya, 2008).

Genes involucrados en la muerte celular programada

Genes inductores de apoptosis

La apoptosis es una especifica forma de muerte celular que ayuda a eliminar células
superfluas ayudando en el desarrollo o bien o eliminando células dafiadas o
peligrosas en tejidos animales (Ryoo y Baehrecke, 2010). En Drosophila, tres genes
localizados en el locus H99 han sido identificados, reaper, (rpr), grim y head
involution defective (hid) que codifican para las proteinas Rpr, Hid y Grim,
colectivamente llamadas proteinas pro-apoptéticas. La expresion ectdpica de
cualquiera de estas proteinas es suficiente para inducir apoptosis dependiente de

caspasas in vivo (Yin y Thummel, 2004).

Como en vertebrados, las sefales de muerte celular convergen sobre la activacion
de caspasas. Estudios de expresidon ectépica demostraron que las proteinas pro
apoptoticas activaban la apoptosis por antagonismo de la proteina inhibidora de
apoptosis de Drosophila 1 (DIAP1), permitiendo la liberacion de caspasas activas,

asi como la disminucién de los niveles de la proteina DIAP1 (Yokokura et al., 2004).
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Las proteinas Rpr, Hid y Grim contienen un motivo de unién a IAP amino terminal
(IBM) que se une e inhibe a las DIAP1. Rrp y Grim también tienen una segunda

regién funcional: un dominio interno llamado GH3 (Claveria et al., 2002).

El dominio GHS3 dirige a Rpr y Grim a la mitocondria y esto es suficiente para inducir
la muerte celular, sugiriendo que los dominios GH3 median un mecanismo para la
muerte celular que es independiente de la antagonizacién a DIAP1 (Claveria et al.,
2002). Sin embargo, aunque los miembros de la familia de Bcl-2 existen en la mosca
de la fruta, en esta especie la apoptosis no parece requerir la liberaciéon del
citocromo ¢ u otras moléculas pro-apoptoticas de la mitocondria (Abdelwahid et al.,
2007); sin embargo, lo anterior aun se mantiene en controversia, debido a que
aunque se ha visto que el citocromo ¢ se mantiene localizado en la mitocondria,
posiblemente asociado a la membrana externa, durante la apoptosis, también hay
otros estudios donde se registra una rapida salida del citocromo ¢ hacia el citosol en

células apoptoéticas (Clavier et al., 2016).

Por otra parte, la actividad de Hid, cuya expresion esta regulada por la sefalizacion
con EGRFR/RAS, via supresora de tumor Hippo, microRNAs y la hormona Ecdisona
(Bilak y Su, 2009), estd mas relacionada con la interaccion de proteinas DIAP. De
hecho, la expresion de hid resulta en uns dramatica disminucién en los niveles de
DIAP1 con un correspondiente aumento en la activacion de caspasas. Esta actividad
requiere la actividad de la ligasa proteina-ubiquitina y en ensayos in vitro ha
demostrado que Hid promueve directamente la ubiquitinizaciéon y degradacion de
DIAP. La expresion de los otros dos inductores de apoptosis reaper y grim, también
resulta en la pérdida de DIAP1. ICabe recalcar, que esta actividad no requiere la
funcion de la ligasa proteina-ubiquitina, indicando que estas proteinas pueden

regular los niveles de DIAP1 a través de diferentes mecanismos (Yoo et al., 2002).

DmP53

P53 es un factor de transcripcidén regulado que induce la detencion del ciclo celular o
apoptosis en respuesta a un estrés celular como el daino al ADN o activacion
oncogénica (Ko y Prives, 1996). La pérdida o inactivaciéon del gen p53 es la mutacion

mas comun en cancer humano (Hainaut et al., 1998). En el caso de la detencion del
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ciclo celular dependiente de p53, ésta ocurre a través de la induccidn transcripcional
de p21, que previene la entrada dentro de la fase S por inhibicién de la actividad
cinasa dependiente de ciclina (el-Deiry-et al., 1993). EI homélogo del p53 humano es

denominado Dmp53 en Drosophila.

Dmp53 comparte una identidad de aminoacidos significativa con el dominio de union
al ADN de p53 de humanos. Como en p53, la sobreexpresion de Dmp53 induce
apoptosis y la inhibicion de las funciones de Dmp53 genera células resistentes a la
apoptosis inducida por rayos X. En contraste a la p53 de mamiferos, la
sobreexpresiéon de Dmp53 no induce el bloqueo del ciclo celular en fase G1 ya que
la inhibicion de la actividad de Dmp53 no afecta la detencion del ciclo celular
inducido por rayos X. Esto sugiere que la funcién ancestral de p53 podria haber
estado restringida a la eliminacién de células dafiadas por apoptosis e identifica a
Drosophila como un modelo ideal para la diseccidon de las vias de apoptosis
mediadas por p53 y provocadas como una respuesta al dafio celular (Ol et al.,
2000).
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar los niveles relativos de transcripcion de dos genes marcadores de
metabolismo xenobidtico, dos de estrés oxidante y cuatro de apoptosis en larvas de
tercer estadio de las cepas flare* y Oregon-flare® de D. melanogaster tratadas con
260 ug/mL de ZEN

Objetivos particulares

Demostrar si existe una expresion diferencial en larvas de las cepas flare® y Oregon-
flare® de Cyp450 en un estado basal.

Comparar el patron de expresion de los marcadores entre las dos cepas de larvas
de Drosophila melanogaster con expresion diferencial de Cyp450 y tratadas con la
ZEN.

Comparar los niveles de expresion de los marcadores en cada cepa tratada con la
ZEN.

Hipotesis

Algunos estudios in vitro han reportado un efecto genotdxico de la ZEN mientras que
otros solo la consideran como un disruptor estrogénico. Las alteraciones en algunos
parametros reproductivos que la ZEN ocasiona en D. melanogaster no pueden ser
atribuidos mediante esa via dado que este organismo carece de un receptor de
hormonas homologo al de mamiferos, por lo tanto, la ZEN administrada a larvas de
tercer estadio podria interferir en procesos celulares involucrados en el metabolismo

de xenobidticos, estrés oxidante y/o apoptosis.
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Material y métodos

Las pruebas de toxicidad y de las concentraciones sub-tdxicas de las ZEN fueron
realizadas en estudios previos en el laboratorio de Genética Toxicologica de la
Facultad de Estudios Superiores lztacala siguiendo el siguiente protocolo de

toxicidad:

Prueba de toxicidad

Previamente, Vazquez-Gémez (2011) determind una concentracion de la ZEN (CAS-
No. 17924-92-42. Sigma Aldrich, San Louis Missouri, USA) sub-toxica para las
cepas flare® y Oregon-flare® de D. melanogaster. Para ello, realizd la prueba de
toxicidad CLsy (concentracidon letal media). La CLsy es la concentracion de un
compuesto que estadisticamente es la causa (durante o después de la exposicion en

un plazo determinado) de la muerte del 50% de la poblacién.

Se elabord un grafico de dispersion con las concentraciones estudiadas, se observé
la tendencia de los puntos, se ajustaron los puntos con el modelo matematico que
ajustara el valor de R? mas alto y finalmente, con base en la ecuacién obtenida, se
eligié una concentraciéon de ~CLyg [260 pg/mL] para realizar este trabajo (Vazquez-
Gbémez, 2010).

Sincronizacion y colecta de huevos

Las cepas flare® y Oregon-flare® se cultivaron y se propagaron en frascos de vidrio
de 250 mL con 5 g de hojuela de papa y 20 mL de solucion conservadora [(5 mL de
tegosept al 12% (OH) y 5 mL de acido propionico, aforados a 1 L de agua. (Duenas
et al., 2001)]. Las cepas se mantuvieron a 25°C con humedad relativa a 65% y en
total obscuridad hasta obtener la cantidad necesaria para los experimentos. Para
obtener organismos con la misma edad, se eliminaron a las moscas adultas. Al
emerger los organismos restantes, los adultos se trasvasaron una ultima vez para
colectar huevos durante 8 h, las larvas obtenidas de esta manera fueron utilizadas

en los tratamientos con la certeza que todas eran de tercer estadio y tenian 72 + 4h.

Recuperacion de larvas y tratamientos

Se recuperaron larvas flare® y Oregon-flare® de tercer estadio y se colocaron en un
cuadro de organza sobre una caja Petri. Con ayuda de una espatula y un pincel se
tomaron 10 larvas y se colocaron en viales de plexiglass con organza conteniendo

0.5 g de medio instantaneo Carolina (MIC) pulverizado. Los tratamientos
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consistieron en un tratamiento de ZEN a la concentracion de 260 ug/mL previamente
establecida (Vazquez-Gémez, 2011); 2 controles positivos: fenobarbital [12 mM] y
peréxido de hidrégeno [20 mM]; un control negativo de agua y un control del
disolvente (buffer de fosfato de sodio, pH 7). Se incubaron a 25 °C con humedad
relativa de 65% y completa oscuridad por 24 h. Los experimentos se realizaron por

duplicado.

Procesamiento de las muestras

Una vez terminado el tratamiento las larvas fueron sacadas del medio y lavadas con
agua corriente para eliminar el MIC. Aproximadamente 1 g de organismos completos
de cada tratamiento fue congelado con nitrégeno liquido, macerado y almacenado a
-70 °C en un ultracongelador (REVCO®)

Extraccion de ARN

El ARN de las muestras se extrajo usando el reactivo trizol (CAT No. 15596-018 de
Invitrogen, USA), usando 1 mL del reactivo por cada gramo de tejido. Las
suspensiones en trizol fueron pasadas a través de una jeringa clinica de 10 mL
alrededor de 20 veces para la disgregacion del tejido. Posteriormente se agregaron
200 pL de cloroformo y se centrifugaron a 1300 rpm por 15 min. Se recuperé la fase
acuosa (fase superior) de la cloroférmica y ésta se pasé a través de columnas de
purificacion Direct-zol RNA Mini-Prep (CAT No. R2051 de BioAdvanced Systems,

USA) para reducir posibles residuos proteicos y de ADN.

Se hicieron dos lavados de las muestras con buffer de lavado (200 pL) y Direct-zol
(400 pL) y finalmente el ARN se resuspendio en 50 ul de agua libre de nucleasas. Se
verifico la integridad de cada ARN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio (Figura 3). De cada muestra se tomaron
aproximadamente 2 uL para cuantificar la concentracion de ARN por microlitro
usando un espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer
de Thermo Scientific USA).
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Fig. 3: Extraccion de ARN de algunos tratamientos revelado en gel de agarosa al
1% vy tefiido con bromuro se etidio. Carril 1: marcador; carril 1: flare>+ ZEN; carril
3: flare® + H202; carril 4: flare® Agua; Carril 5: flare® + Buffer: Carril 6: Oregon-
flare® + ZEN; carril 7: Oregon-flare® + ZEN; carril 8: Oregon-flare® + H,O,; Carril
9: Oregon-flare® + Agua; Carril 10: Oregon-flare® + Buffer.

Tratamiento con DNAsa

Para la eliminacion por completo del ADN, cada muestra de ARN fue tratada con
DNAsa usando el kit Turbo DNA-free (CAT No. AM1907 de Invitrogen, USA). Se
calcularon 6 ug de ARN suspendidos en 45 uL y se le agregaron 5 uL de buffer de
reaccion y 1.5 uL de la enzima. Se dejé incubar la reaccidon por 40 min a 37 C. Se
volvio a verificar la integridad del ARN mediante electroforesis y se volvié a

cuantificar.

Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc de cada muestra se llevé a cabo a partir de las muestras de
ARN purificadas y tratadas con DNAsa usando el kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis (CAT No. K1621 de Thermo Scientific, USA). Se tomaron 200 nM/uL de
ARN y se le agrego 1 pL de oligo dT incubando a 65 °C por 10 min y a 4 °C por 5 min
para la hibridacion del oligo con la cola poliA del ARNm. Para un volumen de 20 pL
se consideraron los siguientes volumenes: 4 uL de buffer, 1 yL de enzima, 1 uL de
inhibidor (RNA in), 2 yL de NTP’s y agua libre de nucleasas. Se dej6 incubar la
reaccion por 90 min a 42 °C. La calidad de la reaccion se probé mediante PCR punto

final usando primers o cebadores especificos para actina42a (Figura 4).
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Fig. 4: Productos de PCR usando primers para actina42a y ADNc como molde. MPM
1: marcador de peso molecular; carril 1: flare® + ZEN; carril 3: flare® + H202; carril 4;
flare® + Agua; Carril 5: flare> + Buffer: Carril 6: Oregon-flare® + ZEN; carril 7: Oregon-
flare® + ZEN; carril 8: Oregon-flare® + H202; Carril 9: Oregon-flare® + Agua; Carril 10:
Oregon-flare® + Buffer.

Disefio de primers

Los primers usados para amplificar fragmentos de los genes de interés mediante
PCR semi-cuantitativa y PCR tiempo real se diseharon a partir de secuencias de
ARN mensajero disponibles en la base de datos del NCBI y Flybase. Para su disefio
se tomaron en cuenta valores de Tm de 58 a 60 °C, porcentajes de guanina/citosina
mayores a 50 % y un tamafo del producto de 100-200 pb. También se consideraron
parametros termodinamicos para la estabilidad de los primers durante la reaccion,
los cuales fueron los siguientes: horquillas: AG >-4.5; homo-dimeros AG > -4.5 y
max AG de -35.5 a -45.5; hetero-dimeros AG > -4.5 y max AG de -35.5 a -45.5. Los
primers disefiados se comprobaron mediante alineamiento local usando BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) y mediante alineamientos multiples usando el
programa ClustalW. La secuencia y los valores de cada primer se presentan en el
anexo 2). Para comprobar la especificidad de cada primer se llevé a cabo una PCR
punto final usando ADN gendmico y corriendo los productos de la reaccion en un gel
de agarosa al 1 %. Una vez comprobada la amplificacién de un solo producto, los

productos de cada reaccién se llevaron a secuenciar.
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Reaccidn en cadena de polimerasa (PCR)

El ADNc de cada tratamiento fue amplificado dentro de un volumen de reaccion final
de 24 pL considerando los siguientes volumenes: 2.5 puL de PCR Buffer,-Mg 10X,
0.75 de MgCl, 50 mM, 0.5 uL de dNTP mix 10 mM, 0.1 uL de Platinum Tag DNA
polimerase, 1 uL de cada primer 5y 3'10 uM, 2 uL de ADNc y 10 uL de agua libre de
nucleasas. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min. Seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 s
(desnaturalizacion), 60 °C por 30 s (alineamiento) y 72 °C por 50 s (extensién) y un

ciclo final de 72 °C por 5 min.

PCR semi-cuantitativa

Normalizacién de las condiciones de amplificacién

Partiendo de 4 uL de ADNCc, éstas se anadieron a un volumen de reaccion para PCR
de 50 pL y utilizando primers especificos para el gen de actina42a (las secuencias de
los primers y de los productos que amplifican se muestran en el anexo 1y 2). Se
tomaron alicuotas de la reaccion a partir de los ciclos 21 a 29 de 3 puL al final de cada
ciclo de extension. La definicion del numero de ciclos para la amplificacion de los
genes de interés se hizo mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefido
con bromuro de etidio, tomando en cuenta el ciclo anterior al cual la intensidad de
las bandas ya no aumentaba. Lo anterior se hizo para cada una de las muestras de
ADNCc obtenidos de los organismos tratados. Una vez definido el numero de ciclos
necesarios, se realizaron reacciones de PCR punto final con cada uno de los primers
especificos para los genes de interés usando ADNc como templados de cada
tratamiento. Los amplicones de cada reaccion fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa 1 %. Se realizé un analisis densitométrico a partir de la intensidad
de las bandas observadas en los geles usando el programa ImageJ para obtener

niveles de expresion relativos, usando los datos de actina42 para normalizar.

PCR cuantitativa tiempo real (QRT-PCR)

Para corroborar los datos de los niveles de expresion relativa obtenidos a partir de la
PCR semicuantitativa, los ADNc fueron usados como molde para amplificaciones
mediante qRT-PCR, por sus siglas en inglés. La monitorizacién de la gqRT-PCR se
realizé con el fluorocromo intercalante SYBRGreen con el equipo StepOne Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, USA). Las reacciones se hicieron por
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triplicado, bajo los siguientes parametros: 7.5 uL de Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (CAT No. K0221 de Thermo Scientific, USA), 0.5 uL del primer 3’y
5" a una concentracién de 10 mM, 1 pL del templado de ADNc y 5.5 uL de agua libre
de nucleasas. Las amplificaciones se realizaron por 40 ciclos usando el siguiente

programa: un programa de desnaturalizacién (95 °C por 10 min) seguido de 40 ciclos
de 94 °C por 30 s y 60 °C por 1 min.

Se realizd un analisis de la curva de disociacion al final de cada fase de
amplificacion con un minimo de 60 °C a un maximo de 95 °C, con aumentos de 0.2
°C cada 15 s para probar la especificidad e identidad de los productos de la qRT-
PCR. Para el analisis de la expresién relativa se usaron los datos de “ct” (cycle
threshold). Como normalizadores se considerd al gen de actinad42a debido a que se
ha reportado como un gen constitutivo y a los controles negativos. Para la obtencion
de los valores de expresion relativa se usaron las siguientes formulas: Actieterencia=2"-
[(ct control interno y gen problema-control interno y gen de referencia)-(ct control
interno y gen de problema-ct control interno y gen de referencia)]; Actyatamiento =2-[(Ct
tratamiento y gen problema-control interno y gen de referencia)-(ct control interno y
gen de problema-ct control interno y gen de referencia)] (Applied Biosystem, 2001).
Para poder llevar a cabo un analisis estadistico con tres datos, los promedios de los
datos de ct se promediaron entre si. Los valores resultantes se usaron para hacer un

tercer calculo de expresion relativa.

Los valores de AAct de los dos experimentos independientes se promediaron y se
les sometid a un analisis de ANOVA de un factor por cada gen comparando los
valores de los tratamientos contra el control; también se realizé una prueba de t
entre el tratamiento de ZEN contra el control usando el software GraphPad Prism 6.

El nivel de significancia estadistica fue considerado a p < 0.05.
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Resultados

Especificidad de los primers disehados

Una vez disenados los primers, éstos se mandaron sintetizar en Uniparts S. A. y se
probaron mediante PCR estandar para comprobar el tamano del fragmento y la
amplificacion de un solo producto (Figura 5). El producto amplificado de cada par de
primers fue mandado secuenciar al laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad
de Biotecnologia y Prototipos de la FES Iztacala. Las secuencias obtenidas de cada
producto fueron comparadas mediante un alineamiento multiple y a un alineamiento
local para corroborar su identidad usando el programa BLAST disponible en la
plataforma del NCBI asi como mediante un alineamiento multiple utilizando el
programa Clustalw disponible en la GenomeNET (http://www.genome.jp) contra las

secuencias de los genes de interés

MPM 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fig. 5. Productos de PCR usando primers especificos para cada uno de los genes
de interés y ADN genémico como molde. Carril 1: marcador; carril 2: grim ; carril 3:
hid; carril 4: reaper; carril 5: Dmp53; carril 6: hsp60; carril 7: hsp70; carril 8:
Cyp6a2; carril 9: Cyp6g1; carril 10: actina42a.

En el anexo 2 se muestran las secuencias consenso obtenidas a partir de un analisis
de los alineamientos multiples usando el programa Clustalw disponible en la
GenomeNET (http://www.genome.jp); se compararon las secuencias de referencia
de cada uno de los genes de interés contra la secuencia de los productos
amplificados. Las secuencias consenso fueron sometidas a un alineamiento local
usando el programa BLAST disponible en la plataforma del NCBI (Tabla 1). En cada

uno de los alineamientos las secuencias cumplieron con el 100% del porcentaje de
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similitud y de parecido respecto al tamafio del fragmento. El tamafio de cada
producto amplificado resulté 6ptimo para llevar a cabo las reacciones de PCR en
tiempo real (100-200 pb).

Tabla 1. Resultados de la comparacion de las secuencias de los productos
amplificados mediante PCR con las secuencias depositadas en las bases de

datos, mediante alineamiento local (BLAST)

Descripcion Longitud del Qc Valor IM
fragmento E
Drosophila melanogaster cell death 197 100% 3e-97 100%
protein GRIM (grim) mRNA, complete
cds
Drosophila melanogaster head 166 100% 4e-80 100%

involution  defective protein  (hid)

mRNA, complete cds

Drosophila melanogaster reaper (rpr), 177 100% 4e-86 100%
mRNA
Drosophila melanogaster transcription 110 100% 3e-49 100%

factor p53 (p53) MRNA, complete cds

Drosophila melanogaster heat shock 121 100% 3e-55 100%
protein 60, transcript variant A
(Hsp60A), mRNA

Drosophila melanogaster Heat-shock- 168 100% 3e-81 100%
protein-70Aa (Hsp70Aa), mMRNA

Drosophila  melanogaster  Cyp6g1, 176 100% 1e-85 100%
transcript variant A (Cyp6g1A), mRNA

Drosophila melanogaster cytochrome 194 100% 1e-95 100%
P450-6a2 (Cyp6a2), mRNA

Drosophila melanogaster actin  42A 194 100% 1e-95 100%

(Act42A), mRNA

Donde QC es el porcentaje de similitud de la secuencia obtenida con las reportadas en la
base de datos del NCBI, el valor E indica la posibilidad de que la semejanza de las
secuencias comparadas se deba al azar y Im indica el porcentaje de parecido respecto al
tamafio del fragmento (NCBI, 2016).
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Determinacion de niveles de expresion genética mediante PCR semi-
cuantitativa

La Figura 6 muestra un ejemplo de la estandarizacion de la PCR semicuantitativa
utilizando como molde ADNc de larvas Oregon-flare® sometidas al tratamiento de
fenobarbital (control positivo). Cabe mencionar que lo anterior se hizo para cada una
de las muestras de cada tratamiento y en ambas cepas. En todos los casos los
ciclos en los que se decidid tomar una muestra del amplicén fueron desde el 21
hasta el 29. En la figura 6 se observa que a partir del ciclo 27 la intensidad de la
banda ya no aumenta, por lo tanto, se considera al ciclo 26 como el adecuado para
amplificar los demas genes y evidenciar las diferencias en la concentracion de los
transcritos. La Figura 7 muestra los productos de la amplificacion de los genes de

interés a los 26 ciclos establecidos previamente.

Numero de ciclos de amplificacion
MPM 21 22 23 24 25 26 27 28 29 35

Fig. 6: Estandarizacion de la PCR semicuantitativa utilizando como molde ADNc de
larvas Oregon-flare sometidas a tratamiento de fenobarbital (control positivo).
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Fig. 7: Amplicones de los genes de interés a los 26 ciclos, usando como molde ADNc de
larvas Oregon-flare sometidas a tratamiento con fenobarbital. Carriles 1: marcador de
peso; carril 2: grim; carril 3: hid; carril 4. reaper, carril 5: Dmp53; carril 6: hsp60; carril 7:
hsp70; carril 8: Cyp6g1; carril 9: Cyp6aZ2; carril 10: control negativo; carril 11: control

positivo de actina42a.

Una vez que se sometio a PCR al ADNc de todos los tratamientos, se llevo a cabo el
analisis densitométrico usando el software /maged, el cual mide el tamafo y el
numero de pixeles en la imagen de las bandas presentes en los geles. Estos valores
son representados en una grafica (Figura 8) donde cada pico representa una banda
en la imagen original, tomando en cuenta solo bandas bien delimitadas y que estén
dentro del tamano esperado. Picos mas altos representan bandas mas intensas. Las
etiquetas de cada pico indican un porcentaje del tamafo total de cada banda. Estos
datos fueron normalizados usando los valores del gen constitutivo (actina42a) (carril
11) para calcular la intensidad relativa de cada banda. Dado que en la normalizacion
se usaron los promedios para obtener un solo valor no fue posible calcular la

desviacion estandar y realizar un analisis estadistico.
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Qrg PB trat 2.bmp; Uncalibrated

2
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Fig. 8: Grafica arrojada por el Image J y que corresponde al tratamiento de fenobarbital
en la cepa Oregon-flare en la cual se representa la intensidad de las bandas presente en
el gel de agarosa. Pico 1: hsp60; pico 2: hsp70; pico 3: Cyp6g1; pico 4: Cyp6aZ2; pico 5:
control negativo; pico 6: actina42a

En la tabla 2 se observa que. los transcritos de hsp70, estuvieron presentes en todos
los tratamientos en la cepa flare>. En esta misma cepa se observa que el
fenobarbital indujo la expresion de Cyp6a2. Se observa tambien que en la cepa
Oregon-flare cuya principal caracteristica es la sobre-expresion de los genes que
codifican Cyp450s, el fenobarbital indujo la expresién de hsp60, hsp70, Cyp6g1 y
Cyp6a2, mientras que en el tratamiento con ZEN no se detectaron transcritos de los
genes evaluados; para el caso del tratamiento con H,0O,, el gen de Cyp6g17 presentd
un nivel de expresion cercano al control (0.96), mientras que el gen de hsp70 mostro

un nivel de expresion 0.28 mayor al control.
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Tabla 2. Presencia y concentracion relativa de transcritos de los genes de interés

mediante la PCR semi-cuantitativa y cuantificacién densitométrica.

flare® Oregon-flare®
Genes Control Agua FB ZEN | H,O, | Control Agua FB ZEN H,0O,
Cyp6gl 0.91 0.96
Cyp6a2 0.58 0.67
hsp60 0.35
Hsp70 1.14 0.55 | 0.68 | 0.34 1.13 1.28
Dmp53
Grim
Hid
Reaper
actina42a | 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Tratamientos: control agua; FB (fenobarbital 12 mM); ZEN (ZEN 260 pg/mL) y H,O,
(peroxido de hidrogeno 20 mM). En los rectangulos se anotan los niveles de
expresion relativa (promedio de dos experimentos independientes) a los del gen
constitutivo utilizado como normalizador. Las casillas en blanco indican que no hubo
amplificacion de estos aenes en el tratamiento.

Dado que esta técnica presenta una poca sensibilidad para detectar transcritos que
se encuentran en cantidades muy bajas y al depender de la perspectiva del
investigador tiende a ser poco objetiva, se decidié amplificar y cuantificar las

muestras de ADNc de cada tratamiento y cepa mediante PCR cuantitativo tiempo
real (QRT-PCR).
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Determinacion de niveles de expresion genética mediante PCR cuantitativo
tiempo real

Para confirmar los patrones de expresion determinados por PCR semicuantitativa
mostrados anteriormente, se us6 qRT-PCR usando los mismos primers, ademas de
que en algunos casos se podria determinar la presencia de transcritos que el
protocolo anterior no evidencid. Los ADNc se amplificaron por triplicado y se analizé
la curva de disociacion después de terminados los ciclos de amplificacion para
verificar la generacion de un solo producto. Una vez obtenidos los datos de ct
(“threshold cycle”), se usaron los correspondientes al gen constitutivo de actina42a y
al control negativo para normalizar los datos y expresar los valores de manera

relativa..

En el anexo 3 se muestran las curvas de disociacién correspondientes a cada
reaccion usando los primers anotados; en la mayoria de las disociaciones se
observan algunos picos a temperaturas previas a la Tm, lo cual podria indicar la
presencia de dimeros. La formacién de dimeros se da por la hibridacién entre primer
y es muy frecuente en las reacciones de PCR (Costa, 2004). Para mejorar su
especificidad se deben emplear condiciones de reaccion éptimas y una seleccién y
revision mas exhaustiva en cuanto a su disefio para disminuir el riesgo de formacion

de dimeros en futuros trabajos.

Los valores ct usados para calcular la expresion relativa de los niveles de expresion
basal, asi como los que se obtuvieron en cada tratamiento son presentados en el

anexo 4.

Los valores promedios de la expresion relativa que se usaron para el disefio de las

graficas son presentados en el anexo 5
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Nivel de expresidén génica basal en las cepas

Los niveles basales de la expresion de flare® y Oregon-flare® en el control negativo
permiten observar el comportamiento de los genes de interés en “condiciones
normales” (Figura 9). Para calcular los valores de expresion relativa se tomaron
como referencia a los controles negativos de flare®, al ser ésta la cepa con expresion
moderada de los Cyp450s. Al comparar los resultados se observan niveles mas altos
de expresion en Cyp6gl y Cyp6a2, con valores de 3.19 y 4.39 respectivamente, en
la cepa Oregon-flare® en comparacion con flare® cuyos valores fueron de 1.17 y 1.02,
asi como de hsp60 y hsp70 (relacionados con estrés oxidante) los cuales se elevan
a 3.0 y 2.36 en Oregon-flare® con respecto a flare® con valores de 2.40 y 1.03. De
manera interesante, la expresion de algunos de los genes marcadores de apoptosis
fue significativamente menor (p < 0.05) en la cepa Oregon-flare®, como en el caso de
grim (0.10) y reaper (0.46) mientras que hid (0.35) y p53 (0.72) solo mantuvieron una
tendencia a sub-expresarse en Oregon-flare3 con respecto a flare® que presento los

siguientes valores: grim 1.80; hid 2.1; reaper 1.0; Dmp53 2.84.
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Fig. 9: Niveles basales de expresion relativa de los marcadores de MX, estrés oxidante y
apoptosis de las cepas flare® y Oregon-flare®. La expresion relativa se calculé usando la ct
del gen actina42a y a la muestra control de la cepa flare®. Los asteriscos sobre las barras
representan las diferencias significativas (p < 0.05).
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Niveles de expresion relativa inducidos por los tratamientos

Las expresiones relativas de los genes marcadores en larvas, de cada tratamiento,
fueron comparadas para determinar si existen diferencias significativas. Los niveles
de expresion de Cyp6g71 no mostraron diferencias estadisticamente significativas, sin
embargo, existe una tendencia a elevarse con el tratamiento con ZEN en las dos
cepas; por otra parte, Cyp6a2 no modificO su expresion en flare®, sin embargo,

aumenté en Oregon-flare® (Figura 10).
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Fig. 10: Niveles de expresion relativa de los genes marcadores de MX en cada uno
de los tratamientos de ambas cepas. La expresion relativa fue calculada con

respecto al gen actina42a y a las muestras control sin tratamiento en cada cepa.
Los asteriscos sobre las barras representan las diferencias sianificativas (o < 0.05).
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Marcadores de estrés oxidante

En el tratamiento ZEN el gen hsp60 muestra una expresion significativamente mas
alta tanto en flare® (2.96) como Oregon-flare® (1.68), mientras que los valores de
hsp70 fueron significativamente bajos en la cepa Oregon-flare® tratada con ZEN
cuyo valor de expresion fue 0.50 y en flare® fueron estadisticamente altos con valor

de 1.71 (Figura 11).
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Fig. 11: Niveles de expresion relativa de los marcadores de estrés oxidante de ambas cepas
en cada tratamiento. La expresion relativa fue calculada con respecto al gen actina42a y a las
muestras control sin tratamiento. Los asteriscos sobre las barras representan las diferencias

significativas (p < 0.05)
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Marcadores de apoptosis

En cuanto a los marcadores de apoptosis, se observan niveles de expresion altos de
los genes reaper (5.91) y Dmp53 (1.95) en larvas de la cepa flare® tratadas con ZEN
(figura 12), mientras en el caso de Oregon-flare® los genes que se sobre expresan en
los tratamientos con la ZEN son grim (1.99) cuyo valor fue estadisticamente
significativo (p <0.05) y Dmp53 (1.82) (Figura 13).
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Fig. 12: Niveles de expresion relativa de los marcadores de apoptosis inducidos en la cepa
flare por tratamiento. La expresién relativa fue calculada con respecto al gen actina42a y a las
muestras control sin tratamiento. Los asteriscos sobre las barras representan las diferencias
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Fig. 13: Niveles de expresion relativa de los marcadores de apoptosis inducidos en la
cepa Oregon-flare por tratamiento. La expresién relativa fue calculada con respecto al gen
actina42a y a las muestras control sin tratamiento. Los asteriscos sobre las barras
representan las diferencias significativas (p < 0.05).

Comparacion de los niveles de expresion en los tratamientos con ZEN

Para hacer una comparacion de la expresion relativa de los marcadores inducida por
la ZEN, los datos fueron analizados en una sola grafica por cada cepa. Entre los
marcadores de MX se observa que tanto en la cepa flare®> como Oregon-flareS, el
gen que mostré una mayor expresion en comparacion con su control fue Cyp6g7 con
valores de 3.39 en flare®> y 1.82 en Oregon-flare® contra 1.85 y 1.65 que mostrd

Cyp6aZ2 en el mismo orden.
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En el caso de los marcadores de estrés oxidante, en flare® se observa que el gen
que mostré valores mas altos fue hsp70 con 1.71, mientras hsp60 tuvo un valor de
2.96. En Oregon-flare® la expresion de los marcadores de estrés oxidante fueron
diferentes, siendo hsp60 el que registré el valor mas alto con 1.68 mientras hsp70

solo registré un valor de 0.50.

Para los marcadores de apoptosis (grim, hid y reaper), en flare® el que registro el
valor mas alto en la expresion fue reaper con un valor de 5.91, seguido de grim con
un valor de 0.53 y finalmente hid con un valor de 0.37; Dmp53 también registro
valores altos en esta cepa (1.95). En Oregon-flare® el patrén de expresion fue
diferente, siendo grim el que tuvo la expresion mas alta con 1.99, seguido de reaper
con 1.1 y finalmente hid con un valor de 0.85; para el factor de transcripcion para

proteinas inductoras de apoptosis Dmp53 el valor fue de 1.82.
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Oregon-flare®
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Fig. 14: Comparacion de los niveles de expresién relativa de los genes marcadores de MX,
estrés oxidante y apoptosis en larvas de ambas cepas de D. melanogaster tratadas con
ZEN. La expresioén relativa fue calculada con respecto al gen actina42a y a la muestra
control en cada cepa. Los asteriscos sobre las barras representan las diferencias
significativas (p < 0.05)
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Discusién

Resultados de la PCR-semicuantitativa

Los resultados de la PCR semi-cuantitativa mostraron que no hubo un aumento en la
expresion de los genes de interés con respecto al control. En la cepa flare® la
expresion de hsp70 se observd en todos los tratamientos con valores cercanos o
debajo del tratamiento control (Tabla 2). Hsp 70 es la proteina mas extensamente
estudiada de todas las HSPs, es de particular interés por su abundancia celular y por
su papel en la proteccion celular frente a eventos nocivos. En el tratamiento con
ZEN, hsp70 mostré un valor de 0.68. En el caso de la cepa Oregon-flare® tratada con

la ZEN, no se observé su expresion.

Los resultados anteriores indicarian que la micotoxina no afecta la expresion del
marcador de estrés oxidante, lo que podria contradecir a algunos autores. Hassen y
colaboradores en 2007 demostraron que en células Hep G2 la ZEN induce la
expresion de hsp70 y hsp90 en una manera dosis-dependiente arriba de los 160 yM.
Otro estudio realizado por Lee y colaboradores demostré que en células de higado
Chang tratadas con ZEN la expresidén de hsp70 se inducia con concentraciones de
10, 20 50 y 100 uM. Ellos observaron que la expresion aumentaba de 300 a 690%

después del tratamiento con ZEN.

Una diferencia importante con estos trabajos y el que se presenta aqui, es que en el
presente estudio, la ZEN se administré in vivo en larvas de D. melanogaster a una
concentraciéon de 260 ug/mL, por lo cual la ZEN podria actuar de manera diferente
que en ceélulas cultivadas (estudios in vitro). Se ha reportado, sin embargo, en un
estudio realizado por Pfiffer y colaboradores en 2009 que el metabolismo de la ZEN
es igual tanto in vitro como in vivo, al comparar los productos metabdlicos de
microsomas hepaticos (in vitro) de ratas y de higado (In vivo) tratados con 200 yM
de ZEN. Encontrando, en ambos casos, la formacion de una cantidad significativa de
catecoles metilados de ZEN y a-ZEL, asociados a los efectos toxicos de la
micotoxina y a la formacion de EROS, sugiriendo que la formacién de catecoles a
través de la hidroxilacion aromatica de la ZEN también toma lugar bajo condiciones

in vivo.

Para los tratamientos con fenobarbital (control positivo), la presencia de hsp60 (0.35)

y hsp70 (1.13) en la cepa Oregon-flare® podria estar relacionada con los procesos de
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desintoxicacion del fenobarbital lo que es evidenciado por la mayor presencia de
Cyp6a2. En los tratamientos con fenobarbital se observd una expresion de Cyp6a2
de 1.58 y 1.67 en la cepa flare® y Oregon-flare®, respectivamente. El fenobarbital
esta reportado como inductor de la expresion de Cyp450, particularmente Cyp6a2
(Brun, et al 1996), lo cual explica su presencia en ambas cepas.

Otro estudio realizado por Castafieda-Partida y colaboradores en 2011 reporté que
en larvas de la cruza de Bioactivacion elevada de la prueba en ala de D.
melanogaster, con expresion elevada de Cyp450s, el fenobarbital 12 mM no
presenta efectos genotdxicos, mientras que en la cruza estandar, con niveles
basales, el efecto genotoxico fue de mas del doble en comparacion con el control
negativo. En nuestros resultados, si bien el fenobarbital estimula notablemente la
expresion del citocromo Cyp6a2 en ambas cepas, la expresion de los otros

marcadores no se vio afectada.

En el control positivo de peroxido se observo una expresion de hsp70 de 0.34 y 1.28
en la cepa flare® y Oregon-flare® con respecto al control de actina. El H,O, ha sido
reportado como inductor de la expresion de las HSPs, asi como de otras proteinas
relacionadas con la eliminacion de EROS (Pomatto et al., 2017; Courgeon et al.,
1988), por lo tanto, la tendencia de hsp70 a aumentar mas en la cepa Oregon-flare®
tratada con peroxido podria indicar un aumento de las EROs generadas por este

compuesto.

La expresion de Cyp6gl también esta presente pero solo en la cepa Oregon-flare®
tratada con perdxido; sin embargo en la literatura no esta reportada la relacion entre
el peroxido y la expresion de Cyp6gl, por lo tanto su presencia en esta cepa se
podria atribuir a un proceso normal del desarrollo de los organismos, ya que ademas
de estar relacionado con la desintoxicacién, Cyp6gl también esta involucrado en la
metabolizacién de la 20-hidroecdisona, una hormona importante para llevar a cabo
la metamorfosis (Chung et al., 2009). Algo importante de mencionar es que en la
cepa flare® no se observa la expresion de Cyp6gl en éste u otro tratamiento a pesar
de que el estadio larval es el mismo; esto se debe a que como se mencioné antes la
cepa Oregon-flare® mantiene una expresion alta de citocromos porque tiene al gen
regulador Cyp6gl y a la baja sensibilidad que posee la técnica de RT-PCR

semicuantitativa para detectar transcritos que estén presentes en bajas cantidades.

[43]



Si bien la técnica de la RT-PCR semicuantitativa ha sido ampliamente usada por
varios investigadores por casi tres décadas para la cuantificacion relativa de la
expresion génica, también mantiene una serie de desventajas, entre las cuales se
encuentran: su pobre rango dinamico de cuantificacién (< 2 log), baja sensibilidad,
baja precision, el bromuro de etidio usado para la tincion no es cuantificable, las
condiciones y los resultados basados en la discriminacién por el tamafio de bandas
no llega a ser muy preciso y es subjetivo; al no ser un proceso automatizado la
obtencion de resultados puede tardar varios dias si se maneja un gran numero de
muestras y genes y finalmente por la naturaleza de la técnica en ocasiones los

resultados no son reproducibles (Al-Khatib y Carr, 2003).

Tomando esto en cuenta se decidié realizar una medicion de la expresion génica
mediante PCR en tiempo real (QRT-PCR). Los primers usados para esta técnica
fueron los mismos que los usados para PCR semi-cuantitativa. Al final de los ciclos
de amplificacion en cada reaccidn se hizo un analisis de la curva de disociacion en
los que se observo un solo pico en cada grafica (Figura 10), lo que representa una
sola temperatura en la cual la mayoria de los productos se disociaron del fluoréforo
(SYBER Green), demostrando la amplificacion de un solo producto. Una vez hecho
lo anterior, para calcular los valores de expresion relativa, se hizo un analisis del
valor CT (Cycle-Threshold) (Tabla 5), que es el nivel de deteccion o el punto al cual
la reaccion alcanza una intensidad de fluorescencia sobre el ruido de fondo. Se
asume que el valor CT se correlaciona con el numero de copias o secuencias blanco
dentro de la muestra (Al-Khatib y Carr, 2003).

PCR cuantitativa tiempo real (QPRC-RT)

Nivel de expresidon génica basal entre las cepas

Para acercarnos al comportamiento de la expresion de los genes de interés en
condiciones normales, se compard la expresion basal entre las cepas, usando a los
datos de actina42a del grupo control negativo de la cepa flare® para normalizar los
datos y compararlos con los del control negativo de la cepa Oregon-flare3.
Asumiendo que este gen se expresa de manera constitutiva y es util para la
cuantificacion relativa de la expresion de genes problema (Qiagen 2017). Entre lo
mas relevante se observa que los marcadores de MX: Cyp6gl y Cyp6aZ2 tienen en la

cepa Oregon-flare una expresion de alrededor de 3.19 y 4.39 respectivamente, lo
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que es mayor que en flare (Figura 9). Lo anterior concuerda con la informacién que

se tiene sobre la cepa Oregon-flare® (Vazquez-Gémez et al., 2010).

La cepa mutante Oregon-flare® tiene en el cromosoma 2 una mutaciéon dominante
Rst(2)DDT/Cyp6gl (Daborn et al., 2001) y Cyp6a2 de la cepa Oregon que le
confiere resistencia a varios insecticidas (Pyke et al., 2004) (Daborn et al., 2007). La
expresion de Cyp6gl y Cyp6a2 es mas alta en D. melanogaster resistente a
insecticida que en otras cepas susceptibles como la cepa flare® y la cepa silvestre
Canton® (Bergé et al., 1998; Daborn et al., 2001). Los datos también concuerdan con
lo propuesto por algunos autores acerca de la sobreexpresion constitutiva de estos
Cyp450 en cepas resistentes a DDT (Brun et al., 1996; Daborn et al., 2002).

En el caso de los marcadores de estrés oxidante, se observo una expresion mayor
de éstos en la cepa Oregon-flare®, de 3.07 (estadisticamente significativo) en hsp60
y 2.36 en hsp70 con respecto a los valores de flare® de 2.40 y 1.03. Esta tendencia
podria deberse a la sobreexpresion de genes relacionados con el MX en Oregon-
flare®. En Drosophila, asi como en varias especies animales las Hsps son
importantes chaperonas que participan en la mediacion de efectores claves de la
apoptosis a nivel mitocondrial y en la degradacion de proteinas bajo condiciones de
estrés. Dada sus funciones, estas proteinas forman parte de la respuesta a
condiciones de estrés y a EROs (Feder et al., 1992). Se ha visto en algunos estudios
sobre tolerancia y respuesta al estrés en insectos, que una sobreexpresion de genes
Cyp450 en presencia de agentes estresantes o compuestos téxicos va acompanada
de la expresion de genes de combate a EROS como las Hsps (Sang, 2011; Esther et
al., 2015). Con base en lo anterior, la sobreexpresiéon de Cyp450s en Oregon-flare®
podria ir acompanada de la sobreexpresion de otros genes, como los relacionados
con el estrés oxidante como las Hsps, lo cual les brindaria una mayor proteccion

frente a compuestos toxicos.

En D. melanogaster la presencia o ausencia de Hsp60 tiene influencia sobre la
expresion de genes reguladores de la muerte celular como reaper, hid y grim
(Hawkins et al., 2000). Los marcadores de apoptosis mostraron niveles de expresion
inferiores en Oregon-flare®> comparada con flare>. En Oregon-flare® los valores de
expresion en grim, hid, reaper y Dmp53 fueron respectivamente de 0.10, 0.35, 0.46 y

0.72, siendo los valores de grim y reaper estadisticamente significativos con
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respecto al control negativo. Llama la atencion que los valores de expresion de
hsp60 fueron estadisticamente mayores en Oregon-flare®. Lo anterior podria estar
relacionado con la expresion alta de genes involucrados con el balance de EROs,
como son las Hsps (Figura 9) que son importantes componentes de las vias de
sefalizacion (Csermely, 2004). Muchos estudios han mostrado que las Hsps juegan
un papel critico en la modulacién de la cascada apoptotica (Didelot et al., 2006).
Como ejemplo, se ha reportado que Hsp70 tiene una funcion principalmente anti-
apoptética. Esta interactia con vias intrinsecas y extrinsecas de apoptosis en
numerosos pasos e inhibe la muerte celular a través de su actividad como
chaperona, asi como otras actividades independientes (Mosser et al., 1997). Por otro
lado, también existe evidencia de la importancia de Hsp60 como anti o pro-
apoptético (Sarkar et al., 2006). Por lo anterior, podria suponerse que la baja
expresion de los marcadores de apoptosis en Oregon—flare3 en comparacion con
flare® tiene relacion con los niveles altos del gen hsp60 presente en la cepa Oregon-
flare®, por lo que la presencia de éste y posiblemente de otras Hsps podrian estar
protegiendo a las células del estrés oxidante y del dafio celular y en consecuencia

disminuye la expresion de los genes de apoptosis.

Niveles de expresion relativa inducidos por tratamientos

Marcadores de MX

Se observa en la Figura 10 que tanto en Oregon-flare® como en flare® la expresion de
Cyp450s se mantuvo alta en los tratamientos de ZEN comparados con el control.
Esto coincide con estudios in vitro e in vivo en mamiferos en los que se reporta que
la ZEN induce la expresion de Cyp450s, para la hidroxilacion o la conjugacion
(Bravin et al., 2009). En los tratamientos con ZEN el gen Cyp6g1 reporté un valor de
3.39 en la cepa flare® y de 1.82 en la cepa Oregon-flare® con respecto a sus
respectivos controles. Cyp6a2 también presenta una sobreexpresion en ambas
cepas tratadas con ZEN. En flare® el valor es de 1.82 y en Oregon-flare® es de 10.36.
Lo anterior podria indicar que estas enzimas estan encargadas de metabolizar la
ZEN en D. melanogaster. La sobreexpresion de Cyp6g1l al igual que Cyp6a2 en D.
melanogaster esta relacionada con resistencia a DDT y a varios compuestos téxicos
en éste y otros insectos; se ha reportado que esta sobrexpresiéon también va
acompanada de una mayor expresion de glutationS-transferasas (Daborn et al.,

2002), lo que ayuda a aumentar la resistencia. No existen estudios previos que

[46]



reporten los efectos de la ZEN sobre la expresion de Cyp450 en D. melanogaster,
sin embargo, se sabe que Cyp6gl es el homdlogo de Cyp3a4 de humanos (Jones et
al.,, 2010), cuya familia (CYP3A) ha sido inducible con ZEN y otras micotoxinas
(Kuehl, 2001) por lo que estos resultados validan el uso de este insecto para

estudiar la toxicidad de la micotoxina.

Duca y colaboradores, en 2012, demostraron la inducibilidad de genes CYP3A en
ratas tratadas con 25 mg/Kg de ZEN en solucion de aceite de maiz por tres dias
encontrando que hay una relacién entre la expresion de estos genes y el tiempo de
exposicion a la ZEN, siendo el tercer dia donde se registré un porcentaje de cerca
de dos veces mas con respecto al control. De igual forma Ding y colaboradores, en
2006, realizaron un estudio en células HepG2 tratadas con 10 uM de ZEN por 24 h'y
encontraron que dicho tratamiento aumentoé la expresion del gen Cyp3a4 alrededor

de cuatro veces con respecto al control

A pesar de que Cyp6a2 también presenta una sobreexpresion en ambas cepas, sus
valores son relativamente menores en comparacion con los resultados en el control
positivo de fenobarbital, los cuales son de 44 en flare® y de 14.50 en Oregon-flare®.
La sobreexpresion de Cyp6a2 en los tratamientos con fenobarbital coincide con
estudios previos sobre la relacion de este gen con el fenobarbital. Brun y
colaboradores en 1996 realizaron por primera vez un estudio sobre la inducibilidad
de Cyp6a2 por fenobarbital en cepas resistentes y susceptibles a insecticidas
mediante Northern blots, encontrando que, este gen es transcrito en el intestino
medio, el cuerpo graso y los tubulos de Malpighi, tanto en cepa silvestre como en
resistente a DDT, sin embargo, en esta ultima se observé que tal expresién es

constitutiva en los mismos tejidos.

En el banco de informacion de Flybase se encontré que Cyp6a2 responde también a
la cafeina y al DDT. Sin embargo hace falta mas informacion para determinar si esta
enzima esta relacionada con el metabolismo de micotoxinas como la ZEN, ya que, si
bien en ambas cepas se observa una expresion superior al control, estos valores no
fueron significativos estadisticamente y no se acercan a los que se presentan en

fenobarbital, compuesto que se sabe induce la expresién de Cyp6aZ2.
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Marcadores de estrés oxidante

La citotoxicidad y la generacién de EROs son consecuencias de la toxicidad
mediada por las micotoxinas. Las EROs son moléculas reactivas quimicamente que
contienen oxigeno. Estas son altamente reactivas debido a la presencia de
electrones no pareados; son formados como productos naturales del metabolismo y
tienen un papel importante en la sefializacién celular y la homeostasis. Sin embargo,
durante la exposicion a ambientes estresantes, los niveles de EROs pueden
incrementarse dramaticamente como resultado de un estrés oxidante (Devasagayam
et al., 2004). El estrés oxidante ocurre cuando la concentracion de EROs generados
excede la capacidad antioxidante de la célula. Las Hsps han sido usadas
ampliamente como marcadores de estrés oxidante ya que su expresiéon es inducida

por la perturbacion en los niveles del estatus redox (Sies, 1991).

En la Figura 11 se observa el efecto de cada tratamiento en la expresion de los
genes marcadores de estrés oxidante hsp70 y hsp60. El gen hsp70 tuvo un valor
significativamente alto de 1.71 en los tratamientos de ZEN en la cepa flare® en
comparacion al control. Lo anterior, podria indicar que existe un efecto sobre el
balance de las EROs. Varios estudios in vitro e in vivo han reportado que la ZEN
estimula la formacién de EROs causando dafio oxidante. Ademas de los estudios de
Hassen y Lee anteriormente mencionados, otros estudios realizados por Salem y
colaboradores, en 2015, sobre el efecto protector de la crocina y la quercetina en
células HCT116 y HEK293 tratadas con ZEN demostraron un efecto sobre la
viabilidad celular dosis-dependiente en concentraciones que fueron de 25 a 200 uM,;
a concentraciones de 100 uM se indujo estrés del reticulo endoplasmico verificado a
través de la sobreexpresion de GRP78, ATF4, GAD34, PDIA y CHOP. Chen y
colaboradores, en 2015, exploraron los efectos de la ZEN en la proliferacion y
apoptosis de macréfagos RAW264.7 demostrando que el estrés en el reticulo
endoplasmico juega un papel clave en la muerte celular inducida por la ZEN, al
observar una reduccién en la viabilidad celular en concentraciones que fueron de 10
a 100 uM.

En los resultados con qRT-PCR hsp70 solo se encuentra sobre-expresada en flare®.
El incremento en los niveles de expresion podria ser atribuido al efecto oxidante de
la ZEN, el cual estimula su expresion para la defensa celular. El mecanismo de

protecciéon de las Hsps contra el dafo oxidante es a través de su habilidad de
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incrementar la concentracion de enzimas como glutation transferasa dentro de la
célula (Mehlen et al., 1996).

En el caso de hsp60 el cual fue estadisticamente significativo en ambas cepas con
valores de 1.68 y 2.96 en flare> y Oregon-flare® respectivamente. En D.
melanogaster, este gen actua en colaboracién con hsp70 y esta involucrado en
procesos anti y pro-apoptoticos (Young et al., 2004). Los miembros de Hsp60 son
predominantes en mitocondria, aunque algunos lo reportan también en citosol y en
compartimentos extracelulares (Sarkar et al., 2006). Las chaperonas Hsp60
mitocondriales han sido asociadas a una respuesta de proteinas mitocondriales mal
plegadas, por lo tanto, su regulacion podria estar ligada a la acumulacion de EROs

en la mitocondria (Morrow et al., 2016).

Lo anterior es de importancia debido a que si bien no hay muchos reportes que
relacionen esta proteina con la ZEN si hay estudios que indican que la ZEN estimula
la produccion de EROs en la mitocondria, o que trae como consecuencia efectos
sobre la permeabilidad de membrana y una pérdida en el potencial de membrana
que finaliza en procesos de apoptosis. Bouaziz y colaboradores, en 2008, trataron
células de hepatoma humanas con 120 yM de ZEN, encontrando un incremento en
la produccion de EROs como consecuencia de alteraciones mitocondriales
(permeabilidad de la membrana y de poros de transicién). Pérdida en el potencial de
membrana debido a una rapida producciéon de EROs y dafos en la via mitocondrial
por la ZEN han sido también observadas en células CHO-K1 (Ayed-Boussema et al.,
2008) (Ferrer et al., 2009).

En los resultados con qRT-PCR, en la cepa flare® tratada con ZEN, hsp60 tuvo un
valor de 2.96, mientras que en Oregon-flare® fue de 1.68. Con base en la informacién
anterior, creemos que la expresion de hsp60 en ambas cepas se debe a un aumento
en la produccion de EROs en el citoplasma mitocondrial. La sobreexpresién de
hsp60 se presenta tanto en larvas con sobreexpresion de Cyp450 como en larvas de
expresion basal, lo que indicaria que el metabolismo de la ZEN a través de los
citocromos P450 no tiene afectan la capacidad de esta micotoxina de producir un

estrés oxidante en larvas de D. melanogaster.
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Marcadores de apoptosis

Se han demostrado varios efectos toxicos producidos por la ZEN, induciendo un
proceso de apoptosis, fragmentacion del ADN (Kim et al., 2003), produccion de
micronucleos (Ouanes et al.,, 2003), aberraciones cromosomicas (IARC, 1993) y
formacién de aductos del ADN (Pfohl-Leskowicz et al., 1995). Todos estos efectos
toxicos no pueden ser explicados por su actividad estrogénica. Varios estudios
indican que los efectos de la ZEN podrian estar siendo desencadenados por estrés
oxidante (Abid-Essefi, 2004).

Como se muestra en la Figura 11 en ambas cepas hay un aumento significativo en
la expresion de la hsp60 lo que es un indicativo de estrés oxidante, ahora bien, para
probar un posible proceso de muerte celular se decidido medir la expresion de cuatro
marcadores de apoptosis grim, hid, reaper y Dmp53; este ultimo actua como un
factor de transcripcion para los tres primeros y en D. melanogaster esta ligado
directamente a un proceso de apoptosis cuando existe un dafo al ADN, a diferencia
del gen p53 de mamiferos, el cual esta involucrado también en la detencidn del ciclo
celular para la reparacion de ADN dafado (Ollmann, 2000). Los genes grim, hid y
reaper son inductores de apoptosis al inhibir directamente a las DIAP y activar a las

caspasas (Steller, 2008).

En la Figura 12 se observa que reaper tiene un aumento significativo de la expresion
en la cepa flare® tratada con la ZEN con un valor de 5.91, mientras que en la cepa
Oregon—flare3 tratada con la ZEN el gen que mostré el valor significativamente mas
alto fue grim con 1.99. El gen hid no mostrd valores superiores al control en ninguna
de la cepa tratada con la ZEN. Como se puede observar existe una diferencia en el

patrén de expresion de los genes pro-apoptoticos.

La diferencia en el patrén de expresidon podria explicarse debido a que, a pesar de
las similitudes en su estructura y motivos, en las proteinas que codifican estos
genes, su transcripcion se activa en respuesta a sefales pro-apoptéticas diferentes,
incluyendo hormonas, una variedad de sefales de desarrollo, y varias formas de

estrés celular o dafio (Steller, 2008).

Algo que es importante mencionar es que existen diferencias en la forma de inducir
apoptosis. Por ejemplo, la expresiéon de hid resulta en una dramatica disminucién en

los niveles de DIAP1, asociada con un correspondiente aumento en la activacién de
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caspasas; esto requiere de la actividad de la ubiquitina-proteina ligasa, y se ha
demostrado que Hid promueve directamente la ubiquitinizacion y degradacién de
DIAP1. La expresion de los otros dos inductores de apoptosis reaper y grim también
resulta en la pérdida de DIAP1, pero esta actividad no requiere de la funcion de la
ubiquitina-proteina ligasa, indicando que estas proteinas pueden regular los niveles
de DIAP a través de diferentes mecanismos. Las observaciones in vitro de Grim y
Reaper muestran que éstas pueden suprimir la traduccion de ciertas proteinas (Yoo,
2003).

Otra diferencia importante esta en sus dominios funcionales. Grim, Hid y reaper
contienen un motivo de unién a IAP amino-terminal (IBM) que se une e inhibe a las
DIAP1. Sin embargo, grim y reaper tienen una segunda region funcionalmente
definida; un dominio interno llamado dominio GH3. El dominio GH3 dirige a reaper y
grim a la mitocondria y es suficiente para inducir la apoptosis, sugiriendo que el
dominio GH3 media un mecanismo para la muerte celular que es independiente de
la inhibicién de las DIAP1 (Chen et al., 2004; Claveria et al., 2002). Segun estudios
previos, la actividad de reaper y grim sobre la mitocondria no parece involucrar la

liberacion de Citocromo ¢ como ocurre en mamiferos (Abdelwahid et al., 2007).

En el caso de reaper estas vias son inter-dependientes, en la que la degradacion de
las DIAP1 es significativamente mas eficiente en la mitocondria (Freel et al., 2008).
Sin embargo, este no parece ser el caso de grim, en el que mantiene su actividad
apoptotica inclusive al no poder unirse a DIAP1, mientras mantenga libre el dominio
GH3 (Abdelwahid et al., 2007). Un posible mecanismo por el que grim podria inducir
la apoptosis al situarse en la mitocondria es a través de una interaccién con la
proteina Buffy, esto es soportado por interacciones fisicas y genéticas (Wu et al.,
2010). Una via mitocondrial activada por grim podria involucrar permeabilizacion,
fragmentacion o disyuncién mitocondrial, culminando en la muerte celular por

activacion de caspasas (Koto et al., 2009).

Con base en la informacién anterior y a nuestros resultados en los que hay una
sobreexpresion significativa de grim en flare® y reaper en Oregon-flare® en los
tratamientos de ZEN, se demuestra un posible proceso de apoptosis en los

organismos tratados a una concentraciéon de 260 ug/mL. Este proceso podria
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involucrar a la via mitocondrial como sugiere la sobreexpresion de hsp60 en ambas

cepas principalmente localizada en este compartimento (Arya y Lakhotia, 2008).

Lo anterior coincide con estudios in vitro en los que también se sugiere a este
organelo como blanco de la micotoxina para la induccion de apoptosis. Bouaziz y
colaboradores, en 2008, estudiaron las diferentes vias apoptéticas inducidas por la
ZEN, toxina T-2 y ocratoxina A en células humanas de hepatoma. Las tres
micotoxinas indujeron apoptosis a través de la via mitocondrial dependiente de la
actividad de p53. En ese trabajo, las alteraciones mitocondriales incluyeron la
relocalizaciéon de la proteina Bax en la membrana externa de la mitocondria, la
pérdida del potencial de membrana, la apertura del poro de transicion mitocondrial y
la liberacion del citocromo c. En presencia de ZEN (120 uM) y toxina T-2 los niveles
de EROs se incrementaron en etapas tempranas, inclusive antes de las alteraciones
mitocondriales. Otro estudio realizado por Banjerdpongchai y colaboradores, en
2010, acerca de los mecanismos involucrados en la muerte celular inducida por la
ZEN, se encontré un efecto citotoxico, causando detencidn del ciclo celular,
induccion de la apoptosis por la via mitocondrial (liberacion de citocromo c) a través
de la reduccion del potencial transmembranal, la activacion de caspasas 3 y 8, la

produccion de EROs y la induccidn de estrés en el reticulo endoplasmico.

En nuestro resultado se midié la actividad de Dmp53 el cual es homdlogo de p53 de
humanos, cuya funcion en esa especie es la detencién del ciclo celular en caso de
dafio al ADN para su reparacion o en casos mas severos la induccion de apoptosis.
En la Figura 12 se observa un aumento en la expresion de Dmp53 en ambas cepas
tratadas con ZEN, en flare* hay un aumento significativo de 1.95, mientras en la
cepa Oregon-flare® hay un valor significativamente alto de 1.82. La expresion de este

gen podria indicarnos un posible efecto genotoxico de la ZEN en las larvas tratadas.

Lo anterior también coincide con estudios in vitro en los que se evalu6é ademas de la
actividad de p53, el efecto sobre el material genético. Yu y colaboradores, en 2011,
mostraron que la ZEN redujo la viabilidad de macréfagos RAW264.7 de manera
dosis dependiente. Los tratamientos con ZEN generaron muerte celular por necrosis
o apoptosis tardia, pérdida del potencial de membrana mitocondrial, cambios en las
proteinas mitocondriales Bcl-2 y Bax y la liberacion citoplasmatica del citocromo ¢ y

del factor inductor de apoptosis (AlIF). De manera interesante, al aplicar un inhibidor
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de p53 estos cambios, incluyendo el aumento de EROs y la apoptosis fueron
prevenidos. Estos autores dedujeron que la activacion de p53 juega un papel

importante en el dafo provocado por la ZEN

En otro estudio, Abid-Essefi y colaboradores, en 2004, analizaron la citotoxicidad de
la ZEN, registrando la inhibicion de la sintesis de ADN y de proteinas y dafio
oxidante en células Caco-2 y observaron una pérdida en la viabilidad celular
correlacionada con la perturbacién del ciclo celular, inhibicién de la sintesis de
proteinas y ADN e incremento de la formacién de malondialdehido (MDA) en una

manera dosis dependiente en concentraciones de ZEN que fueron de 1 a 60 yM.

Ayed-Boussema y colaboradores, en 2008, estudiaron el potencial de la ZEN sobre
el dafno al ADN, apoptosis y respuestas al estrés y las vias que eran
desencadenadas en células HepG2, encontrando una disminucion en la viabilidad
celular de manera dosis dependiente (IC50%, 100 uM) y reportando a la apoptosis
como la principal causa de muerte celular. Se encontré también una sobre-expresion
de genes de la familia ATM y p53, involucrados en la ruptura del ADN y su

reparacion.

Comparacion de los niveles de expresion en los tratamientos con ZEN

En la Figura 14 se observa una comparacion de la expresion de todos los
marcadores en los tratamientos de ZEN después de compararlas contra el control
negativo correspondiente a cada cepa. En ambas se observa una expresion alta de
los Cyp450, lo que podria indicar que éstos estan implicados en el metabolismo de
la ZEN, como ya se ha demostrado en estudios en células de mamifero in vitro.
Debido a la expresion mayor de los Cyp450, se observa un posible aumento en las
EROs por el aumento significativo de hsp70 y 60 en la cepa flare® y de hsp60 en la
cepa Oregon-flare®; también se pone en evidencia un posible evento de apoptosis
dado el significativo aumento de Dmp53 y grim en flare® y de reaper y Dmp53 en la
cepa Oregon-flare®. Como ya se ha mencionado ambas cepas difieren en cuanto a la
expresion de Cyp450, siendo Oregon-flare3 la que presenta los niveles mas altos,
confiriéndole resistencia a insecticidas organofosforados como el DDT. Sin embargo,
nuestros resultados muestran que ambas cepas son susceptibles al dafio causado
por la ZEN.
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La biotransformacion de la ZEN difiere significativamente entre especies: es
absorbida rapidamente después de su ingesta y metabolizada principalmente en
células del intestino y células hepaticas (Olsen et al.,, 1985). Estudios
farmacocinéticos y del metabolismo indican que en las células intestinales de
memiferos, la ZEN es degradada por hidroxilacion del grupo ceto en el carbono 6 a
a-zearalenol (a-ZOL), B-zearalenol (B-ZOL), a zearalanol (a-ZAL) o zeranol, b-
zearalanol (b-ZAL) o taleranol y zearalanone (ZAN), que son subsecuentemente
conjugados con acido glucurénico o sulfénico y eliminados en la orina (JECFA,
2000).

Los productos reducidos han sido encontrados en varias especies de animales
vertebrados y humanos, en particular a y B-ZOL. La a-ZOL ha demostrado tener una
mayor afinidad a los receptores estrogénicos 3 a 4 veces mas alto que el potencial
estrogénico de la ZEN (Kuiper et al., 1987), relacionando su toxicidad
inevitablemente con su metabolismo (Shier et al., 2001; Hildebrand et al., 2012).
Aunque varios estudios demuestran que ZEN es eficientemente metabolizado a
compuestos con relativamente baja toxicidad, la biotransformacion de la ZEN es
considerada solo como una via de desintoxicacion parcial, pues la toxicidad del

metabolito todavia existe (Tiemann et al., 2003)

En D. melanogaster no se tiene reportada la presencia de receptores homodlogos a
los receptores de estrogeno a y B presentes en mamiferos, por lo tanto, el efecto de
la ZEN que se muestran en nuestros resultados, deben ser causados por otros
mecanismos diferentes de la actividad estrogénica de la micotoxina. Un estudio
realizado por Pietsch y colaboradores, en 2014, reportdé también que en células
cerebrales de carpa, sin expresion identificable de receptores de estrogenos, éstas
aun eran altamente sensibles a la micotoxina reflejandose en la pérdida de la

viabilidad celular y en cambios en la expresion de la enzima glutation transferasa.

Nuestros resultados también apoyan un posible aumento de EROs ocasionado por
la ZEN, lo que varios autores han relacionado con el efecto genotéxico y citotdxico
de la ZEN. La metabolizacién de la ZEN a catecoles y posibles intermediarios
quinona y semiquinona son probablemente los responsables de promover la
produccion de EROs. Estudios recientes han mostrado la formacién de productos de

hidroxilacion mediados por los Cyp450. Los dos principales metabolitos oxidantes
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(ZEN y a-ZOL) generados por microsomas hepaticos de humanos y varias otras
especies son hidroxilados en el anillo aromatico en la posicion C-13 y C-15 y
representan catecoles. La subsecuente metilacion de catecoles por la catcol-O-
metiltransferasa es generalmente considerada como una via de desintoxicacion.
Imbalances entre las reacciones de activacion e inactivacion pueden permitir la
formacion de reactivas semiquinonas y quinonas que pueden alquilar el ADN o
producir EROs por el ciclo REDOX (Fleck et al., 2012). Sin embargo, a la
concentracion de 256 uM utilizada en este trabajo, nuestro grupo no encontré que la
ZEN fuera genotdxica en ninguna de las cruzas de la prueba en ala de D.
melanogaster. Los trabajos reportados en los que la ZEN ha mostrado ser
genotodxica derivan de pruebas in vivo e in vitro. Se sabe que las concentraciones
que se aplican in vitro son generalmente altas y que dificilmente se alcanzarian in
vivo. Dado que este trabajo se hizo con una concentracién que equivale a la CLyyy

que las concentraciones de 100, 200 y 400 uM no son genotoxicas en este insecto,

Ademas de la explicacion anterior sobre el posible efecto de la ZEN independiente
de la union a receptores de estrogenos, también existe la posibilidad que esta
micotoxina sea un antagonista ecdiesteroide en D. melanogaster. Esto se ha
reportado anteriormente en un estudio hecho por Dinan y colaboradores, en 2001,
en el que probaron la capacidad agonista o antagonista sobre los receptores de
ecdisona de diferentes compuestos naturales en células cultivadas de D.
melangaster, encontrando una débil actividad antagonista de la ZEN a una
concentracion de = 10° M; sin embargo, harian falta otras pruebas para probar esta
hipotesis.
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Conclusiones
La ZEN tiene un efecto sobre los niveles de expresion de los genes marcadores de
MX, principalmente Cyp6gl, lo cual indica que al menos este Cyp450 esta

involucrado en el metabolismo de la ZEN en estos organismos.

La ZEN aumento significativamente los niveles de expresion de hsp60 en la cepa
flare® y Oregon-flare® lo que indica un posible desbalance de EROs en ambas cepas

o una afectacion en la conformacion de las chaperonas.

Los niveles de expresion de los genes marcadores de apoptosis reaper en flare® y
grim en Oregon-flare® en ambas cepas fueron significativamente altos en presencia
de la ZEN, lo que indica que la micotoxina tiene un efecto citotéxico sobre las células

de estos organismos.

La comparaciéon de los niveles de expresion en las dos cepas sin tratamiento
comprueba que existe una mayor expresion de los Cyp450s en la cepa Oregon—flare3

en comparacion con la cepa flare®

Los efectos de la ZEN afectaron tanto a larvas con expresion basal de Cyp450s
como aquellas con una expresion alta de estas enzimas, lo que podria indicar que el
metabolismo de la ZEN a través de los Cyp450s no afecta la toxicidad de la

micotoxina.

Dado que en D. melanogaster no se tiene reportada la presencia de genes
homologos a los receptores a y B de estrogenos de mamiferos, los efectos de la
ZEN en este organismo deben darse por un mecanismo distinto al de la estimulacion

estrogénica.
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Anexo 1

Valores promedio de la expresion relativa del primero y segundo experimento
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Anexo 2
Secuencias de los genes de interés obtenidas a partir de la secuenciacion de los

productos de PCR punto final usando los primers disefiados para el presente trabajo.
Secuencias consenso

Grim
GGGAAGTCAACAGGGATCGATGACCATGTCGGAGTTTGGATGCTGGGATCTTTT
GGCCCAGATCTTCTGCTACGCTCTGCGAATCTACAGCTACAGTTCGAGCCAGCG
TCAACCGACGGTCATTCAGATATCCTTCGAGATCAGCAGCGGCGGTCAGAACAA
CGATGAGGACGACGTGACTGATGCCACCTCCAAGG

Hid
TCCGGCGAGGAGTACAACTTCTTCCGGCAGCAGCAGCCGCAACCACATCCGTC
ATATCCGGCGCCATCAACACCGCAGCCAATGCCACCGCAGTCAGCGCCGCCGA
TGCACTGCAGCCACAGCTACCCGCAGCAGTCGGCGCACATGATGCCACACCAT
TCCGCTC

rpr
TACATACCCGATCAGGCGACTCTGTTGCGGGAGGCGGAGCAGAAGGAGCAGCA
GATCCTTCGCTTGCGGGAGTCACAGTGGAGATTCCTGGCCACCGTCGTCCTGG
AAACCCTGCGCCAGTACACTTCATGTCATCCGAAGACCGGAAGAAAGTCCGGC
AAATATCGCAAGCCATCG

Dmp53
CTTCCTTAGTCTTCTGCCTGGAGAAAGCATGGTAAGGTGACAGCAAAACTCTAG
ATGGCTAGAACAAAGCTTAACGTGTTTTCTTTCTTGCAGCGGCGATATCGTGGG
ACAGCATGTTATACATGTTAAAATATGTACGTGCCCCAAGCGGGATCGCATCCA
AGACGAACGCGAGACCGTCAAGGACAACCTTAAGACCATGTCGCGCCCCGTTA
GCACGCCCGAGGAGATCGCCCAGGTGGCCACCATCTCGGCCAACGGTGATCA
GGCCATCGGCAATCTCATCAGCGAGG

Hsp70
GAGATTGACGCACTGTTTGAGGGCCAAGACTTCTACACCAAAGTGAGCCGCGC
CAGGTTTGAGGAGCTGTGCGCGGACCTCTTCCGCAACACCCTGCAGCCTGTGG
AGAAGGCCCTCAACGATGCCAAGATGGATAAGGGTCAGATCCACGACATCGTG
CTCGTCGGC

Cyp6gl
GAGCCTGAAGCCGTTCTACGACTACACTCTCGAGAACGGAACCCCTGTGTTCAT
ACCCATCTATGCACTGCATCATGATCCAAAGGTATTCCATCACATTGAGAAGTTC
ATAAGCCCCCTCCTCTAACTATCTGGTTATTCCTAGTACTGGACCAATCCCAGCC
AATTCGATCCGGAGCGTTTCTCACCCGCGAACCGCAAGAACATAGTGGCCATG
GCATATCAACCCTTCGGAT

Cyp6a2
ACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGGCTGACGCCGACTTTCACCTCG
GGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTGTCTGAGGAGTTCGTC
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AAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTGCTCGAGA
TCAAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTG

Actina42a
GTCCCTGGAGAAGTCGTACGAGTTGCCCGATGGACAGGTCATCACCATCGGAA
ATGAGCGATTCCGTTGCCCCGAATCGCTGTTCCAGCCGTCGTTCCTCGGCATG
GAGGCCTGTGGCATTCACGAGACCACCTACAACTCAATCATGAAGTGTGACGTC
GACATCCGTAAGGATCTGTACGCCAACACTGTGC
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Derivatove Reporter (<fn)

Dervative Reporter (-Rn)

Anexo 3

Curvas de disociacién de los productos de la gqRT-PCR usando los primers
disefiados.
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Anexo 4

Valores promedio de

los ct,

Act y AAct de

las

reacciones gRT-PCR

correspondientes a la cepa flare® en cada uno de los tratamientos.

Primer experimento

Tratamiento

Control

Fenobarbital

Zearalenona

H,0,

Gen

Cypb6g1l
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypbg1l
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypbg1
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypbg1
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53

promedio
de los
valores ct

26.58
28.86
29.15
23.76
21.95
20.51
25.52
28.38
26.44
24.65
28.19
25.47
18.92
21.90
26.64
27.28
25.85
27.62
25.25
22.81
18.71
24.96
22.03
27.74
24.69

29.16
26.15
23.47
19.62
17.91
23.66
28.62

Promedio
de los
valores ct
de
actina42a

21.03
21.03
21.03
21.03
17.16
17.16
17.16
21.03
21.99
21.99
21.99
21.99
20.08
20.08
20.08
21.99
20.77
20.77
20.77
20.77
16.25
16.25
16.25
20.77
21.94

21.94
21.94
21.94
17.45
17.45
17.45
21.94
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Act (Gen
de interes-
gen
control)

5.55
7.83
8.12
2.73
4.78
3.35
8.36
7.35
4.45
2.66
6.20
3.48
-1.16
1.81
6.56
5.29
5.08
6.85
4.48
2.03
2.46
8.70
5.77
6.97
2.75

7.23
4.21
1.53
2.17
0.46
6.21
6.68

AAct (Act-
Athontrol)

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
-1.10
-5.17
-1.92
0.75
-5.95
-1.53
-1.80
-2.06
-0.47
-0.98
-3.65
-0.70
-2.33
5.36
-2.59
-0.39
-2.80

-0.60
-3.91
-1.20
-2.62
-2.88
-2.15
-0.67

Niveles de
expresion
relativo a
actinad2a
(27-
(AAct))

N N N N

N
[y
H

35.90
3.78
0.60

61.65
2.90
3.49
4.16
1.39
1.97

12.51
1.62
5.01
0.02
6.00
131
6.97

1.52
15.05
2.30
6.13
7.38
4.43
1.59



Segundo experimento

Tratamiento

Control

Fenobarbital

Zearalenona

H.0,

Gen

Cypbg1
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypb6gl
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypbg1
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypbg1
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53

promedio
de los
valores ct

27.84
30.07
28.22
25.92
20.46
23.57
27.75
29.62
25.79
25.82
25.87
26.29
17.86
24.76
24.85
29.26
23.57
27.57
24.59
23.36
19.30
20.50
21.66
26.49
26.26

28.70
27.56
22.85
20.47
22.25
25.19
29.61

Promedio
de los
valores ct
de
actina4d2a

22.44
22.44
22.44
22.44
20.10
20.10
20.10
22.44
22.97
22.97
22.97
22.97
17.40
17.40
17.40
22.97
20.74
20.74
20.74
20.74
16.35
16.35
16.35
20.74
21.13

21.13
21.13
21.13
18.70
18.70
18.70
19.94
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Act (Gen
de interes-
gen
control)

5.40
7.63
5.78
3.48
0.35
3.46
7.64
7.18
2.82
2.85
2.90
3.33
0.46
7.36
7.45
6.29
2.83
6.83
3.85
2.62
2.96
4.15
5.31
5.75
5.13

7.57
6.43
1.72
1.78
3.56
6.50
9.67

AAct (Act-
Athontrol)

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
-2.58
-4.77
-2.87
-0.15
0.11
3.90
-0.19
-0.89
-2.57
-0.80
-1.93
-0.85
2.60
0.69
-2.33
-1.43
-0.27

-0.06
0.65
-1.76
1.43
0.09
-1.15
2.49

Niveles de
expresion
relativo a
actinad42a
(2n-
(AAct))

N e = R =Y

5.97
27.32
7.32
1.11
0.93
0.07
1.14
1.85
5.92
1.74
3.80
1.81
0.16
0.62
5.04
2.69
1.21

1.04
0.64
3.38
0.37
0.94
2.22
0.18



Tabla 5. Valores promedio de los ct, Act y AAct de las reacciones qRT-PCR

correspondientes a la cepa Oregon-flare3 en cada uno de los tratamientos.

Tratamiento Gen promedio Promedio Act(Gen AAct (Act-  Niveles de

de los de los de interes- Actcontrol) expresion

valoresct | valoresct gen relativo a

de control) actina42a

actina42a (21-
(AAct))

Control Cypbg1 20.81 19.06 1.75 0.00 1
Cypba2 28.11 19.06 9.05 0.00 1
hsp60 23.96 19.08 4.87 0.00 1
hsp70 19.51 19.06 0.45 0.00 1
grim 23.56 19.08 4.48 0.00 1
hid 20.18 19.08 1.10 0.00 1
reaper 25.02 19.08 5.94 0.00 1
Dmp53 25.52 19.08 6.44 0.00 1
Fenobarbital Cyp6gl 22.61 20.39 2.22 0.47 0.72
Cypba2 22.58 20.79 1.79 -7.26 153.47
hsp60 23.66 20.39 3.27 -1.60 3.03
hsp70 21.74 20.39 1.34 0.89 0.54
grim 23.80 20.39 3.41 -1.07 2.10
hid 28.15 20.39 7.75 6.66 0.01
reaper 27.75 20.39 7.36 1.42 0.37
Dmp53 25.17 20.39 4.78 -1.66 3.17
Zearalenona Cyp6gl 23.49 19.99 3.50 1.75 0.30
Cyp6a2 24.54 19.99 4.55 -4.51 22.74
hsp60 23.88 19.74 4.15 -0.73 1.66
hsp70 22.00 19.99 2.00 1.55 0.34
grim 23.17 19.74 3.43 -1.05 2.07
hid 23.77 19.74 4.04 2.94 0.13
reaper 25.43 19.74 5.70 -0.24 1.18
Dmp53 25.68 19.74 5.94 -0.50 1.41
H,0, Cypb6g1 18.41 16.38 2.03 0.28 0.82
Cyp6a2 23.13 16.38 6.75 -2.31 4.95
hsp60 20.69 16.65 4.05 -0.83 1.77
hsp70 20.92 16.38 4.54 4.08 0.06
grim 24.24 16.65 7.59 3.11 0.12
hid 22.01 16.65 5.36 4.26 0.05
reaper 24.17 16.65 7.53 1.59 0.33
Dmp53 23.67 16.65 7.03 0.59 0.67
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Segundo experimento

Tratamiento

Control

Fenobarbital

Zearalenona

H.0,

Gen

Cypbg1
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypb6gl
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypbg1
Cyp6a2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53
Cypbg1
Cypba2
hsp60
hsp70
grim
hid
reaper
Dmp53

promedio
de los
valores ct

21.82
24.07
24.66
20.52
24.97
21.25
26.56
26.51
22.89
23.75
24.06
22.75
24.88
26.51
27.13
27.36
21.03
26.73
24.67
22.30
24.82
21.08
27.32
26.12
23.99
26.73
26.65
23.72
26.36
25.48
29.12
27.31

Promedio
de los
valores ct
de
actina4d2a

19.03
19.03
19.21
19.03
19.21
19.21
19.21
19.21
21.15
21.15
20.83
21.15
20.83
20.83
20.83
20.83
20.27
20.27
20.00
20.27
20.00
20.00
20.00
20.00
20.59
20.59
21.36
20.59
21.36
21.36
21.36
21.36
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Act (Gen
de interes-
gen
control)

2.79
5.04
5.44
1.49
5.76
2.03
7.35
7.30
1.74
2.60
3.23
1.60
4.04
5.68
6.30
6.53
0.76
6.46
4.67
2.03
4.82
1.08
7.32
6.12
3.40
6.14
5.29
3.13
5.01
4.12
7.76
5.95

AAct (Act-
Athontrol)

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
-1.05
-2.44
-2.21
0.10
-1.72
3.65
-1.05
-0.77
-2.03
1.42
-0.77
0.53
-0.94
-0.95
-0.03
-1.18
0.61
1.09
-0.16
1.64
-0.75
2.09
0.41
-1.34

Niveles de
expresion
relativo a
actinad42a
(2n-
(AAct))

N e = R =Y

I
o
N

5.42
4.63
0.93
3.28
0.08
2.07
1.71
4.07
5.42
1.71
0.69
1.92
1.93
1.02
2.27
0.66
0.47
1.11
0.32
1.68
0.23
0.75
2.54



An

exo 5

Valores promedio del de la expresion relativa

Nivel de expresidn génica basal en las cepas

valores de expresion relativa de los genes de interés en ambas cepas de Drosophila.

Se usaron los datos de larvas de flare® tratadas con agua para normalizar los datos,

al ser esta la cepa en la que se reportan niveles moderados de expresion de

Cyp450s.
flare® Oregon-flare®
Marcadores | Promedio | Error medio estandar Numero Promedio Error medio estandar | Numero
de datos de datos

Cyp6g1 1.17 0.45 3 3.19 1.71 3
Cypb6a2 1.03 0.17 3 4.39 0.49 3
hsp60 2.40 0.70 3 3.07 0.41 3
hsp70 1.03 0.19 3 2.36 1.40 3
grim 1.80 1.24 3 0.10 0.05 3
hid 2.01 1.42 3 0.35 0.27 3
reaper 1.00 0.06 3 0.46 0.00 3
Dmp53 2.84 0.92 3 0.72 0.23 2

Nivel de expresidn génica entre tratamientos

Promedios y valores del error medio estandar de la expresion relativa de los genes

de interés en la cepa flare® y Oregon-flare® en cada uno de los tratamientos

Cepa flare®

Fenobarbital zearalenona Perdxido
Marcadores | Promedio Error medio numerode  Promedio Error medio numero de  Promedio Error medio numera de
estandar datos estandar datos estandar datos

Cypfig? 0.8117 0.06584 3 339 1.335 3 1.271 0.8855 3
Cypfia2 4402 8.834 3 1.853 0.06734 3 1.792 0.4107 3
hsp60 1.347 0.4842 3 2.961 0.4675 3 1.104 0.6758 3
hap70 0.2694 0.04397 3 1.714 0.05396 3 1.019 0.2218 3
qrim 1.408 1.074 3 0.5364 0.3718 3 0513 0.2233 3
hid 0.5207 0.49 3 0.3723 0.2492 3 5152 4135 3
reaper 0.5173 0.199 3 5914 0.09069 3 1.185 0.2755 3
Dmp53 0.7708 0.1629 3 1.956 0.4013 3 0.244 0.08675 3
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Cepa Oregon-flare®

Fenobarbital Zearalenona Perdxido

Marcadores

Cypbg1
Cypbia2 5 3 5933
hsp60 1.826 (.3663 3 1.682 0.01458
hsp70 3 11015

1206 0M® 3 18] U 3 oe o2 3

3 06585 0.03472 3

Grim 307 1632 3 1991 0.04388 03712 0.01619

Reaper 1216 02 3 11 0.04636 3 06788 0.06259 3

(83]
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