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Resumen

Algunos efectos adversos del consumo de la nicotina (NIC) son el aumento de radi-
cales libres y el incremento en la incidencia de cancer de pancreas. Por otra parte,
el resveratrol (RES) es un antioxidante terapéutico y quimiopreventivo, que modula
algunas rutas celulares asociadas con el dafio provocado por radicales libres. El ob-
jetivo de este trabajo fue evaluar in vivo el efecto del RES ante NIC, con SMART en
ala de Drosophila melanogaster. Hembras virgenes flr>/TM3, Bd® se cruzaron con
machos mwh/mwh para obtener la cruza estandar (CE). Por triplicado y en tres ex-
perimentos independientes larvas de 72+4h fueron alimentadas crénicamente con
RES [0.28, 11 uM] disuelto en etanol 1%; NIC [0.456, 1.9, 3.8, 11.4 mM] disuelta en
agua mili-Q, co-tratamientos RES/NIC y testigos: agua mili-Q y etanol 1% (disolven-
tes), DMN [74uM] (positivo). Se revisaron las alas de 704 individuos trans-hetero-
cigotos, y los resultados se analizaron con el programa estadistico SMART PC ver-
sion 2.1y la prueba U de Mann-Whitney y Wilcoxon. Los resultados indicaron que
la NIC fue genotdxica Unicamente a [11.4 uM] y tuvo un efecto concentracidn-
respuesta en la toxicidad. Mientras que RES [0.28 pM] en co-tratamientos con NIC
[0.456 y 1.9 mM] aumenté la frecuencia de clones mutantes. Por otra parte, RES
[11 uM)] protegid del dafio téxico producido por NIC [0.456, 1.9, 3.8, 11.4 mM] y de
la genotoxicidad causada por NIC [11.4 uM], sin embargo, incrementé la frecuencia
de manchas gemelas y aumentd la genotoxicidad en las concentraciones de NIC
[0.456, 1.9 y 3.8 mM] mostrando un efecto modulador. Se encontraron diferencias
en la distribucidon de clones mwh en todos los tratamientos, excepto con NIC [0.456
y 1.9 mM)]. RES mostré ser un modulador de los efectos de NIC. RES disminuyé la
mortalidad de NIC. RES [0.28 uM] aumentd el daino genotdxico de NIC [1.9y 11.4
mM], mientras que RES [11 uM] resulté ser recombinante y en co-tratamiento con
NIC [0.456, 1.9 y 3.8 mM] aumentd el dafio, mientras que hubo una proteccidén con
NIC [11.4 mM]. Se concluye que es muy importante mantener el balance entre am-
bos compuestos para que el antioxidante pueda tener un efecto protector.

Palabras clave: drosophila, nicotina, resveratrol, genotoxicidad, modulacién



Introduccion

“Cuando encuentres lo hermoso de un tema,
dedicale toda tu vida”
A. Heyting

El cancer es, actualmente, uno de los problemas de salud mas importantes ya
gue representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial
(OMS, 2014). Se entiende por cancer al crecimiento anormal de células soma-
ticas causado por la alteracidon en la expresidon de genes relacionados con la
divisién celular y/o la apoptosis, generando un desbalance entre la prolifera-

cion y la muerte celular (Ruddon, 2007).

Una causa de estas alteraciones es la exposicion a agentes xenobioti-
cos que afectan al DNA mediante el estrés oxidante (generando radicales li-
bres) o que son mutagénicos bajo ciertas condiciones, al ser activados por el
metabolismo xenobidtico (Anexo 1) ya que su accidon depende de su intensi-
dad y de la duracién del estrés; uno de los mas importantes factores de ries-
go de cancer es el consumo de tabaco (Ruddon, 2007; Crespo-Santiago, 2006;
OMS, 2014) cuyos componentes pueden ser biotransformados con los conse-

cuentes riesgos de ser genotoéxicos.

El tabaco esta compuesto de una gran variedad de constituyentes los
cuales son conocidos por contribuir al riesgo de padecer cancer (Kleinsasser
et al., 2005; Gutiérrez-Maydata, 2003), su consumo es uno de los factores de
riesgo mas importante ya que es la causa del 20% de las muertes por cancer

a nivel mundial (OMS, 2014).



Uno de los componentes del tabaco son los alcaloides, entre ellos estd
la nicotina que constituye entre 85-95% del total de los alcaloides
(International Agency for Research on Cancer, 2007). La nicotina (NIC), que
también se encuentra mayoritariamente en el humo del cigarro, favorece el
estrés oxidante en las células (Lozada y Rueda, 2010; Gutiérrez-Maydata,
2003), ya que provoca una produccion muy alta de radicales libres, asi como

las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Valavanidis et al., 2009).

Si bien el estrés oxidante se da por el consumo de ciertos compuestos
guimicos, también se produce por una deficiente defensa antioxidante endo-
gena (Boticario-Boticario y Cascales-Angosto, 2008), por lo que, una de las
alternativas de prevencion del cancer es el uso de antioxidantes exogenos,
los cuales actian como defensa contra los dafios al DNA causados por el es-
trés oxidante provocado por diferentes agentes, tales como el tabaco (Borek,

1997; Challem y Block, 2008).

Actualmente, el resveratrol (RES) es considerado como uno de los anti-
oxidantes usados en la prevencidon del envejecimiento, pero también como
un candidato terapéutico y quimio-preventivo contra la carcinogénesis, debi-
do a su capacidad de modular multiples rutas moleculares asociadas con el

desarrollo y progresién del cancer (Lin, 2006).

Dado que algunos efectos de la NIC se han relacionado con el estrés
oxidante y que el RES se considera un antioxidante, se decididé evaluar con
una prueba de genotoxicidad a ambos compuestos por separado y en co-

tratamiento.



Para la evaluacion de los efectos genotdxicos y/o antigenotdxicos de
compuestos xenobidticos se llevan a cabo varias pruebas, entre ellas esta la
prueba de mutacidon y recombinacidn somatica (SMART, por sus siglas en in-
glés Somatic Mutation And Recombination Test), la cual detecta la actividad
mutagénica, clastogénica y/o de recombinacion genética de genotoxinas y
que se basa en la pérdida de heterocigosis de dos marcadores recesivos (fir’ y
mwh) que se expresan como tricomas anormales en las alas de Drosophila

melanogaster (mosca de la fruta) (Graf et al., 1984).

Radicales libres, estrés oxidante y antioxidantes

Los radicales libres son aquellas especies atdmicas en la cuales existe un elec-
tron desapareado, lo que les confiere una gran inestabilidad y, por consi-
guiente, las vuelve muy reactivas (Venereo-Gutiérrez, 2002); ademds, dada a
su estructura molecular, “roban” electrones de otras moléculas de manera

indiscriminada y las oxidan.

Estos se producen por diversos mecanismos, como son una dieta hi-
percaldrica, insuficiencia de antioxidantes, procesos inflamatorios y las reac-
ciones de oxidacidon por el consumo, directo e indirecto, de compuestos que
pueden presentar cierta toxicidad (por ejemplo, el humo del cigarro), produ-
ciendo dafio celular al interactuar con las principales biomoléculas (o ma-
cromoléculas) del organismo (Mora, 2002; Venereo-Gutiérrez, 2002). A este

daino se le conoce como estrés oxidante.



El estrés oxidante es el resultante de un excedente de radicales libres
en el organismo y si éste es severo se producen danos en la célula o bien, la

muerte celular (Mora, 2002).

Estos dainos ocurren, principalmente, en los lipidos, las proteinas y aci-
dos nucleicos. En estos ultimos se producen mutaciones que podrian llevar a
la pérdida de expresion o sintesis de alguna proteina por dafio a un gen espe-
cifico (los cuales se inactivan o activan propiciando la formacién de tumores
cancerigenos), asi como fragmentaciones, reordenamientos cromosémicos y

desmetilacion de citosinas (Venereo-Gutiérrez, 2002).

Para evitar el dafio del estrés oxidante, el cuerpo utiliza los antioxidan-
tes en su metabolismo. En términos coloquiales, un antioxidante es toda sus-
tancia que previene el dafio celular provocado por los radicales libres y el es-
trés oxidante. La funcion de los antioxidantes es fundamental en el organis-
mo ya que donan electrones a los radicales libres (Challem, 2008). Como se

puede ejemplificar en la Figura 1.

Antioxidantes Radicales libres
'S O
Q @)
@,
O
Electrén o

Fig. 1. Los antioxidantes contrarrestan los dafos provocados por los radicales libres.



Nicotina

La NIC (Figura 2) es un alcaloide que actia como bioinsecticida que se en-
cuentra mayoritariamente en las hojas de la planta del tabaco (Nicotiana ta-
bacum) y es un potencial adictivo al fumar, siendo mediado por receptores
neuronales nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) (Mai et al., 2003; Dajas-
Bailador y Wonnacott, 2004; Henningfield et al., 2004). Estos receptores son
un complejo de proteinas transmembranales que constituyen canales iono-
trépicos y son responsables de la transmisién sinaptica colinérgica en el sis-
tema nervioso central (SNC) (Ali, 2012). Los nAChRs se encuentran tanto en
mamiferos como en insectos, en estos uUltimos se encuentran en alta densi-

dad dentro del tejido nervioso (lhara et al., 2007; Brown et al., 2006).

Fig. 2. Estructura quimica de la NIC (Pinner y Wolffenstein, 1893).

La importancia de la NIC radica en sus efectos adictivos, genotéxicos y

cancerigenos, entre otros (Abel, 1986; Buckingham et al., 2009).

Aunque el tabaco contiene muchas otras toxinas que han mostrado ser

cancerigenas, como el benzo-a-pireno, la nicotina ha sido relacionada como



un factor importante en pancreatitis y, por consiguiente, cancer de pancreas,
ya que puede ejercer cierta influencia en las células inflamatorias de este 6r-
gano debido a la unién con la subunidad a7 de los nAChRs (Edderkaoui y
Thrower, 2013). También se le ha vinculado con la proliferacion de otros can-
ceres como el colo-rectal y el de pulmdn, ya que se han observado nAChRs en

células no neuronales cancerigenas (Egleton et al., 2007).

Existen diversas vias de consumo de la NIC (Figura 3), entre las cuales
varia también la concentracién del alcaloide (Tabla 1). En el caso de los ciga-
rrillos, la concentraciéon de la NIC también varia dependiendo de la marca.
Paralelamente a este trabajo, se realizd un estudio de espectrofotometria de
masas en el cual se compard la cantidad de la NIC de tres marcas de cigarri-

llos comerciales (Anexo 2).

De acuerdo con el estudio, se encontrdé que la NIC oscila entre 2.23 y
3.24 mg por cigarrillo, mientras que en la colilla se encontré entre 0.11 y 0.91
mg, por lo que, cada individuo, ya sea fumador activo o pasivo, esta expuesto
a un gran porcentaje (59-96%) de la NIC que se libera durante la combustidn

del cigarro.



Fig. 3. Fuentes de consumo de la NIC. A. Cigarro con filtro; B. Cigarros sin filtro; C. “Bidi” son
cigarrillos hechos con tabaco seco triturado liado con una hoja seca de tabaco; D. Inhalador na-
sal con NIC; E. Cigarros electrénicos; F. Spray bucal con NIC; G. Chicles de NIC; H. Parches con

NIC.

Tabla 1. Concentraciones de NIC en distintos productos comerciales

Producto comercial Fuente '
(Malson et al., 2001) W
Cigarro con filtro (Gémez-Loza et al, 2017, no
3.76 —5.66 mg/g
publicado)
Cigarro sin filtro (Malson et al., 2001) 13.5 mg/g
“Bidi” (Malson et al., 2001) 21.2 mg/g
Chicle Informacion en empaque 2-4mg
Parche Informacion en empaque 7-21mg
Spray nasal Informacién en empaque 10 mg/mL
Inhalador bucal Informacién en empaque 10 mg/mL
Cigarros electrénicos (Pagano et al., 2015) 16-22 mg/mL




Metabolismo de NIC en humanos

El metabolismo de la NIC es complejo, ya que las concentraciones absorbidas
dependen de varios factores, siendo el principal la forma de consumo (nasal,

oral o cutdneo) (Benowitz et al., 2009).

En el humano, se lleva a cabo en gran parte por la enzima citocromo
P450 (CYP2A6) la cual transforma la nicotina en cotinina (Messina et al.,
1997; Malaiyandi et al., 2006). Esta ultima es el biomarcador mas amplia-
mente utilizado ya que puede medirse en la sangre, la orina, la saliva, el ca-
bello o las ufias (Henningfield et al., 2004; Malaiyandi et al., 2006; Muliaty et
al., 2010). Se calcula que el 70-80% de la NIC es metabolizado en cotinina

(Muliaty et al., 2010).

La NIC también puede ser metabolizada en hidroxinicotina por este
mismo citocromo (Benowitz et al., 2009), y nornicotina por CYP82E4
(Siminszky et al., 2005).También se metaboliza en otros metabolitos que
forman parte de las principales vias de metabolismo de la NIC (Figura 4)

(Vainio, 2000).



Excretado

Cotinina

70-80%

Excretado

10

Nicotina glucuronida
4%

Nicotina-1'-N-oxido
4%

Nornicotina

g \ocotinine
T %

md Trans-3’-hidroxicotinina
41%

Excretado

Trans-3'-hidroxicotinina
glucorinida

mmd Cotinina-N-oxido
4%
g Cotinina glucuronida
13%

Fig. 4. Cuadro modificado de Vainio (2000) de las principales vias del metabolismo de la NIC.
Naranja: metabolitos directos. Morados y Azules: metabolitos derivados. La hidroxinicotina es el
precursor de la cotinina. Los porcentajes son aproximados.
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Principio de accion en D. melanogaster

Los insectos poseen en su sistema nervioso central (SNC) células Kenyon en

las cuales la NIC actua mediante dos rutas (Figura 5):

En la primera, dado que la NIC es dibasica por sus anillos de piridina
(carga positiva e hidrofilica) y pirimidina (carga neutra y lipofilica) (Figura 2)
(Gorrod y Jacob lll, 2002), tiene la capacidad de penetrar la membrana celu-
lar, llegando al citoplasma y, una vez ahi, se ancla a los receptores nACh mi-
tocondriales promoviendo un incremento de iones de Ca**, hiperpolarizando
la membrana mitocondrial permitiendo la entrada de gran material citoplas-
matico ocasionando la ruptura de ésta y por consiguiente la muerte celular

(Campusano et al., 2007; Ilvannikov y Macleod, 2013; Leyton et al., 2014).

La segunda manera en que actua la NIC es anclandose directamente
sobre los nAChRs de la membrana de las células Kenyon, los cuales ionizan el
nitrégeno de los anillos piridinicos e inhibe la accidn de la acetil-colinesterasa
(AChE), la cual esta encargada de degradar a la acetil-colina (ACh) (Yamamoto
y Casida, 1999). Dado que la AChE es inhibida, la concentracidon de ACh se
incrementa en el espacio sinaptico generando neurotoxicidad y la sobre es-
timulacion del sistema nervioso central y muscular (Feiner et al., 2011) lo que
puede ocasionar convulsiones (Bettelheim et al., 2010), provocando la muer-

te del organismo (Timbrell, 2002).
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‘l‘ Inhibe a

(Célula Kenyon AChEy
provoca

estimulacién

Entra Se adhiere en SNC

lonizacién del N

{

Sinapsis

Incremento de CaZ*.

Hiperpolarizacion }

[ Apoptosis J

Fig. 5. Principales vias de metabolismo de la NIC en D. melanogaster. Esquema basado en
(Yamamoto y Casida, 1999; Campusano et al., 2007; lvannikov y Macleod, 2013; Leyton et al.,
2014)

Nicotina como neuroprotector y su efecto anti-apoptético
(Antecedentes)

La NIC también ha mostrado efectos anti-apoptdticos (ver Tabla 3), los cuales
han sido benéficos (en el caso de tratamientos contra el Alzheimer) (ver Ta-

bla 2), pero también malignos (como la proliferacion de células cancerigenas)
(ver Tabla 4).



Tabla 2. Efecto neuroprotector de la NIC

Autor y Aiho

Gentry y Lukas, 2002

Nuutinen et al., 2006

Buckingham et al., 2009

Ensayo

Evaluacion del incremento
de nAChRs en pacientes de

Alzheimer

13

Resultados

La NIC promueve el incre-
mento en la expresion de
los AChRs tanto en el cere-
bro como en células culti-
vadas cuando éstas estan
expuestas a cierta concen-

tracion de la NIC.

Evaluacion de la regulacion

del incremento

La NIC indujo a la regula-
cion del aumento de nA-
ChR en células SH-EP1 de
humano, mostrando que la
subunidad a7 (la cual ha
mostrado tener efecto de
neuroproteccion) de estos
receptores es mediada por
cAMP vy por la protein-
cinasa C (PKC).

Revision del rol de la NIC

como neuroprotector

La NIC tiene un efecto su-
presor de apoptosis en
células neuronales.

La NIC provoca una res-
puesta de sobrevivencia de
manera general en las cé-

lulas.




Tabla 3. Efecto anti-apoptético de la NIC

Autor y Aiho

Wright et al., 1993

Mai et al., 2003

Ensayo

Evaluacion del efecto de la
NIC en células cultivadas
expuestas a diferentes fac-

tores de estrés
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Resultados

La NIC, como agonista de
sobrevivencia celular, inhi-
be la apoptosis inducida
por varios procesos de es-
trés tales como el factor de
necrosis tumoral, luz ultra-
violeta y farmacos quimio-

terapéuticos

Evaluacion de la NIC en la

fosforilacion de Blc2

La NIC indujo la fosforila-
cion de Blc2 generando
una funcion anti-

apoptoética.

La NIC, activa la fosfolipasa
C (PLC), y ésta activa a los
receptores ligados a la pro-
teina G. Ambas activacio-
nes inducen la fosforilacion

de Blc2.




Nicotina como genotoxico

(Antecedentes)
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La NIC ademas de ser un promotor de la proliferacion de células neoplasicas,

también es capaz de inducir genotoxicidad en las células, generando aductos

y aberraciones cromosdmicas, entre otras.

Tabla 4. Efecto genotdxico de la NIC

Autor y Aiho

Li et al., 1996

Arboleda-Moreno et al.,

2004

Kleinsasser et al., 2005

Ensayo

Estudio de genotoxicidad
de NIC y sus derivados por
espectrometria de acele-
rador de masas en hamster

chino.

Resultados

La NIC formo aductos en el
DNA directamente propor-
cionales a las diferentes

concentraciones de NIC.

Evaluacion de la frecuencia
de aberraciones cromoso-
micas (AC) en jovenes co-
lombianos fumadores y no

fumadores.

La frecuencia de AC totales
fue mayor en los jévenes
fumadores que en los que
no fumaban.

Se observé una relacidon
entre dosis y efecto, de-
mostrada por el aumento
de la frecuencia de AC al
aumentar la intensidad del

consumo.

Evaluacion de efecto geno-
téxico de la NIC en células
de tejido linfatico en prue-

ba Cometa.

Daio en DNA de linfocitos
por rupturas y dafios en la

reparacion del DNA.
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Resveratrol

El (RES) (Figura 6) es una fitoalexina que podemos encontrar en mas de se-
tenta plantas, principalmente en las uvas rojas (sobre todo en la piel), los
arandanos, las moras y los cacahuates (Geisler, 2011) en los cuales se sinteti-
za en respuesta a factores de estrés como la exposicidn a la luz ultravioleta,
infecciones fungicas, asi como dafios fisicos y cambios climaticos extremos
(Geisler, 2011; King et al., 2006). Otra fuente es el vino tinto (en concentra-

ciones menores, en el vino blanco y el rosado) (Romero-Pérez et al., 1996;

OH
e

Sherry-Chow et al., 2010).

HO O
OH

Fig. 6. Estructura del RES (Takaoka, 1939).

La concentracion de RES en los alimentos depende de las condiciones
de crecimiento de la planta (en el caso de las frutas) o de la produccién del
alimento (en el caso de alimentos procesados a partir de la fruta en cuestion)

(Tabla 5).
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Tabla 5. Contenido de RES en diferentes alimentos. [1] Linus Pauling Institute, 2015 ;
[2] Sherry-Chow et al., 2010; [3] Romero-Pérez et al., 1996.

Alimento Porcion Cantidad de RES
Uvas rojas 2! 1 taza (160 g) 0.24-1.25mg
Vino tinto'? 1 copa (5 0z) 0.29—1.89 mg
Vino blanco® 1 copa (5 oz) 0.00765 -0.27 mg
Vino rosado" 1 copa (5 oz) ~0.3225mg
Cacahuate™ 1 taza (146 g) 0.01-0.26 mg
Crema de cacahuate!™ 1 taza (258 g) 0.04-0.13mg

Efectos del resveratrol
(Antecedentes)

El RES es considerado como un quimiopreventivo (Tabla 6), asi como un buen
candidato para la terapia en contra de la carcinogénesis (Tabla 7) y se han
reportado estudios en los que ademads de mostrarlo como un excelente anti-
oxidante se le atribuyen propiedades preventivas de enfermedades corona-
rias, del mismo modo que inhibe el crecimiento de células cancerosas, entre

otras (Lin, 2006; Geisler, 2011; King et al., 2006).

Sin embargo, existen trabajos reportados por Matsuoka (2001), Sch-
mitt (2002), Silva (2013), Palacios (2014), entre otros, que encontraron un

efecto pro-oxidante (Tabla 8) y genotdxico (Tabla 9) en el RES.
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Debido a lo anterior, al auge que ha tenido el RES y al hecho de que ha
sido considerado, comercialmente, como el elixir de “la eterna juventud” por

algunas marcas como Revertrex (comercial en YouTube, Clave:

Q1DJ_xAOKpO) o sitios web como (LCI Bogota / LCI Barranquilla, 12 de Mayo
2011) o (ABC Salud, 22 de Diciembre de 2014), se han efectuado varios estu-

dios in vitro e in vivo sobre sus efectos tanto anti-oxidantes como pro-

oxidantes.

Tabla 6. Efecto quimiopreventivo de RES

Autor y Afo

Ensayo

Resultados

Roy et al., 2008

Evaluacion in vivo del efec-
to quimiopreventivo en
células dérmicas de rato-

nes.

El co-tratamiento RES/DBMA
(25-50 uM/ 5 pg) mostrd
una disminucién en la for-

macién de tumores.

Tabla 7. Efecto anti-proliferativo del RES

Autor y Afo

Ensayo

Resultados

Potter et al., 2002

Evaluacién in vitro del me-
tabolismo del RES por el
citocromo P450 1B1
(CYP1B1) en células linfo-

blasticas.

Reportan la conversion del
RES en piceatannol por el
CYP1B1.

El piceatannol reporta
efectos antiproliferativos

en células leucémicas.

Sala et al., 2003

Evaluacién in vitro en li-
neas de células cancerige-

nas de prostata.

El RES, convertido a picea-

tannol, inhibe el creci-

miento celular.
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La estructura de la molécu-
la es una caracteristica
critica necesaria para indu-
cir la inhibicién del creci-

miento celular.

Kubota et al., 2003

Comparacion de la efecti-
vidad del RES y paclitaxel
sobre la proliferacion y
apoptosis en tres lineas de
células de cancer de pul-

mon.

El RES (5-10 uM) inhibio el
crecimiento del 50% de las
células (ED50).

El RES (10 uM) mejoro los
efectos antiproliferativos y
apoptéticos del paclitaxel.
Se propone al RES como
una alternativa quimiote-
rapéutica para el cancer de

pulmaon.

Opipari et al., 2004

Andlisis de respuesta de
cinco lineas de células de

cancer de ovario.

El RES (50 pM) inhibi6 el
crecimiento celular e indujo
a muerte celular (via apop-
tosis o autofagia).

Se sugiere al RES (50 uM)
como un quimioterapéutico
para tratar cdncer ovdrico
cuando las células canceri-
genas no pueden ser indu-

cidas a apoptosis.




Tabla 8. Efecto pro-oxidante de RES

Autor y Afio

Ensayo
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Resultados

Zheng et al., 2006

Determinacion de dano oxi-
dante al DNA en la linea ce-

lular HL-60.

El RES (44 ug/mL) en pre-
sencia de Cu(ll) indujo da-

fno al DNA.

Martins et al., 2013

Andlisis del estrés oxidante
en células hepaticas de mu-

rino.

Tratamientos de RES (0.1,
1, 10, 50 uM) aumentaron
la produccion de ROS en

las células.

El RES (50 pM) redujo la

cantidad de células vivas.

Tabla 9. Efecto genotdxico de RES

Autor y Ao

Matsuoka et al., 2001

Ensayo

Ensayo de aberraciones
cromosomicas, micronu-
cleos y de intercambio de
cromatides hermanas en
células de pulmodn de

hamster chino.

Resultados

El RES (2.5 — 20 pg/mlL)
produjo aberraciones cro-
mosomicas estructurales y
aneuploidias; indujo célu-
las micro- y polinucleadas
en células expuestas a 48

horas de tratamiento.

El RES (10 ug/mL) provocd
un retroceso en el ciclo

celular.




Schmitt et al., 2002

Ahmad et al., 2005

Ensayo de micronucleos en
células de linfoma de ratén
en células de hamster
chino, células y en una li-
nea de células cancerige-

nas de mama.

Analisis de dafio al DNA en

pldsmidos
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El RES (2.5, 5, 10 pg/mL)
indujo intercambio de
cromatides hermanas de

manera dosis-dependiente

El RES indujo micronu-
cleos, desplazamiento de
cromosomas metafasicos y
toxicidad en células de
linfoma de ratoén.

El RES indujo micronucleos
en células de hamster

chino.

El RES inhibid el crecimien-
to en linea de células can-

cerigenas.

El co-tratamiento  RES-
Cu(ll) incrementé el por-
centaje de mutaciones por
delecidn.

El RES por si solo también
incrementdé el porcentaje
de mutacion por delecidn.
El  co-tratamiento RES-
Cu(ll) (2.28 — 45.6 pg/mL)
aumento la frecuencia de

mutaciones.



Gémez-Lépez, 2013

Silva-Calzada, 2013

Palacios-Lopez, 2014

SMART en ala de Drosophi-
la melanogaster. Cruza

estandar

SMART en ala de Drosophi-
la melanogaster. En cotra-
tamiento con Uretano.

Cruza estandar

SMART en ala de Drosophi-
la melanogaster. En co-
tratamiento con 4-NQO.

Cruza estandar.
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El RES (2.5, 10 y 20 pg/mL)
presentd efectos genotoxi-
cos. La mas baja mostré el

mayor efecto.

El RES (10 uM) fue genoté-
Xico y en co-tratamiento
redujo el efecto genotoxi-
co del uretano. Mientras
que RES (43 y 172 uM) no
presentd dafo, pero en co-
tratamiento con el uretano
incremento el dafio produ-
cido por éste.

El RES (2.5 pg/mL) indujo
un efecto genotdxico tem-
prano.

El RES no protegié del

efecto genotdxico del 4-

NQO, pero si lo moduld.
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Metabolismo del RES

El RES entra en el cuerpo humano, dentro del cual tiene una vida media que
varia de 1 a 3 horas en una Unica ingesta, y 2 a 5 horas con una ingesta repe-

tida (Almeida et al., 2009).

La fitoalexina es absorbida via gastrica e intestinal por difusidon pasiva o
facilitada en donde es metabolizada y transportada al higado en forma de
resveratrol trisulfato, resveratrol-3-0-glucurdnico y RES libre, los cuales llegan
al higado (en el caso del RES en forma libre, puede entrar por difusién o ha-
ciendo un complejo con una albumina o una lipoproteina) donde entran a la
fase Il del metabolismo y son conjugados con sulfatos y glucurdnidos, y ex-
cretados en la orina en forma de los siguientes compuestos: resveratrol mo-
nosulfato, resveratrol monoglucurénico, monosulfato-hidro-resveratrol, mo-

noglucurdnico-hidro-resveratrol (Gambini et al., 2015) (Figura 7).
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Difusién
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Resveratrol Meonosulfato
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Fig. 7. Metabolismo del RES en humano de acuerdo con Gambini et al. (2015).
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Drosophila melanogaster

En 1910, T.H. Morgan confirmé las leyes de la herencia empleando como
modelo bioldgico la mosca de la fruta (D. melanogaster) (Figura 8), debido a
gue se puede obtener un alto niumero de descendencia (lo cual brinda tam-
bién una alta representatividad estadistica). También posee un ciclo de vida
corto (ANEXO 3) que nos permite medir los efectos de la manipulaciéon a la
gue se haya sido expuesta, en las siguientes generaciones en un corto tiem-

po, ademas de que su manutencion es barata (Hauling, 2011).

El conocimiento obtenido en D. melanogaster podria aplicarse en el
humano debido a la homologia entre ambas especies, la cual permite extra-
polar la informacidn entre un sistema y otro (Li y Garza, 2003). Dado que las
“instrucciones genéticas” son basicamente las mismas en ambos casos, la
Drosophila ha demostrado ser capaz de dar respuestas incipientes a estas

preguntas (Monesteir, 1999).

Este organismo es considerado como un modelo muy importante para
la investigacion en el rubro de salud humana y nanotoxicidad (Posgai, 2012).
D. melanogaster es un modelo que puede emplearse en estudios genéticos
debido a que su genoma ofrece una ventaja exclusiva de poder analizar todo
un genoma completo, asi como “mapear” los genes de interés, dentro de los
cuales encontramos cerca de 580 genes relacionados a enfermedades huma-
nas incluido el cancer (Reiter et al., 2001; Koh et al., 2006; Posgai, 2012;
Flybase, 2017).
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Fig. 8. D. melanogaster. 1ZQ: Macho, presenta peines sexuales en primer par de apéndices, los
tres ultimos segmentos estan fusionados, lo que le da una coloracién oscura; DER: Hembra, mas
grande que el macho, no tiene segmentes abdominales fusionados, tampoco presenta peines
sexuales.

SMART en ala de D. melanogaster

SMART es un bioensayo que surge a partir del interés sobre la co-relacién
entre la actividad mutagénica y recombinante en células somaticas y la acti-

vidad cancerigena de algunos agentes genotoxicos (Graf et al., 1984).

Esta prueba esta basada en la pérdida de heterocigosis (LOH, por sus
siglas en inglés Loss Of Heterozygosity) en marcadores genéticos expresados
en ojo y ala de D. melanogaster (Graf et al., 1984; Duenas-Garcia, 2002), y
puede ser vista como una conexion entre las pruebas in vitro e in vivo en
mamiferos (Castafieda-Partida, 2002), ademas de que detecta promutagenos
gue requieren bioactivacion (Frei et al., 1998), asi como actividad antigeno-

toxica, probando con diferentes co-tratamientos (Graf et al., 1984). Esta LOH
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podria promover enfermedades genéticas recesivas heredables, asi como la

proliferacion de neoplasias (Castafieda-Partida, 2002).

SMART en ala presenta ventajas como el montaje de preparaciones
permanentes, las cuales pueden ser verificadas, o revisadas, incluso afos
después, también los organismos tratados pueden ser conservados en etanol
al 70% para su posterior montaje en las preparaciones permanentes (Graf et
al., 1984). Otra ventaja es la de poder revisar una gran cantidad de células
(25,000 células por ala, aproximadamente), por cada mosca tratada (Graf et

al., 1984).

La prueba consiste en exponer células indiferenciadas (presentes en los
discos imaginales que daran origen a las alas) a un determinado compuesto o
mezcla de compuestos, de producirse una mutacidn en alguna de las células,
éstas, al dividirse, darian lugar a un clon mutado detectable en el ala (Graf et
al., 1984). Con esta prueba pueden detectarse cuatro tipos de mutacién: mu-
tacion puntual, delecidn, aneuploidia y recombinacion en células somaticas

(Guzman-Rincén y Graf, 1995).

Marcadores observables en el ala de D. melanogaster

Para la realizacidn de esta prueba se emplearon dos lineas: “multiple wing
hairs” (mwh/mwh) y “flare” (fi*/In(3LR)TM3, Bd"), cuyos marcadores son los
siguientes:
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2 mwh (multiple wing hairs): Marcador recesivo que se encuentra en el
brazo izquierdo del Cromosoma 3 (3 — 0.3) (Flybase, 2017) y se caracte-
riza por presentar, como su nombre lo indica, tres o mds tricomas por
célula, cuando la expresion normal en un fenotipo silvestre es de uno

por célula (Figura 9).

ﬁ flr® (flare): Marcador recesivo ubicado en el brazo izquierdo del Cro-
mosoma 3 (3 — 38.8) (Flybase, 2017) y se expresa como tricomas mal-
formados, como si hubieran sido quemados o si hubiesen apagado un
cigarrillo encima de ellos (Figura 10). Es letal en homocigosis por lo que
la cepa se mantiene gracias a una inversion triple denominada TM3

gue impide la recombinacion entre el par de cromosomas 3.

g Bd® (Beaded-Serratia): Marcador dominante en el Cromosoma 3 (3 —
92.5) (Flybase, 2017) que se emplea para diferenciar el marcador flare
del marcador Oregon flare (presente en las moscas de la otra cepa que
se usa en el ensayo SMART) (Duenas-Garcia, 2002). Su nombre se debe
a que las alas presentan “muescas” en su contorno. También es letal
en homocigosis e igual que en flare TM3 impide la recombinacién en-

tre el par de cromosomas 3.

ﬁ In(3LR)TM3 (Inversion (3left, right) Third Multiple 3): Dado que flare
y Beaded-Serratia son letales en homocigosis, este marcador actua
como su balanceador para poder tener ambos marcadores letales en
heterocigosis. Presenta tres inversiones: 2 paracéntricas (L y R) y una

pericéntrica (L + R) (Duenas-Garcia, 2002).



29

Fig. 9. A. Marcador mwh. Se forman multiples tricomas a partir de una misma célula; B. Marca-
dor silvestre donde se forma un tricoma por célula.

Fig. 10. Marcador flare. Los tricomas presentan F-actina mal formada porque ésta se desensam-
bla.

Tipos de clones (manchas)

LOH se puede dar por varios eventos los cuales se ven en la expresion de clo-
nes (o manchas) de los marcadores recesivos (flare o mwh) o clones al perder

el alelo dominante (silvestre). Estos eventos pueden ser delecién (Figura 11),
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no disyuncion (Figura 12), mutacién puntual (Figura 12) y recombinaciéon en
células somaticas (Figura 13), dando como resultado manchas simples pe-
quefias (1 6 2 células) y grandes (de 3 o mas células) o manchas gemelas (la

expresion de ambos marcadores en células adyacentes).
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Fig. 11. ARRIBA: Evento normal en el que no se pierde la heterocigosis, los tricomas presentan
un fenotipo silvestre. ABAJO: Delecidn, se pierde uno de los marcadores dominantes (perdiendo
la heterocigosis) dando como resultado una mancha mwh que es grande si el evento ocurre en
las primeras divisiones de las células del disco imaginal.
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1 Célula Mitosis 2 Células Resultado
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Fig. 12. ARRIBA. Mutacion puntual, en este caso, el alelo mwh silvestre muta a mwh, dando co-
mo resultado la pérdida de heterocigosis y una mancha mwh. ABAJO. No disyuncién, uno de los
brazos no se separa adecuadamente durante la mitosis, dando como resultado una mancha

mwh que generalmente sera pequeiia.
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1 Célula Mitosis 2 Células Resultado
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Fig. 13. Recombinacidn en células somaticas. ARRIBA. En este caso la recombinacion se da cerca
del centrémero, el resultado es la combinacién de ambos marcadores en células adyacentes, lo
que se denomina mancha gemela. ABAJO. Aqui, la recombinacidn se presenta en la zona distal al
centrémero, esto da como resultado una célula con un fenotipo silvestre o normal y otra que
originara una mancha mwh.
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Justificacion

Debido a que el consumo de la NIC es uno de los factores de riesgo de cancer
mas importantes, ya que produce radicales libres y promueve el estrés oxi-
dante, se han propuesto terapias alternativas como es el uso de antioxidan-
tes; uno de ellos es el RES, al cual se le ha atribuido efectos quimio-
preventivos y quimio-terapéuticos. Sin embargo, este ultimo también ha
mostrado en diferentes trabajos, efectos genotdxicos per se, asi como en co-
tratamiento con otros compuestos, por lo anterior, se buscé evaluar los efec-
tos de este antioxidante en co-tratamiento con la NIC.

Hipotesis

El efecto de la nicotina sera modulado de manera dosis-dependiente en co-
tratamiento con resveratrol

Objetivos

General:
* Evaluar el posible efecto genotoxico de dos concentraciones de RES en
co-tratamiento con diferentes concentraciones de NIC, empleando
SMART en ala de D. melanogaster.

Particulares:
* Observar el efecto genotéxico de la NIC [0.456, 1.9, 3.8, 11.4 mM)] con
la técnica de SMART en ala de D. melanogaster.

* Confirmar el efecto genotéxico de RES [11mM]
* Comprobar el efecto genotdxico de RES [0.4mM)]

* Determinar la probable interaccidon entre los efectos genotdxicos de la
NIC [0.456, 1.9, 3.8, 11.4 mM] y los del RES [0.4 y 11 mM]
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Materiales y Métodos

“La ciencia es una forma de pensar,
mucho maés que un conjunto de conocimientos”
Carl Sagan

Biolagicos

o D. melanogaster cepa “multiple wing hairs” o mwh (mwh/mwh)

2 D. melanogaster cepa “flare® (fir/TM3, Bd®)

*Donadas en 1996 por el Dr. Ulrich Graf del Swiss Federal Institute of Techno-
logy y mantenidas en el Laboratorio de Genética Toxicoldgica de la FES lztaca-

la, UNAM.

Medios

2 Medio Instantaneo Drosophila (en inglés, Drosophila Instant Me-
dium -DIM-). Adquirido de Carolina Biological Supply Co. Medio para

experimentos.

b Hojuelas de Puré de Papa Maggie®. Medio estandar de propagacion

y mantenimiento de las cepas.

2 Levadura fresca “La Florida” ®. Activada con dextrosa y agua para

usarla como medio de colecta de huevos.
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Quimicos

2 Resveratrol (RES). Cy4H1,05 CAS 501-36-0. 99% de pureza. Sigma-
Aldrich.

2 Etanol (EtOH). C,H¢O. CAS 64-17-5. 99.9% de pureza. Fermont.

2 Nicotina (NIC). C1oH14N,. CAS 54-11-5. 99% de pureza. Sigma-Aldrich.
2 Dimetil-nitrosamina (DMIN). (CH5),N,0. CAS 62-75-9. Sigma-Aldrich.
2 Entellan. Cj3H,,0,. CAS 1.07961. ©Merck KGaA.

2 Metanol (metOH) grado HPLC. CH;OH. CAS 67-56-1. JT Baker.

2 solucién conservadora. 1L consiste de 990 mL de agua corriente, 5
mL de Tegosept® (Nipagin) al 12% (12 mg aforados a 100 mL de EtOH)

y 5 mL de acido propionico.

Propagacion de las cepas

Se propagaron las cepas mwh y flare® en frascos de 250 mL estériles usando
como medio 5 g de hojuelas de puré de papa Maggie® con 20 mL de “solu-
cién conservadora”, la cual sirve como bactericida y fungicida (Duefias et al.,
2002). Las cepas se mantuvieron en una incubadora a 25° + 2°C con una hu-

medad relativa (HR) de 65%.
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Los organismos eran cambiados de frasco cada tercer dia hasta obte-

ner una cantidad de 8 a 12 frascos aproximadamente.

Finalmente, cuando todos los frascos tuvieron organismos adultos de
diferentes edades, fueron recolocados en 8 6 12 frascos poniendo moscas de
diferentes edades de manera aleatoria, con la finalidad de sincronizar las
edades. Para la realizacion de la cruza estandar, se trabajo con la generacién

de los organismos ya sincronizados.

Cruza Estandar (CE) (fir? /TM3, Bd* X mwh/mwh)

Para aislar a las hembras virgenes de la cepa flare®, los organismos que tenian
menos de 3 horas de haber emergido fueron dormidos con CO,. Las hembras
fueron colectadas de 5 en 5, dentro de tubos de ensaye con 0.5 g de las ho-
juelas de papa con 2 mL de solucidon conservadora. Se esperd un lapso de 5
dias posteriores al aislamiento para asegurar que no hubiese ninguna ovopo-
sicion (las hembras que se encontraban en un tubo en el que se hubiese

desarrollado alguna larva fueron excluidas).

Una vez obtenido el nimero necesario de hembras para realizar la cru-
za (en este trabajo fue de ~800 hembras virgenes), se agregé un macho mwh
por cada dos hembras y se mantuvieron en frascos de 250 mL estériles con el

medio del puré de papa.

Finalmente, una semana después a la realizacidon de la cruza, se coloca-

ron los organismos en otros frascos de un 250 mL con medio de levadura
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fresca activada (ANEXO 4) para colectar los huevos de esta cruza durante
ocho horas. Los huevos se incubaron durante 72 + 4 horas a una temperatura

de 25°C, 65% de humedad relativa y oscuridad absoluta.

Disefio experimental

Se realizaron tres experimentos independientes en los que se administraron
co-tratamientos crdnicos (48 h) de diferentes concentraciones de NIC [0.456,
1.9, 3.8, 11.4 mM] con dos concentraciones de RES [0.28 y 11 uM], ademas
de los testigos positivos (NIC) y negativos (EtOH 1%, RES y Agua milli-Q). En
cada tubo de ensayo se colocaron 0.5 g de medio Carolina y 2 mL de la solu-

cion de cada tratamiento.

Se colectaron las larvas de 72 h de los frascos con el medio de levadu-
ra. Se lavaron con agua corriente y una coladera con rejilla fina. Se tomé una
porcion estandar de éstas, procurando colocar la misma cantidad en cada

tubo de ensayo.

Cada grupo de ensayo se repartioé en diferentes incubadoras para evi-
tar alguin tipo de contaminacidn. Se mantuvieron durante 5 — 8 dias en condi-
ciones de oscuridad absoluta a una temperatura de 25°C y 65% de humedad

relativa, monitoreando su emergencia a partir del quinto dia.

Se les administraron co-tratamientos crénicos (48 h) de diferentes concen-

traciones de NIC [0.456, 1.9, 3.8, 11.4 mM] con dos concentraciones de RES
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[0.28 y 11 uM], ademads de los testigos positivos (NIC) y negativos (EtOH 1%,
ambas concentraciones de RES y Agua milli-Q). Se realizaron tres experimen-

tos independientes con tres réplicas/tratamiento.

Tabla 10. Disefio Experimental

Testigos Testigos Nicotina Co-Tratamientos

EtOH 1% NIC [0.456 mM] NIC [0.456 mM] + RES [0.28 uM]
NIC [0.456 mM] + RES [11 uM]
RES [0.28 pM] NIC [1.9 mM] NIC [1.9 mM] + RES [0.28 uM]
NIC [1.9 mM] + RES [11 pM]
RES [11 pM] NIC [3.8 mM] NIC [3.8 mM] + RES [0.28 pM]
NIC [3.8 mM] + RES [11 pM]
Agua milli Q NIC [11.4 mM] NIC [11.4 mM] + RES [0.28 pM]

NIC [11.4 mM] + RES [11 pM]

Una vez obtenidos los imagos, éstos se fijaron en EtOH 70%. Las alas se
montaron en preparaciones permanentes, usando Entellan®, colocando pe-
qguefias barras metalicas de 40 gramos encima para eliminar toda burbuja de

aire que pudiera quedar en la preparacion.

Cada preparacidon se analizé empleando el microscopio dptico a 40x

con estricto control de lectura.

Finalmente se realizé el andlisis estadistico con la prueba Kastenbaum-
Bowan para proporciones SMART PC-Versidon 2 y en caso de resultados débi-
les positivos, se empled la prueba U de Mann-Whitney y Wilcoxon STAT
graphics 6.0. (ANEXO 5)
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Resultados

“En algln lugar, algo increible
estd esperando ser descubierto”
Carl Sagan

En el presente estudio se utilizaron concentraciones de NIC mayores a la CLs
reportada para la cepa Canton S* de Drosophila melanogaster (Veldzquez-
Ulloa Com. Per.); pese a esto, se observaron diferencias ya que el niumero
aproximado de organismos emergidos variaron dependiendo del tratamiento
y co-tratamiento. Considerando que cada vial tenia aproximadamente el
mismo numero de larvas, se observd que la mortalidad de las larvas en los
tratamientos con NIC fue aproximadamente mayor conforme aumenté a la
concentracion. Sin embargo, en co-tratamiento con resveratrol, se aprecio el
incremento en el nimero de moscas recuperadas y éste fue mayor conforme

aumento la concentracion del polifenol (Figura 15).
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Fig. 14. Estimado de la sobrevivencia de organismos emergidos después de la aplicacion de los
tratamientos y sus disolventes, Agua milli-Q para NIC y EtOH1% para los co-tratamientos. ROSA:
Grupo testigo NIC; AZUL: Co-tratamiento de NIC + RES 0.28 uM; MORADO: Co-tratamientos de
NIC + RES 11 uM.
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Para el bioensayo de genotoxicidad, se revisaron 644 individuos (1,288
alas) y se obtuvieron las frecuencias de clones mutantes (manchas)/individuo
(Tabla 11). Se observd que los tratamientos de EtOH [1%]; NIC [0.456, 1.9 y
3.8 mM] y RES [0.28 uM] no mostraron ser genotoxicos al ser comparados
con su testigo solvente (Figuras 16 y 17). Sin embargo, NIC [11.4 mM] mostré
genotoxicidad en manchas pequeias y totales (Figura 16). Por su parte, el
testigo RES [11 uM] mostrd ser genotoxico por el incremento de manchas

gemelas (Figura 18).

Los co-tratamientos NIC + RES [0.28 uM] no mostraron modificaciones,
ni proteccion del dafno genotdxico provocado por NIC a la concentracion
[11.4 mM], ademads de que aumentd el dafio en la concentracién [1.9 mM]
volviendo a este Ultimo co-tratamiento en genotdxico en relacion a manchas

pequeias, grandes y totales (Figura 17).

El RES [11 uM] disminuyd la genotoxicidad provocada por NIC [11.4
mM)], y ademas la aumentd en las demas concentraciones de NIC para los

diferentes tipos de manchas, asi como en las totales (Figura 18).
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Tabla 11. Resumen de los resultados obtenidos en el ensayo en ala de D. melanogaster
(SMART) después de analizar las alas con fenotipo silvestre de moscas que emergieron

de las larvas (72+4 h de edad) alimentadas con tratamientos crénicos (48 h) de RES [0.0,
0.418 y 11.0 uM], con y sin NIC (NIC) [0.456, 1.9, 3.8 y 11.4 mM]; EtOH, 1% y Agua como

testigos disolventes.

Manchas por individuo (niamero de manchas)
diagnéstico estadistico’

Tratamiento No. - Clo
[concentracién] Ind. Ma::gg:spe ':f:::eass Manchas Manchas totales nes
(1-2 células) (> 2 células)  9emelas mw
m=5 m=2 h
m=2 m=5
A. Testigos Disolventes
H.0 43 0.56 (24) 0.12 (5) 0.00 (0) 0.67 (29) 29
EtOH [1%] 57 0.39 (22) - 0.09 (5) - 0.00 (0) - 0.47 (27) - 27
B. Testigos NIC [mM] vs. testigo Agua
H.0 43 0.56 (24) 0.12 (5) 0.00 (0) 0.67 (29) 29
NIC [0.456] 38 068 (26) - 0.05 (2) - 0.00 (0) - 0.74 (28) - 28
NIC [1.9] 46 0.57 (26) - 0.04 (2) - 0.02 (1) - 0.63 (29) - 28
NIC [3.8] 32 062 (200 - 0.03 (1) - 003 (@) - 069 (22) - 22
NIC [11.4] 22 127 (28) + 023 (5) - 0.05 (1) - 1.55 (34) + 34
C. Testigos RES [uM] vs. testigo EtOH [1%]
EtOH [190] 57 0.39 (22) 0.09 (5) 0.00 (0) 0.47 (27) 27
RES [0.28] 57 054 (31) - 0.07 4) - 0.00 (0) - o0.61 (35 - 33
RES [11] 58 0.47 (27) - 0.03 (2) - 0.07 (4) + 0.57 (@33) - 32
D. Co-tratamientos NIC [mM]/RES [uM] vs. testigo EtOH [1%]
EtOH [1%)] 57 0.39 (22) 0.09 (5) 0.00 (0) 0.47 (27) 27
NIC [0.456] + RES[0.28] 33 0.61 (20) - 0.06 (2) - 0.00 (0) - 0.67 (22) - 22
NIC [1.9] + RES [0.28] 22 077 (17) + 0.27 (6) + 0.00 (0) - 1.05 (23) + 23
NIC [3.8] + RES [0.28] 37 043 (16) - 0.05 (2) - 0.00 (0) - 0.49 (18) - 16
NIC [11.4] + RES [0.28] 13 0.92 (12) + 0.38 (5) +* 0.00 (0) - 1.31 (A7) +* 17
NIC [0.456] + RES [11] 45 069 (31) +* 004 (2) - 0.07 (4 - 080 (36) + 36
NIC [1.9] + RES [11] 42 0.76 (32) + 0.10 (4) - 0.2 (5 + 0.98 (41) + 41
NIC [3.8] + RES [11] 52 0.62 (32) - 0.12 (6) - 0.04 (2) - 0.77 (40) + 20
NIC [11.4] + RES [11] 37 0.38 (14) - 014 (5) - 0.05 (2) - 057 (21) - 20
E. Co-tratamientos NIC [mM]/RES [uM] vs. testigo Resveratrol [0.418 puM]
RES [0.28] 57 0.54 (31) 0.07 (4) 0.00 (0) 0.61 (35) 33
NIC [0.456] + RES[0.28] 33 0.61 (20) - 0.06 (2) - 0.00 (0) - 0.67 (22) - 22
NIC [1.9] + RES [0.28] 22 077 (17) - 0.27 (6) + 0.00 (0) - 1.05 (23) +* 23
NIC [3.8] + RES [0.28] 37 043 (16) - 005 (2) - 000 (0) - 049 (@18) - 16
NIC [11.4] + RES[0.28] 13 0.92 (12) - 0.38 (5) + 0.00 (0) - 1.31 (17) +* 17
F. Co-tratamientos NIC [mM]/RES [upM] vs. testigo Resveratrol [11 pM]
RES [11] 58 0.47 (27) 0.03 (2) 0.07 (4) 0.57 (33) 32
NIC [0.456] + RES [11] 45 0.69 (31) - 0.04 (2) - 0.07 (3) - 0.80 (36) - 36
NIC [1.9] + RES [11] 42 0.76 (32) +* 0.10 (4) - 0.2 (5) - 0.98 (41) + 41
NIC [3.8] + RES [11] 52 0.62 (32) - 0.12 (6) - 0.04 (2) - 0.77 (40) - 40
NIC [11.4] + RES [11] 37 038 (14) - 014 (5) + 0.05 (2) - 057 (21) - 20



G. Co-tratamientos NIC [0.456 mM]/RES [uM] vs. testigo NIC [0.456 mM]

NIC [0.456] 38 0.68 (26) 0.05 (2) 0.00 (0) 0.74 (28)

NIC [0.456] + RES [0.28] 33 0.61 (20) - 0.06 (2) - 0.00 (0) - 067 (22) -

NIC [0.456] + RES [11] 45 0.69 (31) - 0.04 (2) - 0.07 (3 - 0.80 (36) -
H. Co-tratamientos NIC [1.9 mM)/RES [pM] vs. testigo NIC [1.9 mM]

NIC [1.9] 46 0.57 (26) 0.04 (2) 0.02 (1) 0.63 (29)

NIC [1.9] + RES [0.28] 22 077 (17) - 027 (6) + 000 (0) - 1.05 (23) +*

NIC [1.9] + RES [11] 42 076 (32) - 0.0 (4) - 0.12 (5) + 0.98 (41) +*
I. Co-tratamientos NIC [3.8 mM]/RES [uM] vs. testigo NIC [3.8 mM]

NIC [3.8] 32 0.62 (20) 0.03 (1) 0.03 (1) 0.69 (22)

NIC [3.8] + RES [0.28] 37 043 (16) - 0.05 (2) - 0.00 (0) - 0.49 @18) -

NIC [3.8] + RES [11] 52 0.62 (32) -° 0.12 (6) - 0.04 (2) - 0.77 (40) -
J. Co-tratamientos NIC [11.4 mM]/RES [uM] vs. testigo NIC [11.4 mM]

NIC [11.4] 22 1.27 (28) 0.23 (5) 0.05 (1) 1.55 (34)

NIC [11.4] + RES[0.28] 13 0.92 (12) - 0.38 (5) - 0.00 (0) - 1.31 (17) -

NIC [11.4] + RES [11] 37 0.38 (14) ¥° 014 (5) - 0.05 (2) - 057 (1)

42

28
22
36

28
23
41

22
16
40

34
17
20

! Diagndstico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988 y 1995) comparados con el
testigo correspondiente, donde: positivo= +; negativo= -; disminucion de dafo=J (p < 0.05). En
amarillo los datos significativos. *No son significativos dado que en la prueba de U de Mann
Whitney y Wilcoxon no mostraron diferencia significativa. Los tratamientos que aparecieron como
“indecisos” para el programa SMART PC-Version 2, al ser sometidos a la prueba de U de Mann-
Whitney y Wilcoxon STAT Graphics 6.0, se confirmaron como positivos o negativos.
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m NIC (1.9)
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Fig. 15. Frecuencia de clones pequeiios, grandes gemelos y totales por individuo de los testigos
NIC. Las frecuencias de las barras marcadas con estrellas son significativas de acuerdo con Freiy

Wiirgler (1988, 1995).
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Fig. 16. Frecuencia de manchas pequeias, grandes, gemelas y totales de los co-tratamientos NIC
[0.456, 1.9, 3.8 y 11.4mM] + RES [0.281M] contra el testigo EtOH 1%. Las frecuencias de las ba-

rras marcadas con estrellas son significativas de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988, 1995).
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Fig. 17. Frecuencia de manchas pequeiias, grandes, gemelas y totales de los co-tratamientos NIC
[0.456, 1.9, 3.8 y 11.4 mM] + RES [11uM] contra el testigo EtOH 1%. Las frecuencias de las barras
marcadas con estrellas son significativas de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988, 1995).
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Con respecto a la distribucion del tamafio de clones mwh, los resulta-

dos obtenidos para los tratamientos con disolventes no mostraron tener di-

ferencias significativas en sus frecuencias acumuladas (Figura 19).
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Fig. 18. A. Distribucion del tamafio de los clones mwh obtenidos con los tratamientos con los
disolventes, de acuerdo al nimero de células mutadas en una mancha. B. Comparacidn de las
frecuencias acumuladas de los clones mwh entre los disolventes utilizada para el analisis esta-

distico en la que se observa que no existen diferencias significativas en la distribucion de clones.
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Los testigos NIC [0.456 y 1.9 mM] no mostraron alteracion en la distri-
bucion de clones mwh, mientras que NIC [11.4 mM] si mostré diferencia sig-
nificativa a p< 0.05. A pesar de que NIC [3.8 mM] no mostrd genotoxicidad, si
alterd la distribucion del tamano de los clones mwh, de donde se infiere una

alteracién en la divisidn celular (Figura 20).

Para el parametro distribucion del tamafo de los clones mwh, todos
los tratamientos y co-tratamientos presentaron diferencias significativas (in-
cluyendo los testigos RES), con respecto a sus testigos, aun cuando algunos
de éstos no presentaron genotoxicidad, como es el caso de NIC [0.456 y 3.8
mM] + RES [0.28 uM], NIC [11.4 mM] + RES [11 uM] y RES [0.28 uM]. (Figuras
21 -28).
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Fig. 19. A. Distribucion del tamaiio de los clones mwh de los testigos NIC contra su disolvente, de
acuerdo al nimero de células mutadas en una mancha. B. Comparacion de las frecuencias acu-
muladas de los clones mwh entre éstos, utilizada para el analisis estadistico. Las estrellas repre-
sentan los tratamientos que presentaron diferencias significativas en la distribucion del tamaio

de los clones.
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Fig. 20. A. Distribucion de clones mwh de los co-tratamientos RES 0.28 uM + NIC contra su disol-
vente, de acuerdo al nimero de células mutadas en una mancha. B. Comparacion de la frecuen-
cia acumulada de clones de éstos, utilizada para el analisis estadistico. Las estrellas representan

los tratamientos que presentaron diferencias significativas en la distribucién de clones.
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Fig. 21. A. Distribucion de clones mwh de los co-tratamientos RES 11 uM+ NIC contra su disol-
vente, de acuerdo al nimero de células mutadas en una mancha. B. Comparacion de la frecuen-
cia acumulada de clones de éstos, utilizada para el analisis estadistico. Las estrellas representan

los tratamientos que presentaron diferencias significativas en la distribucion de clones.
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Fig. 22. A. Distribucion de clones mwh de los co-tratamientos RES [0.28 y 11 uM] + NIC 0.456
1M contra su respectivo testigo de NIC, de acuerdo al nimero de células mutadas en una man-
cha. B. Comparacion de la frecuencia acumulada de clones de éstos, utilizada para el analisis
estadistico. Las estrellas representan los tratamientos que presentaron diferencias significativas
en la distribucion de clones.
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Fig. 23. A. Distribucion de clones mwh de los co-tratamientos RES [0.28, 11 uM] + NIC 1.9 pM
contra su respectivo testigo de NIC, de acuerdo al niimero de células mutadas en una mancha. B.
Comparacion de la frecuencia acumulada de clones de éstos, utilizada para el analisis estadisti-
co. Las estrellas representan los tratamientos que presentaron diferencias significativas en la

distribucion de clones.



51

L
2
S
(%]
[0}
C
o
o
(]
©
§ mNIC3.8
g m NIC 3.8 + RES 0.28
(0]
s mNIC3.8+RES11

(o)

— o

& L % 3

- Q ~
Tamanfo de mancha
A
40

A
35 /
30 / =6—NIC3.8

Frecuencia acumulada de clones mwh

25
£ —E—NIC3.8 +
20 — > > > ¢ RES 0.28
- [ L =e=NIC 3.8 +
15 | RES 11
10 T T T T T T T 1
1 2 3-4 5-8 9-16 17-32 33-64 >64
Tamafio de mancha B

Fig. 24. A. Distribucion de clones mwh de los co-tratamientos RES [0.28, 11 uM] + NIC [3.8 uM]
contra el respectivo testigo de NIC, de acuerdo al nimero de células mutadas en una mancha. B.
Comparacion de la frecuencia acumulada de clones de éstos, utilizada para el analisis estadisti-
co. Las estrellas representan los tratamientos que presentaron diferencias significativas en la
distribucion de clones.
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Fig. 25. A. Distribucion de clones mwh de los co-tratamientos RES [0.28, 11 uM] + NIC [11.4 uM]
contra su respectivo testigo de NIC, de acuerdo al niimero de células mutadas en una mancha. B.
Comparacion de la frecuencia acumulada de clones de éstos, utilizada para el analisis estadisti-
co. Las estrellas representan los tratamientos que presentaron diferencias significativas en la

distribucion de clones.
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Fig. 26. A. Distribucion de clones mwh de los co-tratamientos RES 0.28 uM + NIC contra el res-
pectivo testigo de RES, de acuerdo al nimero de células mutadas en una mancha. B. Compara-
cion de la frecuencia acumulada de clones de éstos, utilizada para el analisis estadistico. Las
estrellas representan los tratamientos que presentaron diferencias significativas en la distribu-

cion de clones.
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Fig. 27. A. Distribucion de clones mwh de los co-tratamientos RES 11 uM + NIC contra su respec-
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clones.
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Discusion

“l wonder how, | wonder why...”
Fools Garden
Lemon Tree

La concentracién mas alta de NIC (11.4 mM) utilizada en este trabajo equiva-
le a 3.7 mg/mL, que es similar a lo que contiene un cigarrillo estandar (3.24
mg), de acuerdo al analisis que se realiz6 de manera paralela a este trabajo
(Tabla 1). Aunque se desconoce la cantidad que consumieron las larvas du-
rante el experimento (pero si la concentracién a la que estaba en su alimen-
to), ni la cantidad exacta de NIC a la que se expone una persona de un cigarri-
llo (sea pasiva o activa), se sabe que la nicotina puede entrar via cutanea tan-
to en humanos (como el uso de parches) como en D. melanogaster
(Velazquez-Ulloa, 2017), por lo que las larvas que fueron sometidas a la con-
centracion de 11.4 mM estuvieron expuestas a cantidades de NIC a los que

estaria expuesta un humano de manera cronica.

La alta mortalidad encontrada (Figura 14), sobre todo en la concentra-
cion mas alta [11.4 mM)], puede explicarse porque la NIC genera especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Yamamoto y Casida, 1999; Jain y Flora, 2012;
Marriage et al., 2014) y radicales libres (Wetscher et al., 1995; Guo et al.,
2013) que tienen un efecto insecticida. En este trabajo se encontré un efecto
dosis-respuesta en la mortalidad de los organismos, lo que coincide con Jainy
Flora, quienes evaluaron en 2012 la produccion de ROS en ratas a diferentes
concentraciones de NIC encontrando un incremento proporcional de produc-

cion de ROS con respecto al aumento en la concentracion de NIC. Por su par-
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te, Krishnan et al., encontraron en 2008 que la mortalidad de D. melanogas-
ter aumentaba con respecto a la produccion de ROS inducida por una exposi-

cion constante a H,0,.

Otra explicacidon sobre la mortalidad esta relacionada con las reaccio-
nes en los nAChRs (Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004; Ivannikov y Macleod,
2013). La NIC, al unirse a los nAChRs en las células Kenyon, induce la entrada
de iones de calcio a la célula, y a su vez a la mitocondria (que también poseen
nAChRs), obteniendo un efecto dosis-respuesta con respecto a estos niveles
de Ca®* y a la concentraciéon de NIC (Campusano et al., 2007; Ivannikov y
Macleod, 2013; Leyton et al., 2014). Altos niveles de calcio son tdxicos ya que
promueven una hiperpolarizacion celular, induciendo apoptosis (Rizzuto et
al., 2003; Ilvannikov y Macleod, 2013). Un segundo efecto de la entrada de
altos nivel de Ca®* es la produccién de las ROS que, como se explico ante-
riormente estan relacionados con la toxicidad. Esta produccion se da por dos
posibles vias: 1) Fuera de la mitocondria, activa las quinasas C (PKCs), las cua-
les estimulan la produccién de ROS con la ayuda de la NADPH oxidasa (Tsoyi
et al., 2011); y 2) dentro de la mitocondria, el Ca®* modula la produccién de
las ROS mitocondriales producidas por la respiracion celular, al haber un ex-
cedente de Ca”**, se incrementa la produccién de las ROS en la mitocondria y

salen de ella (Brookes et al., 2004).

La genotoxicidad encontrada en la concentracion mas alta de NIC [11.4
mM)] también esta relacionada con un incremento en las ROS, ya que éstas, al
entrar al nucleo se adhieren a una parte del DNA generando mutaciones,

pérdida de expresion o sintesis de alguna proteina debido al dafo causado a
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un gen especifico, también pueden generar deleciones, fragmentaciones,
reordenamientos cromosdmicos, entre otros (Venereo-Gutiérrez, 2002;
Leandro et al., 2015). Por otra parte, la estructura quimica de la NIC permite
al compuesto atravesar la membrana celular y generar diversos dafios entre
los cuales se encuentran los ya mencionados al DNA (Crowley-Weber et al.,

2003; Barr et al., 2007).

Las concentraciones menores de NIC [0.456, 1.9, 3.8 mM] no mostra-
ron genotoxicidad, lo que contrasta con Sobkowlak y Lesicki (2009), quienes
encontraron un efecto dosis-respuesta en la fragmentacién del DNA por la
NIC probada en el ensayo del cometa en Caenorhabditis elegans, empleando

concentraciones de 0, 1, 10 y 100 uM, siendo esta ultima genotoxica.

Cabe sefialar que se ha reportado que la NIC tiene una fuerte influencia
en las sirtuinas (SIRTs), inhibiendo su metabolismo y generando que las célu-
las no puedan repararse (Lin et al., 2012), ya que de las SIRTs dependen va-
rios procesos celulares como la regulacion del ciclo celular, resistencia al es-
trés oxidante y el silenciamiento de genes (Brunet et al., 2004; Haigis y
Sinclair, 2010; Lin et al., 2012). Esto también podria explicar el efecto téxico y

genotoxico encontrado en este trabajo.

Las dos concentraciones de RES usadas en este trabajo modularon de
diferente manera la toxicidad y genotoxicidad de las diversas concentracio-
nes de la NIC, esto puede ser comparado con el trabajo de Lin et al. (2012)
quien reportd que RES reguld el efecto oxidante de la NIC y previno el efecto
teratogénico inducido por NIC en embriones de raton. Con RES [0.28 uM] se

obtuvo un aumento en la sobrevivencia ante la concentracion 11.4 mM de
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NIC, ademds de un efecto de sinergia en la genotoxicidad con NIC [1.9 y 3.8
mM)]. Por su parte, RES [11 uM] mostré mayor efecto protector ante la toxi-

cidad de la NIC que el RES [0.28 uM] y en la genotoxicidad de NIC [11.4 mM].
Estos efectos podrian deberse a distintos posibles factores:

1) Las sirtuinas. El RES esta relacionado con varios procesos celulares
como el alargamiento de la esperanza de vida del organismo, regulacion del
ciclo celular, resistencia al estrés oxidante, silenciamiento de genes y apopto-
sis, funciones que, como se menciond anteriormente, forman parte del efec-
to de las SIRTs, descritas en diversos organismos como levaduras, insectos y

mamiferos (Brunet et al., 2004; Haigis y Sinclair, 2010; Lin et al., 2012).

La SIRT1 (también conocida como Sir2 o dSir2, en Drosophila) promue-
ve la supervivencia de los organismos después de ser sometidos a un estimu-
lo de estrés oxidante, ademas de que induce la reparacion de DNA (Gallo et
al., 2004; Haigis y Sinclair, 2010; Frankel et al., 2011). Esto podria explicar la
propiedad como antioxidante que tiene el RES (Xia et al., 2010). Lin et al.
(2012) reportd que la NIC disminuia la produccién de la SIRT1, pero incre-

mentaba en co-tratamiento con RES.

2) El equilibrio entre oxidantes y antioxidantes. Se debe tomar en
cuenta que debe existir un balance entre los antioxidantes y los radicales li-
bres en las células, para evitar el estrés oxidante que lleva a un dafio celular
(De la Fuente, 2002; Venereo-Gutiérrez, 2002), el cual a su vez, puede gene-
rar la muerte del organismo; por un lado, si hay un déficit de antioxidante, no
se puede generar una “proteccidon” suficiente contra los radicales libres en el

organismo; y en caso contrario, dosis altas de antioxidantes también generan
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radicales libres que actian como pro-oxidantes que dafian el DNA (Skibola y
Smith, 2000; Halliwell, 2006). Esto explica la sinergia genotdxica provocada
por los co-tratamientos de las concentraciones bajas de NIC [0.456, 1.9y 3.8
mM)] con las dos concentraciones de RES. Este desbalance también explicaria
la razéon por la cual RES [11 uM] mostré tener un efecto genotodxico por si
mismo, ademas de que aumenté el dafio en co-tratamiento con las concen-
traciones intermedias de NIC [1.9 y 3.8 mM)]. Esto coincide con trabajos pre-

vios del laboratorio (Gémez-Lépez, 2013).

Se ha demostrado que un excedente de RES inhibe la respiracion mito-
condrial, incrementando la produccion de ROS (Madrigal-Pérez y Ramos-
Gdémez, 2016), lo cual pudo generar la genotoxicidad encontrada en este tra-
bajo. Un efecto pro-oxidante también se ha reportado en otros trabajos co-
mo el de Martins et al., quienes evaluaron en el 2014 el efecto citotdxico del
RES a diferentes concentraciones (0.1, 1, 10 y 50 uM) en células GRX, encon-
trando que a mayor concentraciéon aumenta la produccion de ROS, aumen-

tando asi el dafo celular del RES.

Por otro lado, la proteccidén obtenida con el co-tratamiento RES [11

uM] + NIC [11.4 mM] podria explicarse de tres maneras:

1) Por proteccion del dafio genotdxico, via sirtuinas, disminuyendo el
dano celular provocado por la NIC, lo cual coincide con el trabajo de (Lin et
al., 2012), quienes evaluaron la proteccidn del resveratrol contra la teratogé-
nesis inducida por NIC en embriones de ratdn, ademas del posible balance

entre agentes oxidantes y antioxidantes.
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2) Por el balance apropiado entre el compuesto oxidante y el antioxi-

dante.

3) Por el aumento del dafio lo que generaria una seleccién de las célu-

las resistentes.

En resumen, se sabe que la NIC inhibe a la AChE la cual genera un sobre-
estimulo del sistema nervioso central generando la mortalidad del organis-
mo. La NIC se adhiere a los nAChRs de la membrana celular y mitocondrial
generando la entrada masiva de iones de Ca®*, los cuales generan a las ROS
via las PKCs o via mitocondrial. Las ROS entran al nucleo y generan 8-oxodG
gue provoca dafho genético, el cual puede ser reparado por las SIRTs. La NIC
inhibe a las SIRTs evitando la reparacién celular provocando efectos toxicos y
genotoxicos del organismo. El RES, por su parte, como antioxidante inhibe a
las ROS evitando el dafo al DNA, y también promueve a las SIRTs contrarres-
tando el efecto toxico y genotdxico de la NIC. Se propone un esquema para

entender la interaccion entre la NIC y el RES (Figura 28).

Es por ello que debe ser muy importante el balance entre ambos com-
puestos. Si hay mas agentes oxidantes (NIC y ROS) y poco antioxidante (RES),
este ultimo no seria suficiente para proteger a la célula de los dafios téxicos y
genotoxicos. Por otra parte, si las SIRTs fuesen inhibidas por la NIC, deberia

haber una proporcién adecuada del RES para activar la misma cantidad de
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SIRTs, de manera que se pudiera llevar a cabo la reparacion celular. Sin em-
bargo, un excedente de antioxidante (RES), generaria el efecto contrario al

esperado y empezaria a funcionar como un pro-oxidante.

Ca2+
Cationes

Citoplasma

2
ca’

Cationes

NADPH
oxidasa

Fig. 28. Esquema propuesto de las reacciones ocurridas en el organismo durante su exposicién al
co-tratamiento de NIC, RES y NIC + RES.
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Conclusiones

“Lo que no te cuesta no te sabe”, y esto me supo mucho

B. Gémez Loza

r‘:"",//"‘
2 LaNIC presentd un efecto concentracién-respuesta en la mortalidad

de las larvas.

2 Los co-tratamientos de NIC + RES [0.28 uM] redujeron la mortalidad

respecto a sus testigos NIC.

2 La NIC resultd ser genotoxica Unicamente a la concentracion de [11.4
mM], y alterd la distribucion del tamafio de los clones mwh desde la
concentracion de [3.8 mM], lo cual indica un efecto en la divisidon celu-

lar de las células de los discos imaginales del ala.

o Se confirmo el efecto genotdxico de RES [11 uM] reportado por
GOmez-Lopez (2013), mientras que RES [0.28 uM] no mostro este efec-

to.

N )

\\
2 Ambas concentraciones de RES alteraron la distribucion del tamafio
de los clones mwh, y por lo tanto la divisidon celular de las células de los

discos imaginales del ala.

N )

ﬁ Los co-tratamientos de NIC + RES [0.28 uM] incrementaron, de mane-
ra significativa, la frecuencia de clones mutantes en NIC [11.4 mM] y

NIC [1.9 mM] resultd genotdxica en este co-tratamiento.
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ﬁ En los co-tratamientos de NIC + RES [11 uM], el antioxidante disminu-
y6 la mortalidad de los organismos y el efecto genotéxico de NIC [11.4
mM)]. Por otro lado, RES [11 uM] aumento la genotoxidad de NIC
[0.456, 1.9y 3.8 mM].

"

ﬁ Es muy importante mantener el balance entre ambos compuestos. Si
hay mas agentes oxidantes (NIC y ROS) y poco antioxidante (RES), este
ultimo no seria suficiente para proteger a la célula de los dafnos toxicos
y genotoxicos, pero un excedente de antioxidante generaria el efecto

contrario al esperado y empezaria a funcionar como un pro-oxidante.
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Anexo 1

Metabolismo Xenobiotico

Un compuesto xenobidtico es todo aquel que viene del exterior del cuerpo y
qgue puede ser sintético o de origen natural (por ejemplo, el producido por
microorganismos, plantas, animales, hongos, etcétera y todos los seres vivos,
a lo largo de nuestra vida, estamos expuestos a agentes xenobidticos que in-
gresan a nuestro cuerpo en forma de medicamentos, alimentos, bebidas, in-

cluso del ambiente (Schwab, 2001).

A pesar de que todas las células tienen cierta capacidad de llevar a ca-
bo el metabolismo xenobidtico, o biotransformacion (Schwab, 2001), este
proceso ocurre, principalmente, en el higado y consiste en transformar los
agentes xenobidticos en compuestos hidrosolubles para que el cuerpo pueda
desecharlos de mejor manera, evitando asi que el compuesto se acumule y
pueda llegar a niveles tdxicos (Bello-Gutiérrez y Lépez-de-Cerain-Salsamendi,
2001). También confiere proteccién de algunos compuestos enddgenos ori-
ginados, por ejemplo, los producidos a través de una interaccién con las ROS

(Schwab, 2001).

Cuando un xenobidtico entra en el organismo, pueden ocurrir tres po-
sibles respuestas (Bello-Gutiérrez y Lépez-de-Cerain-Salsamendi, 2001;

Schwab, 2001):

1. Que sea excretado directamente sin ser transformado, en caso

de ser hidrofilico.
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2. Que aumente su polaridad durante el metabolismo lo que per-

mite eliminarlo.

3. Que su actividad toxica cambie, hay ocasiones, en que, durante

la transformacion estructural del compuesto, puede que ésta

disminuya (es decir, destoxificacidn), pero hay otras en las que la

toxicidad aumente (es decir, bioactivacion)

El metabolismo xenobidtico consta de 2 a 3 fases, dependiendo de la

especie, ya que la tercera corresponde a la excrecion. A continuacién se ex-

plica cada fase:

“of @
#* Fase 1:

“of @
+* Fase 2.

Es el primer paso en el metabolismo de xenobidticos en
el cual se expone o se agrega un grupo funcional en la
estructura del compuesto gracias a la participacidon, ma-
yoritariamente, de los citocromos P450, dichos grupos
funcionales pueden ser: -SH, -OH, -NH,, -COOH (Schwab,
2001). En esta fase intervienen la oxidacién, la reduc-
cion y la hidrodlisis (Bello-Gutiérrez y Lépez-de-Cerain-

Salsamendi, 2001)

Una vez que el compuesto se ha hecho polar o mas po-
lar, ocurre un segundo cambio quimico, normalmente
en la misma region donde fue introducido o expuesto el
grupo funcional (Schwab, 2001). En esta fase se llevan a
cabo reacciones de conjugacion las cuales son cataliza-
das por enzimas tales como la enzima glutation S-

transferasa, N-acetiltransferasa, sulfotransferasa y UDP-
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glucuronosil transferasa (Bello-Gutiérrez y Lépez-de-

Cerain-Salsamendi, 2001; Schwab, 2001).

#42 Fase 3. Después de pasar por fase 1y 2, el compuesto puede
ser excretado mas facilmente. Los principales transpor-
tadores que se encuentran en esta fase son la P-
glicoproteina (P-gp), las proteinas asociadas a la Resis-
tencia de multifdrmacos (multidrug resistance-
associated proteins -MRPs—) y las OATP2 (por sus siglas
en inglés: Organic Anion Transporting Polypeptide 2), los
cuales son expresados en diferentes tejidos como el hi-
gado, intestino, rifdn y cerebro, lo que permite absor-
ber, distribuir y excretar los compuestos (Xu et al.,

2005).

Cabe mencionar que las fases no siguen, necesariamente, la ruta de biotrans-
formacion de todos los quimicos ya que hay compuestos que no necesitan de
la modificacién en fase 1, sino que pasan directamente a fase 2, del mismo
modo que hay otros compuestos que pasan mas de una ocasién por las reac-

ciones de fase 2 (Schwab, 2001)

Sin embargo, a pesar de que este proceso es clave para la desintoxica-
cion de determinados compuestos organicos, esta reaccion puede generar
también la bioactivacion de los reactivos que interactian con macromolécu-
las vitales de la célula, como el DNA, éstos pueden tener efectos mutagénicos

o genotodxicos (Sarasquete y Segner, 1999). La aparicion de cambios puede
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ser reparable o irreversible, en caso de la manifestacion de danos celulares, a
veces conduce a la muerte celular (Bello-Gutiérrez y Ldpez-de-Cerain-

Salsamendi, 2001).

Xenobiotico

' Oxidacion
Conjugacion Reduccién
Hidrdlisis

Excrecion

Fig. 29. Panorama general de las posibles rutas que puede tener un agente xenobiético depen-
diendo de su polaridad.
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Anexo 2

Analisis de tres cigarros comerciales de tabaco con colilla
en espectrometria de masas

Se analizaron tres marcas comerciales de cigarrillos con filtro por espectro-
metria de masas para evaluar la cantidad de NIC contenida en ellos y, apro-
ximadamente (dado que no todos los fumadores lo hacen de la misma mane-

ra), cuanto se puede retener en la colilla durante su consumo.

Para esto, se utilizaron dos cigarrillos de la misma cajetilla por cada
marca, para garantizar que fueran del mismo lote. Uno de ellos fue conser-
vado integro para cuantificar el contenido de nicotina en el tabaco. El otro

fue consumido y posteriormente se analizo el filtro.

Las tres marcas de cigarrillos fueron consumidas por la misma persona,
para controlar la mayor cantidad de factores que pudieran afectar el resulta-
do del analisis. Posteriormente, se pesd el producto de los cigarros sin con-
sumir, sin tomar en cuenta el filtro ni el papel en el que vienen envueltos.
También fueron pesados los filtros (o colillas) de los cigarros que fueron con-

sumidos. (Tabla 12).

Para la extraccién de la NIC del cigarrillo se emplearon tres cigarrillos y
metanol (metOH) absoluto con grado HPLC. A cada colilla se le agregaron 5
mL de metOH y para el tabaco se emplearon 15 mL. (Figura 30), para obtener
una alicuota que se introdujo al equipo de espectrometria de masas. Para los

cigarrillos 1y 3, se empled una alicuota de 3 uL de la extraccion de su conte-
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nido (T1, T3) y 2 uL de la extraccién de la colilla (C1, C3); para el cigarrillo 2,

se tomaron 2 plL de ambas extracciones (T2 y C2).

Fig. 30. Muestras de tres marcas de cigarros en metOH grado HPLC, las colillas del producto con-
sumido (izg.) y el producto sin consumir (der.)

Para la alicuota de NIC (que se empled para estandarizar el andlisis), se
tomaron 20 pL de la NIC, ésta se diluyd en 180 uL de metOH grado HPLC y, al
detectarse una alta concentracion en el equipo, se volvio a diluir tomando 1
uL a la cual se le agregaron 9 puL de metOH grado HPLC. De esta solucion, se
tomo una alicuota final de 1 ulL para introducirla en el equipo de espectrome-

tria (STD 99%).

Tabla 12. Peso de la colilla y tabaco de 3 marcas comerciales

Muestra Colilla(g) Cigarro (g)
Marca 1 0.1107 0.5914
Marca 2. 0.13 0.6755
Marca 3 0.115 0.5713
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Calculo de gramaje a partir de los resultados del analisis de
espectrometria de masas

Para el calculo de la cantidad de NIC en cada cigarro, se tomd como estandar
la dilucidon que se realizé de la NIC en metOH. Considerando esto y que la
densidad del agua es de 1.01, se calcula que contiene 9.9 ug en esa dilucion,
dicho peso corresponde a un area de espectro determinada (en este andlisis
fue de 429428378) y, a partir de ese dato, se obtuvieron las demds cantida-

des de NIC en cada muestra.

Tabla 13. Calculo de las cantidades de NIC por cada muestra. N/A = No Aplica

Muestra mg x Alicuota mg x Colilla mg x Cigarro
STD 99% 0.009999 N/A N/A

C1 0.00054407 0.9068 N/A

Cc2 0.00019177 0.4794 N/A

c3 6.8232E-05 0.1137 N/A

T1 0.00029725 N/A 2.2294
T2 0.00036497 N/A 2.7373

T3 0.0004317 N/A 3.2378




Tabla 14. Calculo de NIC por gramo de Cigarro

Muestra
(mg)
Marca 1 591.4
Marca 2 675.5
Marca 3 571.3

Peso Tabaco NIC x cigarro

(mg)

2.2294
2.7373
3.2378

71

NIC x g de
Tabaco (mg)

3.7697
4.0522
5.6674

Tabla 15. Porcentaje de NIC a la que esta expuesta una persona fumadora activa o pasi-
va durante la consumo del cigarrillo. Este valor es un aproximado ya que varia la manera
de fumar del consumidor activo, y de la cantidad que inhale el consumidor pasivo,

NIC en NIC en Diferencia
Muestra Tabaco Colilla (me) %
(mg) (mg) 8
Marca 1 2.2293 0.9067 1.3226 59.328
Marca 2 2.7372 0.4794 2.2578 82.4857
Marca 3 3.2378 0.1137 3.1241 96.4883
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Anexo 3

Ciclo de Vida de Drosophila melanogaster

Para describir el ciclo de vida de la mosca se puede empezar con la eclosién
de su huevo y la salida de la larva (que es el primer estadio), pasando por dos
estadios larvales mas, en los cuales va aumentando gradualmente de tama-
Ao, después se convierte en pre-pupa y, posteriormente, en pupa para dar
origen al adulto después de la metamorfosis (Wolpert et al., 2009) (Figura

31).

El tiempo que dura este proceso de huevo a adulto puede variar de-
pendiendo de las condiciones en que se encuentre el organismo, desde 10
dias a 25 £ 2 °Cy a 65% de humedad relatividad, hasta dos semanas a 21°C

(Castaneda-Partida et al., 2008).

Una hembra puede poner de 600 a 800 huevos a lo largo de su vida,
aproximadamente 100 por dia (Sang, 2001). En este huevo fecundado el em-
brién presenta un desarrollo embrionario temprano (20 h) en el que se for-
man los discos imaginales (Castafeda-Partida et al., 2008). Cada disco imagi-
nal va a dar lugar a diferentes estructuras del organismo adulto, las cuales
pueden ser las alas, los apéndices, los ojos, entre otros (Whittle y Buratovich,

2001) (Figura 32).

La larva eclosiona siendo denominada como de “primer estadio” (24
h), seguido por el “segundo estadio” (48 h) y, por ultimo, el “tercer estadio”
de (72 h) (Schafer y Jackle, 2000) en las cuales la ingesta de alimento es cons-

tante hasta que llega la etapa de pre-pupa (96 h) que es cuando empieza su
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transformacion a pupa (120 h), durante la cual ocurre la metamorfosis que
permite la diferenciacién celular de los discos imaginales, y, después de 5
dias (240 h) emerge el imago que es una mosca con cuerpo blanquecino y las
alas no estdn muy desarrolladas (éstas se encuentran enrolladas en el dorso),
las cuales se endureceran y su cuerpo se oscurecera terminando asi, minutos
mas tarde, su desarrollo a adulto viviendo de este modo entre 40 y 60 dias

(Castaneda-Partida et al., 2008).

The (e cgee

Fig. 31. Ciclo de vida de D. melanogaster. Imagen tomada de
https://asociacionconciencia.files.wordpress.com/2016/07/lifecycle.jpg?w=540
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Fig. 32. Esquema de la larva de D. melanogaster mostrando los discos imaginales que daran for-
man a sus respectivas estructuras. Imagen tomada de (Otero-Moreno et al., 2016). IPC, células

secretoras de péptidos parecidos a la insulina (ILPs) y hormonas juveniles (JH).
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Anexo 4

Medio de Levadura Fresca Activada

Para la elaboracion del medio de levadura se requiere de:

=2
N\

o

' 1 barra de levadura fresca Florida®

%)

Y o=
A\

' 2 cucharadas de azucar

=2
N\

o

' Agua

&)
N

Bano Maria

o

Se pulveriza la barra de levadura y se pone el azucar. Se le agrega de poco a
poco el agua cuidando que la consistencia sea espesa.

La mezcla se coloca en baio Maria durante 5 minutos, en los cuales se
puede dejar en reposo o seguir mezclando suavemente, esto es con el fin de
gue pierda humedad. Si la mezcla pierde demasiada agua, se sigue humede-
ciendo poco a poco con el fin de mantener una misma consistencia. Termi-
nados los 5 minutos, se pone otros 5 minutos fuera del bafio Maria. Esto se
repite otras dos veces.

Cuando termine la tercera y ultima puesta en bafio Maria, la consistencia
idonea del medio es el punto de listdn o punto de betun. Figura 33.
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Fig. 33. Medio de levadura fresca activada terminado.

Cuando se encuentra en este punto, se pasa a los frascos de 250 mL. La
mezcla se distribuye en 8 frascos, o hasta 12. Se procurd colocar levadura en
las paredes de los frascos, ya que descubrimos que las moscas dejaban una
mayor cantidad de huevos en la pared que en el fondo del frasco (Figura 34).

Fig. 34. Colocacién del medio de levadura en los frascos de cultivo.



Se realiz6 el video nombrado “Activacion de Levadura Fresca Activada {(...)"
donde se puede seguir de mejor manera la realizacidon del medio de cultivo,
el cual se puede encontrar en cualquiera de las siguientes direcciones web:

=2
v \\‘“

o

https://www.youtube.com/watch?v=Pju8mAmZhwQ

2
N

o

' http://mediacampus.cuaed.unam.mx/node/5680

77
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Anexo 5

Analisis Estadistico

Frei y Wirgler disefaron en 1988 un programa estadistico llamado SMART
PC-version 2.1, el cual estd basado en la prueba no paramétrica de xi* de
proporciones (una cola) con la correccién de Yates, con un grado de libertad
y o =3 = 0.05, para evaluar si hay, o no, diferencias significativas y discutir
los parametros que pueden afectar un experimento, asi como decidir si los
resultados indican un resultado positivo, débil positivo, negativo o indeciso;
teniendo como hipdtesis nula (Ho) que el tratamiento experimental no in-
cremente la frecuencia de la expresion de manchas obtenida en el testigo a
comparar (en este caso cada testigo disolvente, asi como los testigos NIC y
RES); mientras que la hipdtesis alterna (Ha) se refiere a que el tratamiento
experimental incrementd por un cierto nimero de multiplo (pz) la frecuencia
obtenida en el testigo positivo.

Cuando se rechaza Ha después de la analisis, nos dice que no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos experimentales (en este tra-
bajo, los co-tratamientos y testigos NIC y RES) y los testigos (agua milliQ,
etOH 2% vy los respectivos testigos NIC y RES).

Los posibles resultados generados por este problema son los siguien-
tes:

Se acepta Ho y se rechaza Ha: negativo (-).

Se rechaza Ho y se acepta Ha: positivo (+).

Se rechaza Ho y se rechaza Ha: débil positivo (w).
Se acepta Ho y se acepta Ha: indeciso (i).

PwnNe

Se recomienda, para obtener un resultado confiable, un tamano de
muestra éptima de 55 organismos por tratamiento (Frei y Wirgler, 1995). Sin
embargo, en este trabajo, no se logré obtener los 55 organismos en algunos
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tratamientos debido a la alta toxicidad del compuesto (como fue el caso de
NIC [11.4 mM]).

Para los resultados indecisos o débiles positivos, se emplea la prueba
de U de Mann-Whitney y Wilcoxon, ya que considera la variacion entre indi-
viduos y necesita de una distribucién normal de los datos.

En el caso del analisis de distribuciones del tamafio de clones mwh, se
utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S), la cual permite medir la con-
cordancia entre dos distribuciones empleando sendas frecuencias de man-
chas acumuladas (Graf et al., 1984).

Esta prueba se realizé con la asesoria del profesor Angel Duran Diaz,
del laboratorio de Matematicas de la FES Iztacala UNAM empleando el pro-
grama estadistico STAT-Graphics version 6.0, con p < 0.05.



“Nunca es demasiado tarde para ser lo que debiste haber sido”

George Elliot
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