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-Albert Einstein.
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Resumen

La epidemia del consumo del tabaco es un problema severo a nivel mundial, debido a las
elevadas tasas de mortalidad provocadas por las enfermedades derivadas del tabaquismo.
Uno de los principales compuestos del tabaco y causante a su adiccion es la nicotina (NIC),
sustancia altamente téxica debido en parte a sus propiedades oxidantes, mediante la
generacion de radicales libres (RL) y especies reactivas de oxigeno (ERO). Para combatir los
efectos negativos de la NIC se han empleado diferentes compuestos con propiedades
antioxidantes, tales como el resveratrol (RES), que es capaz de disminuir el dafio oxidativo al
estar involucrado en la detencion de las reacciones en cadena de los RL. Por consiguiente, se
evaluo el posible efecto quimioprotector del RES en co-tratamiento con NIC empleando la
prueba SMART en ala de D. melanogaster, cruza de bioactivacion elevada (BE). Para esto,
larvas de 72 + 4h se expusieron a tratamientos crénicos de NIC 470, 912, 1880, 3670y 11280
UM, RES 0.40 uM, co-tratamientos RES-NIC, testigos disolventes agua MiliQ y etanol (EtOH
1%) vy el positivo dimetilnitrosamina (DMN) 0.076 uM. Todos los tratamientos se realizaron por
triplicado y en tres experimentos independientes. Las 1498 alas de individuos
transheterocigotos se analizaron a 40x, y los datos recolectados fueron analizados por el
programa SMART PC version 2.1, basado en la prueba estadistica Kastenbaun-Bouman, la
prueba de U de Mann-Whitney y Kolmogorov-Smirnov con el software STAT-Graphics version
7.0. Los resultados indicaron que la NIC no fue genotodxica, pero a 11280 uM ocasioné alta
toxicidad y a todas las concentraciones alter6 la distribucidn de clones mwh, estos resultados
permiten inferir que la NIC tuvo un efecto apoptético o antiapoptético. EI RES a 0.40 uM no
resultd ser genotdxico, pero si alterd la division celular, quizd debido a su efecto
antiproliferativo y proliferativo. Por otra parte, la interaccién RES-NIC resulté ser genotdxica
solo para los co-tratamientos 0.40 pM + 470 pM y 0.40 pM + 3760 uM, tal vez debido a un
desbalance en la sefializacion redox. No obstante el co-tratamiento 1880 + 0.40 uM tuvo una
reduccion en el dafio, dafio reflejado por la tasa de mutacion espontanea de los individuos y a
su vez no afecto la division celular, en cambio los demas co-tratamientos si alteraron la division
celular. Se concluye que la interaccion RES-NIC presento un resultado positivo sobre el dafio

oxidativo como negativo al producir genotoxicidad en D. melanogaster.

Palabras clave: genotoxicidad, apoptosis, proliferativo, Drosophila melanogaster, SMART
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Introduccion

Hoy en dia el control de tabaco y su consumo es un problema de orbe mundial,
volviéndose en una prioridad por las graves consecuencias que genera a la salud
publica (OMS, 2015). En respuesta a la globalizacion de la epidemia del tabaquismo la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) promovio el Convenio Marco de la OMS para
el Control del Tabaco (C.M.C.T.), el cudl entré en vigor en el afio 2005, basado en
evidencias cientificas que protegen el derecho a la salud de las personas. EI C.M.C.T.
tiene como objetivos principales conceder un marco nacional e internacional para la
aplicacion de medidas de control del tabaco, a fin de reducir el consumo y la exposicion
al humo de éste y originar una proteccion a las generaciones presentes y futuras de los
efectos nocivos sobre su consumo (C.M.C.T., 2003; OMS, 2015).

Tabaquismo

El tabaquismo esta clasificado como una enfermedad cronica sistematica que
pertenece al grupo de las adiciones, dicha enfermedad es clasificada por la OMS, como
un trastorno mental y de comportamiento a causa del frecuente consumo de tabaco.
La OMS en su International Classification of Diseases (The ICD-10 Classification of
Mental and Behavioural Disorders, 1993) y por la Asociacion Estadounidense de
Psiquiatria en su Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5, 2014).
Las enfermedades derivadas del tabaquismo son la segunda causa de muerte a nivel
mundial, las cuales incluyen enfermedades cardiovasculares, como son hipertension
arterial y arteriopatia coronaria; enfermedades respiratorias como la Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC), asma, neumonia y tuberculosis; y en otros
niveles también afecta el sistema nervioso; ademas genera problemas de fertilidad,
dafio a la piel y sobretodo una de las enfermedades méas importantes debido a su
mortalidad, como lo es el cancer (Zinser, 2014; OMS, 2015).

El cancer es una alteracion biologica y genética de las células, que ocasionan que se
dividan anormalmente (crecimiento descontrolado); generandose el proceso de

carcinogénesis. El desarrollo del proceso comienza con la fase de iniciacién en donde



ocurren multiples mutacion genética en una célula o varias células, lo que genera una
perturbaciéon en sus caracteristicas y un dafio reflejado en la regulacion de su ciclo
celular, la siguiente fase es la de promocién en que existe una etapa de crecimiento
tisular, que favore la formacién de agregados que dan pauta a un nodulo o tumor
benigno o maligno. En la ultima fase del proceso la progresion, la cual implica la
diseminacién de la enfermedad por medio del mecanismo de metéastasis; de tal forma
gue las células tumorales malignas, penetran en los vasos sanguineos vy linfaticos, lo
gue les confiere poder viajar en la circulacion sanguinea y llegar a tejidos normales de
otra parte del cuerpo o por medio del mecanismo de invasion que consta en la

migracion directa a tejidos y érganos alrededor (Sanchez, 2013; OMS, 2018).

Se tiene reportado que el humo del tabaco, generado por su combustién contiene de
4,000 a 4,800 compuestos diferentes (Ruiz et al., 2004; Carretero, 2005), de los cuales
al menos 60 de ellos son carcindégenos (Carretero, 2005; Alexandrov et al., 2016) y 16
de estos estan en el tabaco sin quemar (Hecht, 2003). Ademas, el Departamento de
Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos (D.S.S.H.E.U.) informa que cuenta
con co-carcindbgenos que pueden aumentar el efecto de los cancerigenos
(D.S.S.H.E.U., 2014). Los efectos cancerigenos de algunos compuestos del tabaco se
deben en gran medida al dafio al DNA que provocan, mas aun si no se repararan de
manera adecuada y eficiente, incrementan la presencia de mutaciones que son un
factor muy importante en el proceso de carcinogénesis (Ferris et al., 2004; Alexandrov
et al., 2016). Algunos de los dafios provocados al DNA por los cancerigenos que se
encuentran en el humo de tabaco son en generar mutaciones genéticas por medio de
sustitucion de bases, asi como la formacion de aductos sobre determinadas bases
nitrogenadas del DNA (Alexandrov et al., 2016), dichos dafios si no son reparados
causarian errores en la replicacion del DNA y en la codificacion de genes, mas adn si
la mutacion ocurre en un oncogén o en un gen supresor de tumores, ocasionaria una

alteracion en el mecanismo de la proliferacion celular y cancer (D.S.S.H.E.U., 2014).

A su vez en el desarrollo de cancer participan de forma decisiva los cambios o las
alteraciones epigenéticas causadas por el tabaquismo ya que es capaz de inducir
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alteraciones duraderas en la metilacion del DNA, encontrandose regiones metiladas en
mas de 7.000 genes asociados a las enfermedades provocadas por el tabaco
(Joehanes et al., 2016).

La metilacion del DNA esta involucrada en reprimir la expresién de genes supresores
de tumores en consecuencia, el silenciamiento de estos genes favorece la
carcinogénesis, la progresion del tumor y la acumulacién de mutaciones (Benlloch,
2008). Es necesario sefalar que el tabaquismo ocasiona cambios en la expresion
génica que corresponden con las enfermedades conocidas derivadas de éste, ya que
se alteran los niveles de expresién de genes relacionados con la muerte celular,
tumorigenesis, proliferacion, cancer, la via de sefializacion del metabolismo xenobidtico
y metabolismo xenobidtico por medio de la via Cyp450s (Figura 1) (Charlesworth et al.,
2010).

El tabaquismo esta relacionado con varios tipos de cancer como son el de laringe,
cavidad oral, faringe, eséfago, higado, cérvix, pancreas, vejiga, rifion y pulmon, el cual
destaca (Alexandrov et al., 2016), puesto que provoca al menos 1.31 millones de
muertes al afio, esto supone casi seis millones de muertes anuales en el mundo y la
mayoria de las cuales se producen en paises de ingresos bajos y medios. De persistir
las tendencias actuales, en 2030 se llegara a mas de ocho millones. El 80% de las
muertes prematuras ocurrirdn en dichos paises. Paraddjicamente, el consumo de

tabaco es la principal causa de mortalidad prevenible a nivel mundial (OMS, 2009).
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Fig. 1 Procesos por los cuales el tabaquismo ocasiona cancer.
(Modificado de D.S.S.H.E.U., 2014).

El tabaco es el producto vegetal que se obtiene de las hojas y tallos secos fermentados
de varias plantas del género Nicotiana, en especial de N. tabacum. Aparte, el Comité
Cientifico sobre Riesgos de Salud Emergentes y Recientemente Identificados de la
Unién Europea (C.C.R.S.E.R.l.) argumenta que al tabaco comercial se le afiaden
aditivos, estas son sustancias que ayudan a la proteccion contra la degradacion, actian
como material adherente o relleno y para mantener la humedad, asi mismo
saborizantes y quimicos que modifican las propiedades del tabaco con el fin de tener
una experiencia mas agradable al fumar (C.C.R.S.E.R.I., 2010). Cabe sefalar que el
género Nicotiana contiene una de las drogas conocidas mas poderosas, la nicotina

(NIC), que se sabe causa el desarrollo de la adiccion al tabaco (Benowitz, 2010;



Picciotto y Kenny, 2012) por actuar como un reforzador positivo directo en humanos
(Perez y Perez, 2007).

Nicotina (NIC)

La nicotina, 3-(1-metil-2-pirrolidinil) piridina, es una amina terciaria compuesta por un
anillo de piridina y otro de pirrolidina (Figura 2) (Ciolino et al., 1999; Osorio, 2010). El
anillo de piridina tiene como precursor el acido nicotinico y el anillo de pirrolidina se
origina desde la L-ornitina y L- arginina (Katoh y Hashimoto, 2004; Shoji y Hashimoto,
2011). Tiene una consistencia de un liquido oleoso, incoloro y que por el proceso de
oxidacion del aire puede tener un color que va de amarrillo a café (Ramos, 2014).

Fig. 2 Estructura quimica de la nicotina (Tomado de Ramos, 2014).

La NIC es un alcaloide que se presenta de forma natural y en concentraciones bajas
en algunas plantas de la familia Solanaceae como son S. lycopersicum, S. tuberosum,
S. melongena y Capsicum annuum (Siegmund et al., 1999) y en concentraciones altas
en la planta del tabaco. La NIC corresponde al 90-95% de alcaloides totales en la
especie N. tabacum y el porcentaje restante lo conforman los alcaloides secundarios
como nornicotina, anatabina y anabasina (Shoji y Hashimoto, 2011); asi mismo la NIC
constituye cerca del 5% del peso de la planta y 3% del peso del tabaco seco. Se
sintetiza exclusivamente en las zonas de mayor actividad de las raices y es trasportada

por medio del xilema de manera sistémica a través de la savia para ser almacenada en
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vacuolas centrales de las hojas verdes, en una mayor concentracidbn en hojas
intermedias y maduras (Baeta de Oliveira et al., 2011; Shoji y Hashimoto, 2011),
depositdndose en forma de sales que son solubles en agua al reaccionar con acidos

organicos (Shoji y Hashimoto, 2011; Ramos, 2014).

La NIC se considera una droga psicoactiva y un potente reforzador conductual que es
capaz de producir una severa adiccién, en dosis bajas es psicoestimulante, mejora la
capacidad mental y la concentracion del individuo y a dosis altas tiene un efecto

sedante al actuar como depresor (Picciotto y Mineur, 2014).

El mecanismo de accion de la NIC se ejerce una vez que es absorbida rapidamente
por los alvéolos pulmonares por medio de la practica por fumar. Rapidamente pasa al
torrente sanguineo encontrandose concentraciones elevadas de NIC en sangre arterial
lo que permite que sea transportada en tan solo 8 a 10 segundos al cerebro (Matta et
al., 2007) al ser capaz de atravesar la barrera hematoencefalica por medio de difusion
pasiva y mas importante a través de un transportador de alta capacidad y baja afinidad
gue se comporta como un antiportador de protones independiente de sodio (Cisternino
et al., 2012). Mediante la unién selectiva con los receptores colinérgicos nicotinicos
(nAChRs), dicha union se da gracias por su semejanza quimica con la acetilcolina. La
NIC actia como un “agonista especifico”, de esta manera afecta el sistema nervioso

central y periférico (Pozuelos et al., 2000).

Los nAChRs son proteinas transmembrana conformados por subunidades a, B,y, 0 y
€ que conforman canales idnicos activados por ligando, lo que propicia la entrada de
iones Ca?*, Na* y K* a las neuronas provocando la liberacién de neurotransmisores
como la dopamina, serotonina, norepinefrina, vasopresina, glutamato, acido y-
aminobutirico (GABA) y acetilcolina (Lépez y Garcia, 2003; Ramos, 2014). Los nAChRs
estan en todo el cerebro, pues se han localizado en el talamo, ganglios basales, corteza
cerebral, area tegmental ventral, hipocampo y cerebelo (Grybko et al., 2010; Turner et
al., 2011).



El efecto de la NIC en el cerebro humano a través del sistema mesolimbico
dopaminérgico es gracias a la activacion de las neuronas dopaminérgicas ubicadas en
el segmento ventral del cerebro medio en el area ventral tegmental conectadas con el
ndcleo accumbens, corteza cerebral y sistema limbico, causan un incremento de las
interacciones glutamato-GABA-dopamina-acetilcolina (Mansvelder et al., 2003;
Markou, 2008). La NIC desensibiliza los nAChRs y provoca una reduccién en la
transmision de neuronas GABAérgicas (Mansvelder et al., 2002). Asimismo, estimula
las terminales glutaminérgicas, libera glutamato y provoca un aumento en la liberacion
de dopamina en el nucleo accumbens y la corteza frontal (Markou, 2008) y el area
tegmental ventral (Mansvelder et al., 2002); lo cual significa en una estimulacion y
cambios permanentes en la via de recompensa cerebral meso-accumbens

favoreciendo a que se desarrolle una dependencia a la NIC (Mansvelder et al., 2002).

En D. melogaster la NIC actia en alguno de los sistemas de neurotransmisores
(similares a los de mamiferos), como es la via dopaminérgica que presenta una funcién

en las respuestas de comportamiento (Bainton et al., 2000).

La NIC es metabolizada por los pulmones, riflones y principalmente por el higado por
medio de la via enzimética Cyp450s (fase | del metabolismo xenobidtico) y por una
aldehido deshidrogenasa (Pozuelos et al., 2000; Osorio, 2010) y es degradada como
metabolitos primarios a 2’-hidroxinicotina, cotinina, cotinina N-1-0xido, i6n
nocotinaimino, nornicotina y norcotinina (Benowitz et al., 2009; Chen et al., 2010;
Osorio, 2010) a traveés de una C-oxidacion y una N-oxidacion (Tricker, 2003) y en
metabolitos secundarios como cotinina N-glucorénido, trans-3'-hidroxicotinina-O-
glucorénido y cotinina-3'-O-glucorénido (Benowitz et al., 2009; Chen et al., 2010) por
medio de una N-glucuronidacion y una O-glucuronidacién (Tricker, 2003). La oxidacion
de la NIC no solo depende de la via Cyp450s sino también de la forma 3 de
monooxigenasa que contiene flavina hepatica (FMO3) encargada de degradarla a
nicotina N-1-6xido (Tricker, 2003; Benowitz et al., 2009). Cabe sefalar que la NIC
puede no estar en la fase | del metabolismo xenobiotico y ser conjugada directamente



por medio de la enzima glucuroniltransferasa (UGT) para obtener nicotina N-B-

glucorénido (Benowitz et al., 2009).

El primer paso en la ruta principal del metabolismo de la NIC es por medio de la
oxidacion del anillo de pirrolidina para pasar al ion nicotina Al ¢)-amino (Benowitz et
al., 2009) principalmente por las isoformas de las enzimas CYP2A6 y CYP2B6
codificadas por el gen CYP2A6. La isoforma CYP2A6 es la encargada del 80% de la
degradacion de la NIC al metabolito cotinina (Osorio, 2010; Ramos, 2014; Tanner et al,
2015). Cabe resaltar que la enzima CYP2A6 presenta homologia en D. melanogaster,
para este insecto la CYP6G1 es la encargada de metabolizar la NIC (Li et al., 2012;
Highfill et al., 2017). Posteriormente, la oxidacion del ion nicotina A ¢)-amino por la
aldehido oxidasa (Cashman et al., 1992; Benowitz et al., 2009), tiene como resultado
el metabolito cotinina el cual sufre una trans-3'-hidroxilacién para pasar a ser trans-3'-
hidroxicotinina (Brown et al., 2005) y finalmente la trans-3'-hidroxicotinina pasa por el
proceso de O-glucuronidacién para producir trans-3'-hidroxicotinina-O-glucorénido

para finalmente ser excretada por medio de la orina (Figura 3) (Meger et al., 2002).



nicotina N-1-gxido ! nicoting M-B-glucoronida
r—————

i UGt |
cotining MN-glucoronido
cotinina N-1-oxido
P ién nicatina ” - trans-3'-hidroxicotinina-
nicotina o trans-2'-hidroxicotinina I_
AV Fl-aming O-glucoronido excrecion

§ CYR2AE Y sloenida
I CYP2BE cxidasa

2 -hidroxinicotina

nornicotina

I cotinina-3-0-glucorénido

Fig. 3 Via metabdlica de la NIC en humanos con sus principales metabolitos primarios y
secundarios. En azul M fase I, en verde M fase 11 del metabolismo xenobidtico y en violeta id
las principales enzimas que metabolizan a la NIC (Basado en la informacion de Tricker, 2003;
Benowitz et al., 2009; Chen et al., 2010 y Osorio, 2010).

La forma en como la NIC provoca dafio es a través de la induccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Barr et al., 2007). Las ERO son moléculas derivadas del
oxigeno molecular (O2), el cual cuenta con una configuracion electronica unica; dichas
ERO a través de su reduccion quimica parcial son capaces de producir dafios
oxidativos. Las ERO abarcan iones de oxigeno, radicales libres (RL) y otras moléculas
gue no son RL (Carrillo et al., 2016). Los RL son cualquier molécula o atomo que
contienen en su estructura uno o mas electrones desapareados en su ultimo orbital,
esto se manifiesta en que sean muy reactivos con otras moléculas por la necesidad de
ceder o tomar un electrén, confiriéndoles inestabilidad, poder oxidante y una vida media

muy corta (San-Miguel y Martin, 2009). Los radicales que destacan por su importancia
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biolégica son el anion superéxido (O2-7), el radical hidroxilo ("OH), el radical
hidroperoxilo (HO2), el oxido nitrico (NO°), el radical diéxido de nitrégeno (NO32°), el
radical peréxido lipido (LOz2"), el radical piréxilo (RO2") y el radical alcoxilo (RO); y para
los no radicales son el peréxido de hidrégeno (H202) y el oxigeno singlete (*O2)
(Martinez, 2005; Buonocore et al., 2010; Birben et al., 2012).

Las ERO se producen por el metabolismo de sustancias exdgenas como endbgenas,
de organulos celulares como las mitocondrias, de enzimas via Cyp450s y otras enzimas
(Buonocore et al., 2010). Las ERO tiene un papel fundamental a niveles bajos o
moderados sobre algunas respuestas celulares como la induccién de genes de defensa
y la movilizacion de los sistemas de transporte de iones (Gupta et al., 2014). Sin
embargo, el incremento de ERO puede generar dafios a las estructuras celulares los
cuales provocarian una desregulacion de las vias sensibles al redox celular (Bonekamp
et al., 2009) y a la oxidacién de muchas biomoléculas entre ellas los lipidos, al causar
el proceso de peroxidacion lipidica (Barrera et al., 2012); en el DNA provocan la
degradacion oxidativa de las nucleobases y favorecen la formacion del 8-OH-dG, el
cual es uno de los principales productos de oxidacion del ADN ; en proteinas se oxidan
las cadenas laterales de todos los residuos de aminoacidos especificamente los de
cisteina y metionina (Buonocore et al., 2010; Cadet et al., 2012).

Un aumento de ERO afecta el equilibrio redox lo que provoca estrés oxidativo en
células y tejidos. Principalmente, el estrés oxidativo se produce cuando hay un
desequilibrio entre los agentes oxidantes y antioxidantes. Ya sea por el aumento de
dichos oxidantes o por la disminucion de los agentes antioxidantes (Birben et al., 2012;
Cadet et al., 2012). El estrés oxidativo tiene como consecuencia el provocar una
proliferacion celular anormal, provoca una adaptacion celular en la sintesis de enzimas
antioxidantes y proteinas de choque térmico, causar lesiones celulares, senescencia e

induccion a la apoptosis (Asimov, 2015).

Resveratrol (RES)
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El resveratrol, (3,5,4-trihidroxiestilbeno) es un tipo de polifenol natural con estructura
de estilbeno. Esta compuesto de dos anillos fendlicos unidos por un doble enlace
estireno, el cual le confiere tener las dos formas isébmericas trans y cis en la naturaleza
(Figura 4) (Gambini et al., 2013).

CH

HQO \

HO

OH OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Fig. 4 Estructura quimica de las isomeros trans-resveratrol y
cis-transveratrol. (Tomado de Gambini et al., 2013).

El RES se sintetiza mediante la ruta de biosintesis de los flavonoides (Avalos y Pérez-
Urria, 2009); primero la L-fenilalanina y la L-tirosina pierden el grupo amino por medio
de desaminacion no oxidativa, la L-fenilalanina a través de la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL) generandose el &cido cinamico y la L-tirosina por medio de la
tirosina amonio liasa (TAL) produce acido p-cumarico. El acido cinamico a su vez es
hidrolizado gracias a la enzima cinamato-4-hidroxilasa a acido p-cumarico, el cudl
finalmente sufre una conjugacion con una molécula de coenzima A para pasar a ser p-
cumaril-CoA mediante la CoA-ligasa. El p-cumaril-CoA sufre una condensacion con 3
moléculas de malonil-CoA, para dar lugar a una tetracetona, y después ocurre la
ciclacion de la tetracetona lineal, con liberacion de cuatro moléculas de CO: a través
de la enzima estilbeno sintasa, que origina como producto final el trans-resveratrol
(Figura 5) (King et al., 2006; Avalos y Pérez-Urria, 2009; Lucas, 2009; Pannu y
Bhatnagar, 2019).
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Fig. 5 Principal via de biosintesis del RES en la naturaleza
(Modificado de Avalos y Pérez-Urria, 2009)

El RES es una fitoalexina polifenélica con propiedad antioxidante, antitumoral,
antiinflamatoria, antiteratogénica y antiproliferativa. Es sintetizado por las plantas en
respuesta al estrés, lesion, infecciones por patégenos invasores, radiacion UV, iones
de metales pesados y sales (Paul et al., 1999; Gambini et al., 2013; Pannu y Bhatnagar,
2019). Se presenta de forma natural en al menos 72 especies de plantas, entre las mas
importantes las pertenecientes a la familia Vitaceae (Yang et al., 2009), en plantas del
género Eucalyptus, en algunas especies de pinos y bayas, en las raices y tallos de
Polygonum cuspidatum, en la hierba Arachis hypogaea (King et al., 2006; Gambini et
al., 2013), en arbustos del género Vaccinium (Lyons et al., 2003; Rimando et al., 2004)
en frutos mediterraneos como Phoenix dactylifera L, Fragaria vesca y Lycopersicum
lycopersicon L. (Sebastia et al.,, 2017) y en otros frutos como Syzygium cumini L.,

Artocarpus heterophyllus y Morus rubra (Shrikanta et al., 2013).
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La ingesta del RES ocurre de forma oral, tiene una tasa alta de absorcion de
aproximadamente del 70%, pero con una baja biodisponibilidad debido a su rapida
metabolizacion, pues llega a presentar una vida media en plasma de 9.2 horas (Walle
et al., 2004; Kaldas et al., 2010). El RES es absorbido por el intestino por medio de
difusidn pasiva y a través con la unién de transportadores de membrana (Kaldas et al.,
2010; Gambini et al., 2015). Una vez en el torrente sanguineo los metabolitos del RES
y el RES libre pasan al higado. El RES libre ingresa al higado por medio de la unién a
acidos grasos por su alta afinidad al higado, también al unirse a la albumina y a

lipoproteinas de baja densidad (Gambini et al., 2015; Pannu y Bhatnagar, 2019).

El RES es metabolizado en el higado mediante la fase Il del metabolismo xenobiotico,
lo cual es degradado a metabolitos los cuales son 2 formas isémericas de resveratrol
monoglucurénido, dihidroresveratrol-monoglucurénido, resveratrol monosulfato y
dihidroresveratrol-monosulfato a través reacciones de conjugacion como la
glucuronidacion y la sulfatacion (Walle et al., 2004; Kaldas et al., 2010; Gambini et al.,
2015) para finalmente ser eliminados por medio de la orina (Gambini et al., 2013; 2015;

Pannu y Bhatnagar, 2019).

El efecto antioxidante del RES se debe a la eliminacion de RL, ERO y gracias a su
poder reductor (Gulgin, 2010). En especifico, gracias a sus tres grupos hidroxilo en
especial el grupo 4'-hidroxilo el cual es el mas reactivo. Las ERO que puede eliminar
son, el O2-*, el ‘OH, el NO’, el NOz2' y el radical triclorometil-peroxilo (CCl300). Debido
a su potencial redox es capaz reducir el O2-" y el ‘OH formando el radical fenoxilo de
resveratrol. A esto se suma la eliminacion de radicales de timidina,

guanosinatriptofanilo, timidilo y guanosilo (Mahal y Mukherjee, 2006).

En medios acuosos, el trans-resveratrol elimina eficazmente radicales, como el radical
*OH es por medio del mecanismo de transferencia secuencial de protones y electrones
(SEPT en donde: RES + ‘'OH — RES+' + OH- & RES (-H) * + H20), y se oxida a
semiquinona. Con respecto al radical hidroperoxilo "(OOH) es mediante el mecanismo
de transferencia del &tomo de hidrégeno (HAT en donde: RES + *OH — RES (-H) * +

H20), y se oxida por la abstraccion de los atomos H de los anillos fendlicos (Luga et
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al., 2012). Asi mismo el potencial antioxidante del polifenol se debe a la reduccién de
la peroxidacion lipidica (Gulgin, 2010; Mikstacka et al., 2010) y la hemdlisis oxidativa
(Mikstacka et al., 2010).

Antecedentes NIC
Induccion de ERO

Se tienen reportes en donde se demuestra la induccion de la produccion de ERO por
parte de la NIC como lo encontrado por Crowley-Weber et al. (2003) en donde la NIC
a una concentraciéon 0.8 mM fue capaz de incrementar la produccién de ERO en
especial el H202 en la linea celular de colon HCT-116. A concentraciones bajas de NIC
0.1, 1y 10 uM Barr et al. (2007) reportaron un aumento en la generacion de ERO de
manera concentracion-dependiente en células mesencefélicas de rata. Lin et al. (2012)
encontraron que la NIC 1 mM genera induccién de estrés oxidativo, lo que origin6é un
aumento el nivel de peroxidacion de lipidos en embriones de raton cultivados. Bodas
et al. (2016) reportaron que la NIC 5 mM aumenta significativamente los niveles de

ERO intracelular, en cultivo de células epiteliales bronquiales humanas.

Kim et al. (2016) reportaron un aumento en la generacion de ERO en células epiteliales
tubulares humanas tratadas con NIC en un rango de 50-400 uM de una manera
concentracion-dependiente. Asi mismo, Lan et al. (2016) encontraron que la NIC 0.01
y 0.1 uM estimula la generacion de ERO lentamente, mientras a concentraciones 1y
10 uM aumenta rapidamente en el cultivo celular de podocitos humanos. Por ultimo,
Marinucci et al. (2018) demostraron que la NIC 0.1 6 1 uyM induce a la acumulacion
intracelular del H202 y de manera paralela ocasiono una reduccion en la actividad
enzimatica de la Catalasa (CAT), Glutation peroxidasa (GPx) y Superoxido dismutasa
1 (SOD1).

Induccién de la apoptosis

Se tienen bastantes informes en donde indican la capacidad de la NIC de causar la

induccion del proceso apoptético, esta activacion puede deberse mediante la activacion
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via caspasas. Se ha indicado el incremento de la actividad de las caspasa-3 (CASP 3)
y caspasa-7 (CASP 7) en células epiteliales bronquiales humanas, empleando una
concentracion de NIC a5 mM (Bodas et al., 2016). También se tiene que la NIC provoca
apoptosis en células epiteliales tubulares humanas “células HK-2" a 200 y 400 pM (Kim
et al., 2016) y en los podocitos de la capsula de Bowman de los rifiones a 0.1, 1y 10
MM de manera concentracion-dependiente (Lam et al., 2016) por medio de la via de
sefializacion NF-kB; dicha apoptosis se reflejo en el aumento de la expresion de la
proteina pro-apoptoética Bax y en la inhibicion de la proteina anti-apoptética Bcl-2 (Kim
et al., 2016; Lam et al., 2016) y ademas promovio la activacién de la CASP 3 (Lam et
al., 2016).

Cao et al. (2017) encontraron que a concentraciones 10 y 50 uyM la NIC disminuye la
viabilidad celular y aumenta la apoptosis de las HUVECs mediante la ubiquitinacion y
degradacion de Akt por medio de la proteina TTC3 y la proteina mitocondrial MUL1.
Jalili et al. (2017) reportaron que la NIC a 2.5 mg/kg de peso/dia desencadeno
apoptosis en células renales y hepaticas de ratones machos BALB/c al aumentar la
expresion de los genes Casp2, Casp3 y Bax sumado a una fragmentacién del DNA.
Recientemente, Marinucci et al. (2018) reportaron que la NIC 0.1 y 1 uM promovié una
disminucién en la viabilidad celular, y aumento en el proceso apoptotico mediante la

desensibilizacion de NF-kB y la activacion de la CASP 3.
Supresion de la apoptosis

Referente al poder antiapoptotico de la NIC, Haigiang et al. (2003) demostraron que la
NIC 1 uM puede estimular potentemente la fosforilacion endégena de Bcl2 en su sitio
Ser70 por medio de la cascada de sefiales descendente en una linea celular de cancer
de pulmon de células pequeiias SCLC NCI-H69. A una concentracion baja de NIC 0.5
MM se tiene reporte de su efecto antiapoptético, pues hay una disminucion en la
apoptosis debido a la activacién de la GTPasa Ras responsable de la sobreexpresion
de la MAP quinasa la cual provoca un reingreso al ciclo celular. Ademas, Ras genera
la activacion via descendente de PI3K la cual a su vez previene y suprime la activacion

de la apoptosis en células epiteliales de pulmon de raton (Chu et al., 2005).
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Cuccina et al. (2012) reportan una disminucién en la apoptosis provocada por la NIC 1
MM por medio de la activacion de las vias PI3K/Akt y PKC/ERK1/2 en dos lineas
celulares de cancer colorrectal humano (células Caco-2 y HCT-8). Ademas, la NIC en
un rango de 0.1-1 mM también provoco un incremento en la proliferacion celular de
manera concentracion-dependiente. Guha et al. 2014 demuestran un efecto protector
de la NIC a 1-100 uyM sobre la apoptosis de manera concentracién-dependiente,
generado al estimular inhibidor estauro-esporina (STS) a través de la via
STAT3/LGALSS en la linea celular de cancer de mama MCF-7. Por ultimo, Jalili et al.
(2017) reportaron que la NIC a 2.5 mg/kg de peso/dia tuvo un efecto en la supresion
de la apoptosis en las células del corazéon y pulmén de ratones machos BALB/c, al
reportar la disminucion de la expresién de genes involucrados en la apoptosis como
son P53, Bcl-2, Casp2 y Casp3.

Efecto genotdéxico

La NIC, es capaz de generar genotoxicidad en células de la amigdala palatina y en
linfocitos periféricos a 0.5, 1, 2 y 4 mM, en células de la glandula parétida (mini cultivos
de d6rganos) a 2 mM y 4 mM y en una linea celular epiteliar primaria de glandulas
salivales a 100 y 1000 uM, con induccién de dafio al DNA, reflejado en las roturas de
una sola hebra que sufrié el DNA (Kleinsasser et al., 2005; Ginzkey et al., 2010, 2014).
Asi mismo, Ginzkey et al. (2014) encontraron genotoxica la NIC 10 yuM al generar la
formacién de microndcleos, y a concentraciones 1, 10, 100 y 1000 puM produjo
aberraciones cromosémicas “numéricas y estructurales” de forma concentracion-

dependiente.

Con el uso de SMART en ala de D. melanogaster cruza CE se ha reportado la
genotoxicidad de la NIC (Gomez, 2017) con una concentracion alta de NIC 11.4 mM,
lo que resulta en un incremento en la frecuencia de clones pequefios y totales. Por
altimo, Magafa (2017) utilizando NIC a 12.5 uM, resultdé positiva al incrementar la
frecuencia de clones pequefios, grandes y totales.
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Debido al incremento del estrés oxidativo, la reduccion de la longevidad y la pérdida de
funcionalidad que generan las ERO (Zorrilla, 2002), en la actualidad ha aumentado el
consumo de antioxidantes en la dieta. Los principales efectos benéficos de los
antioxidantes estan relacionados con la reduccién del dafio por estrés oxidativo y
proteccion de la degradacion de las mitocondrias (Zorrilla, 2002). Un antioxidante es
una molécula que en concentraciones bajas es capaz de evitar o retardar la oxidacion
de un sustrato oxidable actuando como donador de electrones gracias a sus
propiedades reductoras. En la reaccion de oxidacion se pueden generan RLsS que
generan reacciones en cadena lo que significa que cuando un radical roba un electron,
se forma un segundo radical que a su vez ejerce la misma accién en otra molécula y
asi sucesivamente. El antioxidante funciona al prevenir o romper esta cadena al quitar
intermedios del radical o estabilizando radicales lo que conlleva a su oxidacién (Gupta
et al., 2014; Burton y Ingold, 2015). De tal forma que diferentes antioxidantes
reaccionan con diferentes ERO a tasas variables y en lugares diferentes, protegiendo
diferentes objetivos moleculares (Burton y Ingold, 2015).

En los ultimos afios ha cobrado gran interés el consumo de antioxidantes provenientes
del metabolismo secundario de las plantas, tales como los polifenoles. Estos presentan
diversas propiedades bioldgicas entre las que destacan actividad antiradical,
antimicrobiana, antiproliferativa, anticancerigena, antimutagénica, antiteratogénica y

antioxidante (Hernandez y Prieto, 1999).
Antecedentes RES
Efecto no genotoéxico

Se tienen reportes en donde se demuestra que el RES no presenta un efecto
genotoxico como lo encontrado por Turkez y Sisman, quienes en el 2012 emplean la
prueba de aberraciones cromosémicas (CA) y el ensayo de intercambio de crométides
hermanas (SCE) no encontraron efecto genotoxico en linfocitos periféricos humanos,
ya que no provoca un aumento en la frecuencia de SCE espontaneas por metafase y

ni aberraciones cromosdmicas a concentraciones bajas (10, 15 y 25 uM) como altas
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(40, 75y 100 uM). Yan et al. (2012) con el uso del ensayo cometa in vitro demuestran
gue el RES a concentraciones 5, 25 y 50 uM no indujo dafio al DNA de los linfocitos
periféricos humanos. Por otro lado, Abraham et al. (2016) empleando una prueba de
micronucleos in vivo e in vitro encuentran que el RES 0.05, 0.5 y 5 uM no es toxico
porque no generd un aumento en la frecuencia de microndcleos. También se ha
reportado el efecto no genotoxico del RES en la prueba SMART en ala de D.
melanogaster cruza CE ya que GOmez (2017), encuentra un incremento en clones

pequefios y totales, pero sin presentar diferencias significativas.
Supresion de la proliferacion celular

Referente al poder antiproliferativo del RES, Zhou et al. (2009) reportaron que el RES
a 12.5-100 uM disminuy6 la viabilidad celular y ademas provoco la supresion de la
sintesis de DNA en células de carcinoma hepatico y de mama humano. Al igual que lo
encontrado por Fernandez et al. (2012) en donde demuestran una baja proliferacion
celular causada por el RES a 10-100 uM en lineas celulares de leucemia aguda
humana (JURKAT E.6 y THP-1) y a causa de una baja viabilidad se produjo la
detencion del ciclo celular en la fase S. También se ha demostrado que el RES a
concentraciones que oscilan entre 0.5-10 uM reduce la proliferacion celular y a una
concentracion de 10 uM genera la activacion de varios genes apoptoticos dependientes
de p53 que incluyen P53, C-FOS, C-JUN, P21 (wafl /Cipl), PIG3 y BAD en una linea
celular de cancer de mama (MDA-MB-231) (Chin et al., 2014). Finalmente, Heo et al.
(2018) reportan el efecto antiproliferativo del RES en la linea celular de melanoma
(A375SM) a concentraciones muy bajas (102, 101, 1, 5y 10 uM), esto a través de la
expresion de genes reguladores del ciclo celular como P21, P27; por otro lado, también
ocasion0 apoptosis a 10 uM por una alta expresion de la proteina p53 provocando un

incremento del factor pro-apoptético bax.
Induccién de la proliferacién celular

Se tienen informes en donde indican la capacidad del RES de ocasionar un incremento

en la proliferacion celular. Mikuta et al. (2012) demostraron que el RES 0.1, 0.5y 1 yM
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generd un incremento en la tasa proliferativa de células mesoteliales peritoneales
humanas jévenes (HPMC) lo que significo que dichas células retardaran su entrada a
la senescencia y una concentracion de 0.5 uM provoca una detencién celular en la fase
S. Igualmente Kumar et al. (2016) encontraron a concentraciones bajas de RES 1, 10
y 20 uM provoca un aumento en la proliferacion de células progenitoras neurales esto
a través por la fosforilacion de las quinasas (ERK) y p38 MAP-quinasa. Mientras
Luengo et al. (2017), encontraron que el RES 1y 10 yM generdé un aumento en la
proliferacion celular en una linea celular de adenocarcinoma colorrectal (células HT-
29). Por ultimo, Andreani et al. (2017) reportaron que el tratamiento in vivo del RES
1ug/ImL incrementd la proliferacion de cancer de mama asociada con la baja expresion
de la proteina Era y una alta expresion de la proteina A16HER2. Asi mismo de forma
in vitro el RES a 10, 20 y 30 yM también aumento la proliferacion en lineas celulares
tumorales CAM6 y BT474.

Actividad pro-oxidante

El RES es distinguido por sus propiedades antioxidantes, sin embargo, existe bastante
informacion del efecto pro-oxidante del RES. Por una parte, al incubar células de
leucemia promielocitica humana (HL-60) con H202, se desencadena la apoptosis y se
acidifica el medio citosdlico. EI RES a una concentracion de 8 uM generdé un incremento
en la concentracion de Oz-'intracelular y también contrarresta la acidificacion del medio
citosdlico, inhibe la actividad de la CASP 3y la caspasa-9 (CASP 9) y la fragmentacion
del DNA inducida por el H202 (Ahmad et al., 2003). De igual manera Low et al. (2010)
encontraron en células de leucemia humana que el RES 10, 20 y 30 UM genero estrés
oxidativo al inducir altos niveles de O2-* mitocondrial, lo que provoco la disminucién del
potencial transmembrana y la disminucién de la viabilidad celular. Igualmente, Martins
et al. (2014) reportaron el incremento del estrés oxidativo producido por el RES 0.1, 1,
10 y 50 pyM, gracias a la generacion de especies reactivas de manera concentracion-
dependiente sumado por una reduccion de la actividad antioxidante de SOD en células
estrelladas hepaticas activadas (HSC). Por otro lado, Mikuta et al. (2014) encontraron

gue concentraciones bajas de RES 0.5y 10 uM tuvieron un efecto pro-oxidante debido
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al incremento en la produccién de Oz-* mitocondrial y a su vez hubo un aumento de
ERO en las HPMC. Por ultimo, Pignitter et al. (2016) reportan el efecto pro-oxidante del
RES 1 y 10 pM y sus metabolitos conjugados mediante la prueba de la actividad
antioxidante total in vitro ya que fueron capaces de generar la peroxidacion del acido

linoleico.
Activacion de sirtuinas

Referente a la activacion y promocion de las sirtuinas por parte del RES, se sabe que
en D. melanogaster en la cepa Canton-S el RES es capaz de aumentar la actividad
enzimatica de Sir2 por medio de la desacetilacion de proteinas reflejandose un
incremento en la vida util (Wood et al., 2004). También se ha demostrado que el RES
activa a las sirtuinas, en especifico SIRT5 de humanos a 0.2 mM (Gertz et al., 2012) y
Sirtuina-1 desacetilasa dependiente de NAD (SIRT1) de humanos a 200 pM
(Lakshminarasimhan et al., 2013) a través de la estimulacion de la deacetilacion de
péptidos y sustratos de proteinas dependientes de SIRT5 y SIRT1 (Gertz et al., 2012;
Lakshminarasimhan et al., 2013). Lin et al. (2012) demostraron en un modelo de rata
que la interaccion RES-NIC 1x 10® uM +1 mM y 1x 107 pM +1 mM incrementé la
expresion génica de la SIRT1 y enzimas antioxidantes como SOD1, la superoxido
dismutasa 2 (SOD2), glutation peroxidasa 1 (GPx-1), La glutation peroxidasa 4 (GPx-
4) y una disminucion en CASP 3. Liu et al. (2012) demostraron que el RES 20 pg /mL
aumenta la interaccion de la lamina A con la SIRT1, lo que conlleva a la activacion de
la sirtuina y un aumento en su actividad deacetilasa en células madre adultas (ASC) de
ratones Zmpste24 - / -. Finalmente, Desquiret et al. (2013) encontraron que el RES 1y
5 UM tiene la capacidad de activar a SIRT3 por medio del incremento de la actividad
del complejo mitocondrial | generando la oxidacién de NADH en células HepG2.

Efecto genotéxico del RES en co-tratamiento con NIC

Recientemente Gomez, (2017) reporto el efecto genotoxico de la interaccion RES-NIC
empleando dos concentraciones de RES 0.40 y 11 pM, los co-tratamientos que
resultaron genotoxicos fueron RES-NIC (0.40 uM + 1.9 mM) y RES-NIC (11 uM + 0.456,
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1.9 y 3.8 mM) por el incremento en la frecuencia de todos los tipos de clon al
compararse con sus testigos en SMART en ala de D. melanogaster cruza CE. De igual
manera, Magafa (2017) utilizando la misma cruza encontré6 genotéxico el co-
tratamiento RES-NIC 11 uM + 25 pM por el aumento de la frecuencia de clones
pequefios, grandes y totales en relacion con sus testigos. Carmona (2018) estudio la
cruza BE y encontré que los co-tratamientos RES-NIC 11 uM + 0.94 y 3.8 mM fueron

genotoxicos.
Justificacién

El consumo de tabaco por tiempos prolongados incrementa el riesgo de desarrollar
muchos problemas de salud, causa dafio a casi todos los organos del cuerpo y
ocasiona enfermedades cardiacas, accidentes cerebrovasculares y diversos tipos de
canceres. El tabaco y el humo del tabaco contienen muchas sustancias quimicas y
particulas, entre ellas la NIC. Dicho alcaloide es la sustancia que causa la adiccion al
tabaco, se considera como un carcinégeno indirecto, con potencial de conducir a la
carcinogeénesis, agente apoptotico e inducir genotoxicidad por medio de la generacion
de RL y ERO lo cual genera estrés oxidativo y dafio al DNA. Es por lo que se buscan

métodos alternativos que puedan contrarrestar los efectos negativos de la NIC.

Uno de los mas importantes es el consumo de antioxidantes en la dieta, ya que son
capaces de detener o limitar el daifio oxidativo de diferentes compuestos. Uno de los
gue destaca mas en la actualidad es el RES por su alta capacidad antioxidante y
efectos antienvejecimiento a través de la activacion de sirtuinas. Aunque cabe sefalar
gue el RES también ha presentado citoxicidad y un efecto pro-oxidante per se y en co-
tratamiento con diferentes compuestos. Por ende, los reportes previos sobre los efectos
benéficos del RES no muestran resultados claros y en algunos casos son
contradictorios; por consiguiente, es necesario realizar mas estudios in vivo, como lo
es la prueba SMART, con la finalidad de presentar resultados confiables que ayuden

aclarar la capacidad benéfica del RES sobre los efectos nocivos producidos por la NIC.
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Hipotesis

Debido a que se han reportado efectos antioxidantes del RES empleando
concentraciones bajas y por su participacion en la eliminacion de RL y ERO. Ademas,
la NIC genera dafio por medio de la generacién de ERO, se espera que el RES en co-

tratamiento con la NIC disminuya los efectos genotéxicos provocados por esta ultima.
Objetivos

Objetivo general

Evaluar el posible efecto quimioprotector del RES sobre la toxicidad y genotoxicidad de

la NIC en co-tratamiento empleando SMART en ala de D. melanogaster, cruza BE.
Objetivos particulares

Establecer la concentracion toxica de los tratamientos de la NIC y en co-tratamiento

con el RES en las cepas flare y Oregon R(R)-flare® de D. melanogaster.

Comprobar el dafio genotéxico de la NIC a las concentraciones 470, 940, 1880, 3760
y 11280 uM en la cruza BE.

Determinar el efecto del RES a 0.40 uM en tratamiento y co-tratamiento con NIC a 470,
940, 1880, 3760 y 11280 uM en la cruza BE.

Materiales y métodos
Materiales quimicos

+ RES (CAS No. 501-36-0 Sigma-Aldrich® 99% de pureza, St. Louis, MO, USA).
% NIC (CAS No. 54-11-5 Sigma-Aldrich® 99% de pureza, St. Louis, MO, USA).
% DMN (CAS No. 3632-1g Sigma-Aldrich® 99% de pureza, St. Louis, MO, USA).
% EtOH (CAS No. 64-27-5 Merck KGaA® 99% de pureza Darmstadt, Alemania).
« Agua miliQ (agua bidestilada).

+ Nipagin metilparabeno (Tegosept)

< Acido propionico (CAS 7664-38-2 Merck KGaA® Darmstadt, Alemania)

% Hojuelas de papa deshidratada marca Maggie®.
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sony
Máquina de escribir
Hipótesis


+ Levadura fresca activada marca La Florida®.

% MIC (Medio Instantaneo Carolina, Carolina Biological Supply Company.
Burlington, North Carolina. USA).

« Entellan (CAS 1.07961. Merck KGaA® Darmstadt, Alemania).

Materiales biolégicos

% Cepas de D. melanogaster: (multiple wing hair “mwh/mwh”, flare “flr3/TM3, Bdse™
y Oregon R(R)-flare3 “ORR (1); ORR (2); flr3 TM3, Bd®®") cepas otorgadas por el

Laboratorio de Toxicologia Genética de la FES lIztacala UNAM.

Prueba de toxicidad para los tratamientos de NIC y en co-tratamiento con

el RES en las cepas flare y Oregon R(R)-flare® de D. melanogaster.
Cultivo y propagacion de las cepas de D. melanogaster

Las cepas Oregon R(R)-flare? y flare de D. melanogaster (Anexo |.) se propagarony se
mantuvieron a 25°C con un 60% de humedad relativa (HR), en frascos de vidrio
estériles, de 250 mL. A cada frasco se le colocaron 5 g de hojuelas de puré de papay
se le afiadieron 20 mL de solucién conservadora, la cual incluye 5 mL de tegosept al
12% disuelto en alcohol y 5 mL de &cido propiénico, que tiene funcion fungicida y
bactericida (Duefias et al., 2002); los frascos se cubrieron con tapones de hule espuma,
y permanecen en completa oscuridad. Se propagaron los organismos hasta llegar a
tener aproximadamente 10 frascos por cepa, para esto cada tercer dia los organismos
eran trasvasados; antes de que se cambiaran los organismos a nuevos frascos
estériles se verificd que no se perdieran los marcadores genéticos caracteristicos de

cada cepa, para lo cual los organismos se manipularon con CO:2 (Figura 6).
Colecta de huevos y recuperacioén de larvas

Previamente para la colecta de huevos se realizo la activacion de la levadura fresca
con sacarosa y se dejé reposar en frascos estériles de 250 mL, por 24 h. Después se
colocaron los organismos adultos de las cepas en los frascos con levadura activada
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por 8 h en incubacion a 25°C, con un 60% de HR en total oscuridad; después de
transcurrir las 8 h, los adultos fueron devueltos a sus frascos de origen y los frascos
con la puesta se incubaron por 72 = 4 h, y posteriormente se recuperaron larvas de
tercer estadio esto al diluir la levadura con agua tibia y utilizando una coladera de malla
fina (Graf et al., 1984).

Diseiio experimental

Se colocaron 10 larvas de tercer estadio por cada de tubo de ensayo de tal forma que
contenian 0.5 gr de MIC anteriormente hidratados con 2 mL de los tratamientos y co-
tratamientos correspondientes que se muestran en la Tabla I. Después, los tubos con
tapones de hule espuma se incubaron bajo las mismas condiciones anteriormente
mencionadas hasta que emergieran las moscas adultas, estas moscas se colectaron y
se mantuvieron en alcohol al 70%. Se realizaron tres experimentos independientes con

cinco repeticiones por concentracion y se cuantificO la sobrevivencia de éstos.

Tabla I. Tratamientos y co-tratamientos utilizados en la prueba de toxicidad.

Testigo Tratamientos | Testigo Tratamiento Co-tratamientos
negativo NIC solvente RES RES-NIC
470 uM 0.40 uM + 470 pM
940 pM 0.40 uM + 940 uM
Agua miliQ 1880 uM EtOH 1% | RES 0.40 uM 0.40 pM + 1880 puM
3760 puM 0.40 uM + 3760 uM
11280 uM 0.40 uM + 11400 uM

Analisis estadistico de los datos

Con respecto a los datos, se analizaron con la prueba Kruskal-Wallis; la cual es la
alternativa no paramétrica al test ANOVA simple para datos no pareados, donde no
asume normalidad en los datos. Se trata de una extension del test de Mann-Whitney
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para mas de dos grupos. La prueba de Kruskal-Wallis contrasta si las diferentes
muestras estan equitativamente distribuidas y que por lo tanto pertenecen a una misma
distribucién (poblacion). Bajo ciertas simplificaciones se considera que el test de
Kruskal-Wallis compara las medianas (Duran et al., 2012). Las suposiciones son las
mismas que se utilizan para la prueba de Mann-Whitney basandose en las siguientes

hipotesis:

% Hipdtesis nula (Ho): Las k poblaciones son iguales por lo tanto no existen
diferencias significativas entre los tratamientos y co-tratamientos. Por lo
tanto, el efecto toxico de la NIC por si sola y en cotratamiento con RES

no afecta la sobrevivencia de las cepas de D. melanogaster.

% Hipdtesis alternativa (Ha): Al menos un par de poblaciones es diferente
por lo tanto existen diferencias significativas en al menos dos tratamientos
y co-tratamientos. De tal modo que se observaria el efecto toxico de la
NIC por si sola o en cotratamiento con RES sobre la sobrevivencia de las

cepas de D. melanogaster.

Prueba SMART en ala de D. melanogaster, cruza BE.

Cultivo y propagacion de las cepas de D. melanogaster

Para esta prueba se necesité propagar las cepas Oregon R(R)-flare3 y multiple wing
hair (Anexo I1.) tal y como se realizé en la prueba de toxicidad salvo que en el proceso
de propagacion se verificaron los marcadores genéticos flr* y mwh. Para lo cual los

organismos fueron anestesiados con CO2 para una mejor manipulacion.
Produccion de la cruza BE.

Esta cruza se caracteriza por su alta expresion de citocromos P450, lo que permite el
andlisis de compuestos promutagenos (Graf y van Schaik, 1992; Graf et al., 1998;
Spand y Graf, 1998). Para ello se aislaron hembras virgenes (Oregon R(R)-flare® ORR
(2); ORR (2); flr* TM3, Bd®®") y machos (multiple wing hair mwh/mwh). Las hembras que
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eclosionaban en un intervalo de 3 horas se durmieron para una facil manipulacion y se
mantuvieron 5 hembras por tubo de ensayo, cada tubo con 0.5 gr de hojuelas de puré
de papa y solucién conservadora. Se incubaron durante 5 dias bajo las mismas
condiciones anteriormente mencionadas para determinar si las hembras eran virgenes,
pasando este intervalo de tiempo los tubos que presentaban el desarrollo de larvas no
se tomaban en cuenta. Una vez obtenidos los adultos necesarios se cruzaron en una
proporcion de 1 macho por cada 2 hembras, la cruza se mantuvo por tres dias en
frascos de vidrio estériles de 250 mL, con puré de papa y solucién conservadora a

condiciones de 25°C, con un 60% de HR y en completa oscuridad (Figura 6).

Fig. 6 Cultivo y mantenimiento de las cepas y la cruza BE.

Colecta de huevos y recuperacion de larvas

La colecta y propagaciéon de la Cruza BE se realizé de la misma manera como se

describié anteriormente en la prueba de toxicidad.
Diseio Experimental

Ya teniendo las larvas (72 £ 4 h) de la primera generacion de la cruza BE se colocaron
en proporciones equitativas en tubos de ensayo con 0.5 gr de MIC anteriormente
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hidratados con 2 mL de los tratamientos y co-tratamientos correspondientes que se
mencionan en la tabla Il. Seguidamente, los tubos se taparon con tapones de hule
espumay se incubaron a las mismas condiciones anteriormente mencionadas, se vigilo
la emergencia de las moscas adultas, las que se colectaron y mantuvieron en alcohol

al 70%. Se realizaron tres experimentos independientes con tres repeticiones por

concentracion.

Tabla Il. Tratamientos y co-tratamientos utilizados para la prueba SMART.

Testigo Testigo | Testigo | Tratamientos | Tratamiento | Co-tratamientos
negativo | solvente | positivo NIC RES RES-NIC
470 uM 0.40 + 470 uM
940 uM 0.40 + 940 uM
- DMN RES
9 1880 uM 0.40 + 1880 uM
Agua miliQ | EtOH 1% 0.076 uM o} 0.40 UM M

3760 uM 0.40 + 3760 pM
11280 uM 0.40 + 11400 pM

Diseccion y montaje de las alas

Para esto primero se seleccionaron los adultos transheterocigotos (organismos con
fenotipo silvestre) para después sexarlos, luego con unas pinzas tipo relojero se
prosiguié a disectar las alas teniendo el cuidado de no rasgarlas mas adelante se
montaron las alas sin la mayor cantidad de alcohol en preparaciones permanentes con
la resina Entellan®. Cada laminilla contiene 10 pares de alas en una proporcion 1:1 lo

gue significa que son 5 hembras y 5 machos.
Analisis de laminillas y analisis estadistico de los datos

Se realiz6 la lectura de 60 individuos por tratamiento con ayuda del microscopio Optico
a un objetivo de (40x) y con un estricto control de lectura es importante considerar que

para tener resultados fidedignos el tamafio 6ptimo de muestra para el estadistico es de
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un minimo de 55 individuos por tratamiento (Frei y Wurgler, 1995) aunque para algunos
tratamientos no se alcanzaron los 55 individuos, al no contar con los suficientes
individuos transheterocigotos mwh+/+flr3 para la prueba SMART (Figura 7). Se analizé
la parte dorsal y ventral de las alas con el método de doble ciego registrandose el
numero de clones mutantes y el tipo de clon de cada individuo (Anexo Il) (Graf et al.,
1984).

Fig. 7 Preparaciones permanentes de los tratamientos y co-tratamientos

Con respecto a los datos obtenidos se procesaron con el programa SMART para PC
version 2.1, que evalla con una regla de decision multiple basada en la prueba no
paramétrica Kastenbaum-Bowman, con una probabilidad de (p <0.05) (Frei y Wirgler,
1988). Dicha prueba determina si el tratamiento a analizar incrementa las frecuencias
de clones mutantes al ser comparado con su testigo negativo, he indica si son
resultados débiles positivos, positivos, negativos e indecisos basandose en las

siguientes hipotesis:

% Hipotesis nula (Ho): la frecuencia de las mutaciones inducidas y espontaneas
encontradas en los individuos del tratamiento no es significativamente mayor
a la frecuencia de mutacion del testigo negativo. Por lo que se espera que los
tratamientos NIC, el tratamiento RES o los co-tratamientos RES-NIC no

resulten genotéxicos.
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% Hipdtesis alternativa (Ha): la frecuencia de las mutaciones inducidas y
espontaneas de los individuos del tratamiento es significativamente mayor que
la frecuencia de mutaciones encontrada en el testigo negativo. De manera que
se encontraria un efecto genotéxico por parte de los tratamientos NIC, el

tratamiento RES o los co-tratamientos RES-NIC.

Es importante aclarar que los clones mutantes pequefios existen en una mayor
frecuencia que los clones grandes y gemelos, es por tanto que el programa SMART
PC versibn 2.1 genera un analisis por separado que ayuda a prevenir la
sobreestimacion del tipo de clon menos usual. Por lo tanto, si se da el aumento
significativo de clones pequefios y totales el programa SMART PC version 2.1 tiene el
valor del factor de multiplicacion m=2 y en tanto para los clones grandes y gemelos el
valor cambiay es de m=5 (Frei y Wirgler, 1988). Por todo lo anteriormente puntualizado

se tienen las posibles hipotesis:

o,

% Aceptar Ho y rechazar Ha: negativo (-).
+ Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo (+).
+ Rechazar Ho y rechazar Ha: indeciso (i).

% Aceptar Ho y aceptar Ha: débil positivo (w).

Cuando se obtienen resultados indecisos y débil positivo por el programa SMART PC
version 2.1 se utiliza la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney y Wilcoxon (a =3 =
0.05) usando el software estadistico STAT-Graphics version 7.0, la prueba tiene como
fundamento efectuar la comparacion de dos poblaciones y establecer la diferencia de
dispersién de los datos de un grupo respecto al otro los cuales no tienen una

distribucion normal (Frei y Wurgler, 1995).

Por ultimo, se empled la prueba no paramétrica Kolmogorov-Smirnov con probabilidad
de (p <0.05), con el uso del software estadistico STAT-Graphics version 7.0, para el

analisis de la distribucién del tamafio de clones mwh. La prueba se fundamenta en la
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medicion del grado de concordancia entre las distribuciones a evaluar por la

comparacion de sus frecuencias acumuladas (Graf et al., 1984).

Resultados

Prueba de toxicidad

Los resultados de mortalidad de los tres experimentos independientes de la prueba de
toxicidad se trabajaron con la prueba Kruskal-Wallis y se calcularon medidas
descriptivas: media, desviacidén estandar (5), valor minimo, cuartil 1 (Q1), mediana,

cuartil 3 (Q3) y valor maximo de los siguientes parametros:

A. Tratamientos NIC al compararse con su testigo agua MiliQ.

B. Co-tratamientos NIC-RES y el tratamiento RES con su testigo EtOH 1 %.

C. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre cepas (flare vs Oregon-flare).
D

. Interacciones concentracién-cepa (flare vs Oregon-flare).

A. Tratamientos NIC al compararse con su testigo agua MiliQ

Los resultados de mortalidad de todos los tratamientos NIC y su testigo agua MiliQ
arrojaron que las medias de todos los tratamientos NIC son distintas entre si, y ninguna
es igual a la del testigo agua MiliQ. Con respecto a las medianas, el testigo agua MiliQ
y el tratamiento NIC 940 puM resultaron en 0, y para los demas tratamientos NIC son
similares entre si y existe una gran dispersion de los datos. La mortalidad mas alta es
para el tratamiento NIC a 11280 uM con el 37 % (Tabla Ill). Los datos arrojados por la
prueba de Kruskal-Wallis indican que en todos los tratamientos NIC hubo diferencias
significativas respecto al testigo agua MiliQ con valores (H*= 67.21, p= 0.000); excepto

el tratamiento NIC 940 uM y la concentracién NIC 11280 uM fue subtoxica.
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Tabla Ill. Medidas descriptivas de los porcentajes de mortalidad de cada tratamiento NIC y el
testigo Agua MiliQ.

Compuesto Conc;e:l\t/:; cion Media D:Sst\;i:;:n m\?::::o Q1 | Mediana | Q3 m\;?(licr:o

H,0 MiliQ - 10.53 19.79 0 0 0 10 70
NIC5 470 13.68 14.22 0 0 10 20 50
NIC4 940 11.76 15.10 0 0 0 20 50
NIC 3 1880 18.95 26.64 0 0 10 20 90
NIC 2 3760 22 17.65 0 2.50 20 40 50
NIC1 11280 37 29.75 0 5 40 60 90

B. Co-tratamientos NIC-RES y el tratamiento RES con su testigo EtOH 1%

Los resultados de mortalidad de todos los co-tratamientos NIC-RES, y el tratamiento
RES y su testigo EtOH 1% demostraron que las medias de todos los co-tratamientos
son diferentes entre si, y ninguna es igual al testigo EtOH 1%. La media del tratamiento
RES es muy similar al testigo EtOH 1%. Con respecto a las medianas, el testigo EtOH
1%, el tratamiento RES y el co-tratamiento a 940 + 0.40 uM resultaron en 10 y para los
demas co-tratamientos son similares entre si y existe una gran dispersion de los datos.
La mortalidad mas alta corresponde al co-tratamiento NIC-RES a 11280 + 0.40 uM con
el 70% (Tabla IV y Figura 8). Los datos arrojados por la prueba de Kruskal-Wallis
indican que hay diferencias significativas entre los co-tratamientos, el tratamiento RES
y el testigo EtOH 1% con valores (H*= 69.76, p= 0.000) y la interaccion NIC-RES a la
concentracion de 11280 + 0.40 uM fue toxica, y a las concentraciones 3760 + 0.40 y

470 + 0.40 uM fueron subtoxicas.
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Tabla IV. Medidas descriptivas de los porcentajes de mortalidad de cada co-tratamiento NIC-RES y
el testigo EtOH 1%.

Compuesto Conc;e:“t/:]a cion Media D;st\;i:;:n m\?:liz:o Ql | Mediana | Q3 m\;ilic:r:o
EtOH 1% 12.78 19.76 0 0 10 20 60
RES 0.40 12.85 12 0 5 10 15 40
NIC5-RES 470 + 0.40 29 22.92 0 12.50 25 40 90
NICA4-RES 940 + 0.40 21.50 27.39 0 0 10 37 90
NIC3-RES 1880 + 0.40 24.12 12.28 0 20 20 39 50
NIC2-RES 3760 + 0.40 29 24.69 0 10 25 47 80
NIC1-RES 11280 + 0.40 70 22 20 52.50 80 80 100

Para nombrar los tratamientos NIC, los co-tratamientos NIC-RES, el tratamiento RES,
el testigo negativo agua MiliQ, el testigo solvente EtOH 1 %, cepa flare y cepa Oregon-

flare en las graficas se utilizé la siguiente nomenclatura:

A: Agua MiliQ.

E: EtOH 1%.

N1: NIC 11280 puM, N2: NIC 3760 pM, N3: NIC 1880 puM, N4: NIC 940 pM y N5: NIC
470 pM.

NR1: NIC-RES 11280 + 0.40 uM, NR2: NIC-RES 3760 + 0.40 uM, NR3: NIC-RES 1880
+ 0.40 uM, NR4: NIC-RES 940 + 0.40 uM y NR5: NIC-RES 470 + 0.40 uM.

R: RES 0.40 puM.

Flr: Cepa flare.

Or(r): Cepa Oregon-flare.
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Fig. 8 Porcentaje de mortalidad de los tratamientos, los co-tratamientos y testigos negativos. Las
cajas muestran la relacion entre Q1, la mediana que esta representada con una linea en medio y Q3.
Se representa el 50% del total de los datos analizados, los valores minimos y maximos estan
representados por las lineas de los extremos de las cajas y el * significa dato fuera del rango.
Dénde: % muestra diferencias significativas (p=0.000) con respecto a los testigos negativos.

C. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre cepas flare vs Oregon-
flare

Los resultados de mortalidad de la cepa flare y Oregon-flare arrojaron que las medias
y medianas son distintas entre si, los datos mas altos los muestra la cepa Oregon-flare,
aunque existe una gran dispersion de los datos; la mortalidad mas alta es para la cepa
Oregon-flare con el 37. 59 % (Tabla V y Figura 9). Los datos arrojados por la prueba

de Kruskal-Wallis indican que hay diferencias significativas entre ambas cepas (H*=
67.21, p= 0.000).
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Tabla V. Medidas descriptivas de los porcentajes de mortalidad de cada Cepa.

Cepa Media Desv’lauon Valor minimo Ql Mediana Q3 V’al_or
estandar maximo
Flare 12.92 18.61 0 0 10 20 80
Oregon-flare | 37.59 26.63 0 20 30 50 100
100 -
80 XHK
P
8
T 60
s i
2 a0 '
a8
20
0
flare Oregon-flare
Cruza

Fig. 9 Porcentaje de mortalidad de las cepas flare y Oregon-flare tratadas con NIC y en co-tratamiento
con RES. Las cajas muestran la relacién entre Q1, la mediana que esta representada con una linea
en medio y Q3. Se representa el 50% del total de los datos analizados, los valores minimos y
maximos estan representados por las lineas de los extremos de las cajas y el * significa dato fuera
del rango. Dénde: % muestra diferencias significativas (p=0.000) entre las cepas.

D. Interacciones concentracion-cepa (flare vs Oregon-flare)

Los resultados de mortalidad para la cepa flare demuestran que las medias de todos
los tratamientos NIC son distintas excepto las concentraciones mas altas 3760y 11280
MM y ninguna es igual a la del testigo agua miliQ. Lo que indica que la NIC no tuvo un
efecto negativo sobre la sobrevivencia de D. melanogaster al presentarse porcentajes

bajos de mortalidad. Con relacion a las medianas, el testigo agua MiliQ y los
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tratamientos NIC a 470 y 940 uM resultaron en 0 y para los demas tratamientos NIC
son similares entre si. Por otro lado, las medias de los co-tratamientos NIC-RES vy el
tratamiento RES son distintas entre si y no son iguales respecto al testigo EtOH 1%, lo
cual refleja que la interaccion NIC-RES provoca una mayor mortalidad que la NIC o el
RES por si solos. La mortalidad mas alta con un 61% corresponde al co-tratamiento
11280 + 0.40 uM. Con respecto a las medianas el testigo EtOH 1% y el co-tratamiento
a 940 + 0.40 uM fueron 0O, el tratamiento RES y el co-tratamiento 3760 + 0.40 uM
resultaron en 10, los co-tratamientos 470 + 0.40 uM y 1880 + 0.40 uM fueron 20 y el
co-tramiento 11280 + 0.40 uM tuvo el dato mas alto, de 70, y con gran dispersion de

los datos.

Para la cepa Oregon-flare las medias de los tratamientos NIC a 470 y 940 uM son
iguales, las de los tratamientos NIC a 1880 y 3760 UM son muy similares y el
tratamiento NIC a 11280 uM con el valor mas alto y aparte ninguna es igual a la del
testigo agua MiliQ, lo que denota que la NIC provocé una baja en la sobrevivencia al
mostrar porcentajes altos de mortalidad en D. melanogaster. Con relacién a las
medianas, la del testigo agua MiliQ esta por debajo de los tratamientos NIC, los
tratamientos NIC a 470, 940 y 1880 uM son iguales. Por otra parte, las medias de los
co-tratamientos NIC-RES son distintas y estan por arriba del testigo EtOH 1% sin
embargo la del tratamiento RES esta por debajo del testigo EtOH 1%, lo que indica que
la interaccion NIC-RES genero elevados porcentajes de mortalidad. La mortalidad mas
alta con un 79% resulto de nuevo para el co-tratamiento 11280 + 0.40 uM. Con respecto
a las medianas, la del tratamiento RES vy el co-tratamiento 1880 + 0.40 puM son iguales
y muy similares con la del testigo EtOH 1% y las de los demas co-tratamientos estan
por arriba del testigo EtOH 1% y existe una gran dispersion de los datos (Tabla VI y

Figura 10). Finalmente se demuestra que la cepa Oregon-flare resulté ser mas sensible.

No se pudo calcular una CLso debido a que, en ningun parametro y en ninguna

concentracion de NIC y su interaccion NIC-RES se obtuvo un 100 % de mortalidad.

Los datos arrojados por la prueba de Kruskal-Wallis indican que hay diferencias

significativas entre las interacciones cepa-concentracion al ser comparadas entre si
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con valores (H*= 69.76, p= 0.000). Encontrandose que las concentraciones de NIC a

11280 y 3760 uM fueron toxica y subtoxica respectivamente y en todos los co-

tratamientos fueron subtéxicos excepto el co-tratamiento NIC-RES a 11280 + 0.40 pM

ya gue este resulto ser toxico.

Tabla VI. Medidas descriptivas de los porcentajes de mortalidad de cada cepa con sus respectivos

tratamientos y co-tratamientos.

Cepa | Compuesto Concze:l\t;; cion Media D:Sst\;i:::’:')rn m\f’::(r)nro Q1 | Mediana | Q3 m\;a)‘(li:o
H,0 MiliQ = 4 6.99 0 0 0 10 20
EtOH 1% 2 4.22 0 0 0 2.50 10
RES 0.40 7 6.75 0 0 10 10 20
NIC 5 470 8 16.19 0 0 0 12.50 50
NIC5-RES 470+ 0.40 16 12.65 0 0 20 30 30
NIC4 940 6 9.66 0 0 0 20 20
flare NIC4-RES 940 + 0.40 4 12.65 0 0 0 0 40
NIC 3 1880 7 8.23 0 0 5 12.50 20
NIC3-RES 1880 + 0.40 17 8.23 0 10 20 20 30
NIC 2 3760 13 14.18 0 0 10 22.50 40
NIC2-RES 3760 + 0.40 10 9.43 0 0 10 12.50 30
NIC 1 11280 13 16.36 0 0 10 20 50
NIC1-RES 11280 + 0.40 61 20.25 20 47.50 70 80 80
H,0 MiliQ - 17.78 23.33 0 0 10 30 70
EtOH 1% 26.25 19.23 10 10 20 45 60
RES 0.40 20 14.14 10 10 10 40 40
CRaE NIC5 470 20 8.66 10 15 20 20 40
flare NIC5-RES 470 + 0.40 42 23.94 10 20 40 60 90
NIC 4 940 20 18.26 0 0 20 30 50
NIC4-RES 940 + 0.40 39 27.26 10 17.50 30 57.50 90
NIC 3 1880 32.2 33.8 0 10 20 60 90
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NIC3-RES 1880 + 0.40 34.29 9.76 20 30 30 40 50
NIC 2 3760 31 16.63 0 17.50 35 42.50 50
NIC2-RES 3760 + 0.40 48 19.89 20 30 45 70 80
NIC 1 11280 61 17.92 30 50 60 80 90
NIC1-RES 11280 + 0.40 79 20.79 30 75 80 92.50 100
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Fig. 10 Porcentaje de mortalidad de la interaccién concentracion-cepa de los tratamientos, los co-
tratamientos y testigos negativos. Las cajas muestran la relacién entre Q1, la mediana que esta
representada con una linea en medio y Q3. Se representa el 50% del total de los datos analizados,
los valores minimos y maximos estan representados por las lineas de los extremos de las cajas y el
§ muestra diferencias significativas (p=0.000) entre las

* significa dato fuera del rango. Dénde:

cepas.

Prueba SMART en ala de D. melanogaster

Para la prueba SMART se revisaron 749 individuos (1498 alas) de los cuales se

obtuvieron las frecuencias de clones mutantes (clones/individuo) (Tabla VII). Los

resultados de los tratamientos, co-tratamientos y testigos de la tabla SMART en donde

aparece indeciso por el programa SMART PC version 2.1 al ser analizados con la
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prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon, y se confirmaron como indeciso significativo

(i/s) o indeciso negativo (i/n).

En relacion a los resultados de las frecuencias acumuladas de clones mwh, se
trabajaron con la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Tabla VIII). Los diagndsticos indican
las diferencias estadisticas de los tratamientos NIC, el tratamiento RES y los co-
tratamiento al compararse con sus respectivos testigos.

Tabla VII. Resultados de la prueba SMART en ala de D. melanogaster cruza BE. Frecuencias de
clon/individuo de los tratamientos y co-tratamientos crénicos con un periodo de 48h.

Manchas por individuo
(nimero de manchas)

Compuesto | Concentracion No. de diagnéstico estadistico*

(kM) Individuos Pequleﬁas Grarlldes Gemelas Totales Clones
(1-2 mce=|;|as) (>2 n:e::las) - - wh
H,0 MiliQ (Testigo negativo) EtOH (Testigo solvente) DMN (Testigo positivo)

H,0 MiliQ - 35 0.54 (19) 0.06 (2) 0.00 (0) 0.60 (21) 21
EtOH 1% 35 0.34(12)- | 0.09(3)i | 0.03(1)i | 0.46(16)- 16
DMN 0.076 30 2.93(88)+ | 3.03(91)+ 0.57(17)+ | 6.53(196)+ | 179

H,0 MiliQ (Testigo negativo) NIC (Tratamientos nicotina)

H.0 MiliQ - 35 0.54 (19) 0.06 (2) 0.00 (0) 0.60 (21) 21
NIC5 0.470 99 0.38 (38)- | 0.07 (7)i/n | 0.03 (3)i/n | 0.48 (48)- 47
NIC 4 0.940 69 0.32(22)- | 0.07 (5)i/n | 0.03 (2)i/n | 0.42(29- 27
NIC3 1880 58 0.47 (27)- 0.05 (3)i/n | 0.07 (4)i/n | 0.59 (34 - 34
NIC 2 3760 69 0.36 (25)- 0.06 (4)i/n 0.00 (0)i 0.42 (29 - 28

NIC 5 (Tratamiento) NIC5-RES (Co-tratamiento)
NIC5 0.470 99 0.38 (38) 0.07 (7) 0.03(3) 0.48 (48) 47
NIC5-RES 470 + 0.40 64 0.36 (23)- 0.11 (7)- 0.00 (0)- 0.47 (30)- 29
NIC 4 (Tratamiento) NIC4-RES (Co-tratamiento)
NIC4 0.940 69 0.32 (22) 0.07 (5) 0.03 (2) 0.42 (29) 27
NIC4-RES 940 + 0.40 66 0.42 (28)i/n 0.02 (1)- 0.02 (1)- 0.45 (30)- 30
NIC 3 (Tratamiento) NIC3-RES (Co-tratamiento)
NIC 3 1880 58 0.47 (27) 0.05 (3) 0.07 (4) 0.59 (34) 34
NIC3-RES 1880 + 0.40 49 0.29 (14)- 0.08 (4)i/n | 0.02 (1)- 0.39 (19)- 18




NIC 2 (Tratamiento) NIC2-RES (Co-tratamiento)

NIC 2 3760 69 0.36 (25) 0.06 (4) 0.00 (0) 0.42 (29) 28

NIC2-RES 3760 +0.40 78 0.59 (46)+ 0.05 (4)- | 0.03(2)i/n | 0.67 (52)+ 52
EtOH (Testigo solvente) RES (Testigo resveratrol) NIC-RES (Co-tratamientos)

EtOH 1% 35 0.34 (12) 0.09 (3) 0.03 (1) 0.46 (16) 16

RES 0.40 87 0.52 (45)i/n 0.06 (5)- 0.01 (1)- | 0.59(51)i/n 51
NIC5-RES 470 +0.40 64 0.36 (23)i/s 0.11 (7)i 0.00 (0)i/n | 0.47 (30)- 29
NIC4-RES 940 + 0.40 66 0.42 (28)i/n 0.02 (1)- 0.02 (1)i/n | 0.45 (30)- 30
NIC3-RES 1880 + 0.40 49 0.29 (14)- 0.08 (4)- 0.02 (1)i/n | 0.39(19)- 18
NIC2-RES | 3760 +0.40 78 0.59 (46)i/s | 0.05(4)- | 0.03(2)i/n | 0.67(52)i/n | 52
NIC1-RES | 11280+ 0.40 10 0.40 (4)i/n | 0.00 (0)i/n | 0.00 (0)i/n | 0.40 (4)i/n 4

RES (Testigo resveratrol) NIC-RES (Co-tratamientos)

RES 0.40 87 0.52 (45) 0.06 (5) 0.01 (1) 0.59 (51) 51
NIC5-RES 470+ 0.40 64 0.36 (23)- 0.11 (7)i/n | 0.00 (0)i/n | 0.47 (30)- 29
NIC4-RES 940 +0.40 66 0.42 (28)- 0.02 (1)- 0.02 (1)i/n | 0.45 (30)- 30
NIC3-RES | 1880 +0.40 49 (1%2 i+ 0.08 (4)i/n | 0.02 (1)i/n | 0.39 (19)- 18
NIC2-RES 3760+ 0.40 78 0.59 (46)- 0.05 (4)- 0.03 (2)i/n | 0.67 (52)- 52
NIC1-RES 11280 + 0.40 10 0.40 (4) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.40 (4) 4

*: Diagnostico estadistico de acuerdo con Frei y Wirgler (1988); donde m: al factor de
multiplicacion de riesgo minimo para evaluar resultados positivos (+), negativos (-), indecisos (i),
indeciso significativo (i/s) y disminucion del dafio (J+) a (p <0.05).

Tabla VIII. Resultados del andlisis de la distribucion acumulada del tamafio de clones mwh en D.
melanogaster cruza BE. Empleando la prueba de Kolmogorov-Smirnov con (p <0.05).

Control Tratamiento p-level | Diagnoéstico*

Comparacion de los Experimentos

H>0 MiliQ (Testigo negativo) vs EtOH (Testigo solvente)

H,0 MiliQ EtOH 1% | p<0.025 +
H,0 MiliQ (Testigo negativo) vs NIC (Tratamientos nicotina)
NIC 5 470 uM p <0.005 +
NIC 4 940 uM p <0.025 +
H,0 MiliQ
NIC 3 1880 uM p <0.025 +
NIC 2 3760 uM p <0.025 +




NIC 5 (Tratamiento) vs NIC5-RES (Co-tratamiento)
NIC 5 470 uM \ NIC5-RES 470 uM + 0.40 uM | p <0.025 \
NIC 4 (Tratamiento) vs NIC4-RES (Co-tratamiento)
NIC4 940 uM | NICA-RES 940 uM +0.40 uM | p <0.025 |
NIC 3 (Tratamiento) vs NIC3-RES (Co-tratamiento)
NIC 3 1880 uM | NIC3-RES 1880 uM + 0.40 uM | p <0.025
NIC 2 (Tratamiento) vs NIC2-RES (Co-tratamiento)
NIC 23760 uM | NIC2-RES 3760 uM +0.40 uM | p <0.005
EtOH (Testigo solvente) vs RES (Testigo resveratrol)

<+

+

+

+

EtOH 1% RES 0.40 pM p <0.005 +
EtOH (Testigo solvente) vs NIC-RES (Co-tratamientos)
NIC5-RES 470 uM + 0.40 uM | p <0.025 +
NIC4-RES 940 pM + 0.40 uM | p <0.005 +
EtOH 1% NIC3-RES 1880 uM + 0.40 uM | p >0.10 -
NIC2-RES 3760 uM + 0.40 pM | p <0.005 +
NIC1-RES 11280 uM + 0.40 uM | p <0.005 +
RES (Testigo resveratrol) vs NIC-RES (Co-tratamientos)
NIC5-RES 470 uM + 0.40 uM | p <0.005 +
NIC4-RES 940 uM + 0.40 uM | p <0.005 +
RES 0.40 uM | NIC3-RES 1880 pM + 0.40 uM | p <0.005 +
NIC2-RES 3760 M + 0.40 pM | p >0.10 -
NIC1-RES 11280 uM + 0.40 uM | p <0.005 +

* Diagnéstico estadistico donde (+) significativo y (-) no significativo

Testigo solvente EtOH 1% y el testigo positivo DMN

Al comparar el testigo EtOH 1% con el testigo agua MiliQ, no se encuentran diferencias
significativas con la prueba de U Mann-Whitney a (p <0.05) entre la frecuencia de
clones de ningun tipo (Tabla VIl y Figura 11). Sin embargo, hubo una alteracion en la
distribucion de las frecuencias acumuladas de clones mwh y si hay diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov a (p <0.05) con

respecto al agua MiliQ (Tabla VIl y Figura 12). Por lo cual, se aprecia que el EtOH 1%
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no tuvo un efecto genotdxico, pero si un efecto en la divisidbn celular de D.

melanogaster.

Respecto al testigo positivo DMN a la concentracion 0.076 uM al ser comparado con el
testigo agua MiliQ se encontré un notorio incremento en todos los tipos de clones, lo
cual se esperaba y hubo diferencias significativas con la prueba de U Mann-Whitney a
(p <0.05) en la frecuencia de todos los tipos de clones (Tabla VIl y Figura 11), por lo

gue indica el efecto genotoxico de la DMN en D. melanogaster.

Frecuencia de clon/individuo

Pequeiios

Grandes
" agua MiliQ

Gemelos
Tipos de Clon Totales

Fig. 11 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales del testigo agua MiliQ, el testigo
EtOH 1% y el testigo positivo DMN. Dénde: # muestra diferencias significativas (p <0.05) con
respecto al testigo agua MiliQ.
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Fig. 12 Distribucién de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo del
testigo negativo, testigo solvente y el testigo positivo. Dénde: ¥ muestra diferencias significativas
a (p <0.05) con respecto al testigo agua MiliQ.

Tratamientos NIC

Del tratamiento mas alto de NIC 11280 uM no se obtuvieron suficientes individuos
transheterocigotos mwh+/+flr3 para la prueba SMART. En la Tabla VIl y Figura 13 se
muestran los resultados de la comparacién de los tratamientos de NIC 470, 940,1880
y 3760 uM frente al testigo agua MiliQ, las frecuencias de clones obtenidas de los
tratamientos NIC son muy similares al testigo para el tipo de clon grande y gemelo,
para el tipo de clon pequefio y totales los tratamientos NIC estan por debajo de la
frecuencia de clones del testigo agua MiliQ, ningun tratamiento mostro diferencias
significativas a (p <0.05) entre la frecuencia de clones de ningun tipo. Lo que indica que

todos los tratamientos NIC no produjeron genotoxicidad.

Por otra parte, todos los tratamientos de NIC alteraron la distribucion de las frecuencias
acumuladas de clones mwh con respecto al testigo agua MiliQ y hubo diferencias

significativas de acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov a (p <0.05) (Tabla VIII
43



y Figura 14). Por lo tanto los tratamientos NIC se ven

de la division celular de D. melanogaster.

involucrados en una alteraciéon

Frecuencia de clon/individuo

0.9 -

0.8 -

0.7 -

0.6

0.5 -

04

0.3 -

0.2

0.1 -

| -

agua Miliq
H NIC 470 uM
NIC 940 pM
NIC 1880 uM
NIC 3760 uM

Pequeiios

Grandes Gemelos

Tipos de Clon

Totales

Fig. 13 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales por individuo de los tratamientos
NIC. No hubo diferencias significativas a (p <0.05) con respecto al testigo agua MiliQ.
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Fig. 14 Distribucién de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo de los

tratamientos NIC. Donde: # muestra diferencias significativas (p <0.05) con respecto al testigo Agua
MiliQ.

Co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 470 uM vs el tratamiento NIC 470 uM

En la Tabla VIl y la Figura 15 se muestran los resultados de la comparacion del co-
tratamiento RES-NIC 0.40 pM + 470 pM contra su tratamiento NIC 470 uM, la
frecuencia de clones obtenida del co-tratamiento es muy similar al tratamiento NIC para
todos los tipos de clon y no hubo diferencias significativas de acuerdo con la prueba de

U Mann-Whitney a (p <0.05). Lo que significa que no hay un efecto genotoxico del co-
tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 470 uM

En la distribucion de las frecuencias acumuladas de clones mwh para el tratamiento
NIC 470 uM y el co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 470 uM, se observaron diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov a (p <0.05) con
respecto al tratamiento NIC (Tabla VIII y Figura 16). Lo que significa, que el co-
tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 470 uM, si alterd la division celular de D. melanogaster.
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Fig. 15 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales del tratamiento NIC 470 uM y el
co-tratamiento RES-NIC 0.40 pM + 470 pM. No hubo diferencias significativas a (p <0.05) con
respecto al tratamiento NIC.
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Fig. 16 Distribucién de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo del
tratamiento NIC 470 uM y su respectivo co-tratamiento RES-NIC. Dénde: # muestra diferencias
significativas a (p <0.05) con respecto al tratamiento NIC.
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Co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 940 uM vs el tratamiento NIC 940 yM
Al comparar el co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 940 pM con su tratamiento NIC 940

UM, se muestra un incremento en la frecuencia de clones pequefios, aunque las demas
frecuencias de clones son semejantes no se muestran diferencias significativas a (p
<0.05) entre la frecuencia de clones de ningun tipo (Tabla VII y Figura 17). Se
demuestra que el co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 940 uM no resulté ser genotoxico.

No obstante, en la distribucion de las frecuencias acumuladas de clones mwh hubo una
alteracion con diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov a (p <0.05) con respecto al tratamiento NIC (Tabla VIl y Figura 18). Lo que
indica que el co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 940 uM estéa involucrado en una

alteracion de la divisiéon celular.
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Tipos de Clon

Fig. 17 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales del tratamiento NIC 940 uM y el
co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 940 uM. No hubo diferencias significativas a (p <0.05) con
respecto al tratamiento NIC.

47



Clones mwh/individuo

=
NIC 940 uM + RES
NIC 940 uM

Tamano de Clon

Fig. 18 Distribucion de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo del
tratamiento NIC 940 UM y su respectivo co-tratamiento RES-NIC. Donde: % muestra diferencias
significativas a (p <0.05) con respecto al tratamiento NIC.

Co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 1880 uM vs el tratamiento NIC 1880 pM

En la Tabla VIl y Figura 19 se muestran los resultados de la comparacion del co-
tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 1880 puM contra su tratamiento NIC 1880 uM, la
frecuencia de clones obtenida del co-tratamiento es similar a su tratamiento para el tipo
de clon grande y gemelo, para el tipo de clon pequefio y totales presenta frecuencias
de clones por debajo del tratamiento NIC y sin diferencias significativas de acuerdo con
la prueba de U Mann-Whitney a (p <0.05). Lo cual indica que el co-tratamiento RES-

NIC no result6é ser genotoxico.

En la distribucion de las frecuencias acumuladas de clones mwh para el tratamiento
NIC 1880 uM y el co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 1880 puM, se observar diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov a (p <0.05) con

respecto al tratamiento NIC (Tabla VIl y Figura 20). Por ultimo, se presenta una
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alteracion en la division celular por el efecto del co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM +
1880 pM.

|
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Fig. 19 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales del tratamiento NIC 1880 uM y

el co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 1880 puM. No hubo diferencias significativas (p <0.05) con
respecto al tratamiento NIC.
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Fig. 20 Distribucién de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo del
tratamiento NIC 1880 puM y su respectivo co-tratamiento RES-NIC. Dénde: # muestra diferencias
significativas a (p <0.05) con respecto al tratamiento NIC.

Co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 3760 uM vs el tratamiento NIC 3760 uM

Al comparar el co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 3760 uM con el tratamiento NIC
3760 uM, se obtuvo un valor positivo en la prueba SMART, y existen diferencias
significativas por la prueba de U Mann-Whitney a (p <0.05) entre la frecuencia de clones
pequefios y totales. Donde las frecuencias del co-tratamiento fueron mayores respecto
al tratamiento en clones pequefios y totales y muy similares en clones grandes y
gemelos (Tabla VIl y Figura 21), esto denota en un dafio tardio que se ve reflejado en
aneuploidias (Graf et al., 1984). Lo que demuestra el dafio genotéxico de la interaccion
RES-NIC a 0.40 uM + 3760 uM.

Y ademas se presento una alteracion en la distribucion de las frecuencias acumuladas
de clones mwh y se encontraron diferencias significativas de acuerdo con la prueba de

Kolmogorov-Smirnov a (p <0.05) con respecto al tratamiento de NIC (Tabla VIl y Figura
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22), lo que indica que el co-tratamiento RES-NIC 0.40 pM + 3760 pM resultd estar
involucrado en una alteracion de la division celular.
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Fig. 21 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales del tratamiento NIC 3670 uM y

el co-tratamiento RES-NIC 0.40 pM + 3760 pM. Donde: & muestra diferencias significativas a (p
<0.05) con respecto al tratamiento NIC.
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Fig. 22 Distribucién de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo del
tratamiento NIC 3670 UM y su respectivo co-tratamiento RES-NIC. Donde: # muestra diferencias
significativas a (p <0.05) con respecto al tratamiento NIC.

Tratamiento RES vs el testigo solvente EtOH 1%

En la Tabla VII y Figura 23 se muestran los resultados de la comparacion del
tratamiento RES 0.40 pM contra el testigo solvente EtOH 1%, la frecuencia de clones
obtenida del tratamiento RES es similar a la del testigo para el tipo de clon grande y
gemelo, para el tipo de clon pequefio y totales presenta frecuencias de clones por arriba
del testigo, no obstante, sin presentar diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de U Mann-Whitney a (p <0.05). Lo que significa que no hay un efecto

genotoxico por parte del tratamiento RES.

Para la distribucion de las frecuencias acumuladas de clones mwh para el testigo EtOH
1%y el tratamiento RES 0.40 uM se presenta una alteracién y se observan diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov a (p <0.05) con
respecto al testigo EtOH 1% (Tabla VIl y Figura 24). Lo que significa, que el tratamiento
RES 0.40 uM, si altero la division celular de D. melanogaster.
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Fig. 23 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales del testigo EtOH 1% y el
tratamiento RES 0.40 uM. No hubo diferencias significativas a (p <0.05) con respecto al EtOH1%.
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Fig. 24 Distribucion de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo del
testigo EtOH 1% y el tratamiento RES. Donde: # muestra diferencias significativas (p <0.05) con
respecto al testigo EtOH 1%.
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Co-tratamientos RES-NIC

Al comparar los co-tratamiento RES-NIC en todas las concentraciones con el testigo
solvente EtOH 1%, las frecuencias de clones obtenidas del co-tratamiento 0.40 uM +
470 pM son muy similares, las frecuencias del co-tratamiento 0.40 uM + 940 uM
resultaron que para el tipo de clon pequefio fue mayor, para el tipo grande fue menor y
para el tipo gemelos y totales fueron muy similar, las frecuencias del co-tratamiento
0.40 uM + 1880 uM son menores para el tipo de clon pequefio y totales y muy similares
para el tipo grande y gemelos, las frecuencias de clones del co-tratamiento 0.40 uM +
3760 uM fueron mayores para el tipo de clon pequefio y totales y muy similares para
grande y gemelo y por ultimo las frecuencias del co-tratamiento 0.40 uM + 11280 uM
resultaron que para el tipo de clon pequefio fue mayor y menores para los clones
grandes, gemelos y totales. Ningun co-tratamiento mostré diferencias significativas por
medio de la prueba SMART, los datos se trabajaron también con la prueba de U Mann-
Whitney a (p <0.05) para los datos que resultaron “indecisos”, y por lo tanto los co-
tratamientos que resultaron positivos fueron 0.40 uM + 470 uM y 0.40 uM + 3760 uM
para el tipo de clon pequefio, lo que indica un dafio tardio que se ve reflejado en
aneuploidias (Graf et al., 1984) (Tabla VIl y Figura 25). Se demuestra que la interaccion
RES-NIC a las concentraciones 0.40 uM + 940 uM, 0.40 uM + 1880 uM y 0.40 uM +
11280 uM no gener6 genotoxicidad, si bien a las concentraciones 0.40 uM + 470 uM y

0.40 uM + 3760 uM fue todo lo contrario, ya que hubo un efecto genotéxico.

En la comparacion de los co-tratamientos RES-NIC con el tratamiento RES, las
frecuencias de tipo de clon obtenidas del co-tratamiento 0.40 uM + 470 uM son para el
tipo de clon pequefio y totales menor, en clones grandes fue mayor y para gemelos
muy similar, las frecuencias del co-tratamiento 0.40 uM + 940 uM fueron menores para
el tipo de clon pequefo, grande y totales y muy similares, las frecuencias del co-
tratamiento 0.40 uM + 1880 pM resultaron menores para el tipo de clon pequefio y
totales y similares para grande y gemelos, las frecuencias de clones del co-tratamiento
0.40 uM + 3760 uM son mayores para el tipo de clon pequeiio y totales y similares para

grande y gemelo y por ultimo las frecuencias del co-tratamiento 0.40 uM + 11280 uM
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resultaron que para el tipo de clon pequefio, grande y totales fueron menores y muy
similar en gemelo todo esto respecto al tratamiento RES, ningun co-tratamiento mostro
diferencias significativas con la prueba de U Mann-Whitney a (p <0.05), pero se aprecia
una disminucion del dafio por parte de los co-tratamientos por lo cual se realizo el
inverso en la prueba SMART para todos los co-tratamientos donde el testigo fueron los
co-tratamientos y el experimental fue el tratamiento RES con la finalidad de saber si la
disminucién fue significativa; el resultado fue que solo la concentracion 0.40 uM +
11280 uM tuvo diferencias significativas de acuerdo a la prueba de U Mann-Whitney a
(p <0.05) para el tipo de clon pequeiio (Tabla VIl y Figura 26). Por ultimo, se encuentra
nuevamente que los co-tratamientos RES-NIC no fueron genotdxicos, aunque, a la
concentracion 0.40 uM + 1880 uM se refleja un efecto protector en D. melanogaster

debido al encontrar una disminucion del dafo.

No obstante, hubo una variacion en la distribucion de las frecuencias acumuladas de
clones mwh respecto al testigo EtOH 1% y al tratamiento RES, se observaron
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov a (p <0.05)
en todos los co-tratamientos excepto a la concentracion 0.40 uM + 1880 uM con
respecto al testigo EtOH 1% vy el co-tratamiento 0.40 uM + 3760 uM en relaciéon con el
tratamiento RES (Tabla VIII y Figuras 27 y 28). Para finalizar, los resultados
demuestran que la mayoria de las concentraciones de la interaccion RES-NIC estan

involucradas en la alteracion de la division celular.
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Fig. 25 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales por individuo de los co-
tratamientos de RES-NIC. Donde: % muestra diferencias significativas a (p <0.05) con respecto al
testigo solvente EtOH 1%.
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Fig. 26 Frecuencia de clones pequefios, grandes, gemelos y totales por individuo de los co-
tratamientos de RES-NIC. Dénde: % l muestra diferencias significativas a (p <0.05) en relacion
con la disminucidn del dafio, con respecto al tratamiento RES.
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Fig. 27 Distribucion de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo del
testigo EtOH 1% y los co-tratamientos RES-NIC. Donde: # muestra diferencias significativas a (p
<0.05) con respecto al testigo EtOH 1%.
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Fig. 28 Distribucion de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones mwh por individuo del
tratamiento RES y los co-tratamientos RES-NIC. Dénde: & muestra diferencias significativas a

(p <0.05) con respecto al tratamiento RES. -



Discusion
Prueba de toxicidad

La NIC es la sustancia organica mas abundante en el humo del cigarro. El dafio
inducido por la NIC estd mediado por la generacién de ERO (Crowley-Weber et al.,
2003), al menos parcialmente a través de los nAChR de células mesencefélicas de rata
y en cultivos de MOC (Barr et al., 2007; Ginzkey et al., 2014). Al considerar el reporte
de como la NIC tiene diferentes formas de patrticipar en el dafio oxidativo, se destaca
la capacidad de generar una produccion alta de RL (Calle y Melgarejo, 2005)
particularmente el *OH, el O2-*, el no radical H202, el ion hipoclorito (*CIO") y el anién
peroxinitrito ("(ONO2’), que a su vez son capaces de inducir apoptosis (Crowley-Weber
et al., 2003; Toklu et al., 2010).

Los resultados de la prueba de toxicidad indican que la concentracion mas alta de NIC
11280 uM demostro ser subtoxica. La toxicidad de la NIC podria estar relaciona con el
efecto oxidativo por este compuesto. En apoyo a lo anterior, se ha reportado que la
exposicion a la NIC a concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 pM durante 24 h causo
aumento en la peroxidacion lipidica y neurotoxicidad en la linea celular derivada de un
feocromocitoma de la médula suprarrenal de rata (células PC12) y en un periodo de 1
semana a la concentracion de 6 mg/kg en las ratas cepa Sprague-Dawley (Qiao et al.,
2005). Posteriormente Dawson et al. (1988) reportaron la toxicidad de la NIC en el
modelo Xenopus laevis, pues encontraron una gran mortalidad de los embriones y
obtuvieron dos CLso, la primera a 136.5 mg/L de NIC en tratamiento agudo de 96 h sin
requerir una activacion metabdlica y para la segunda se utilizé el sistema de activacion
metabdlica (MAS) dando como resultado una CLso de 20.2 mg/L, muy por debajo de la
primera en embriones de Xenopus laevis. A su vez Nathiga Nambi et al. (2017)
reportaron una CLso de 4.94 mg/L de NIC en tratamiento agudo de 96 h a
concentraciones de 3, 4, 5, 6 y 7 mg/L en pez cebra (Dario rerio), la toxicidad se debio
al aumento intracelular de ERO de una manera dependiente de la concentracion,

dichas ERO fueron detectadas a través de una sonda fluorescente de diacetato de 2',7'-
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diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA). Por otro lado, Velazquez-Ulloa (2017) estudio
la exposicion de la NIC a concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 mg/mL durante el
desarrollo de D. melanogaster, y encontraron una disminucién de la supervivencia de
los organismos de manera concentracion-dependiente, ademas la concentracion de

0.3 mg/mL provocé una eclosién retardada de aproximadamente un dia.

Por otra parte, en el presente trabajo también se encontrd que la interaccion NIC-RES
fue toxica y subtoxica a diferentes concentraciones. Este resultado podria explicarse
por la subtoxicidad ejercida por la NIC, aunado a las propiedades pro-oxidantes
reportadas para el RES, lo que concuerda con lo informado por Martins et al. (2014)
guienes encontraron que el tratamiento RES durante 24 h a concentraciones de 1, 10
y 50 yM desencadend un efecto pro-oxidante de manera dosis-dependiente en las
células HSC; igualmente durante 120 h también promovio efectos pro-oxidantes desde
la concentracion mas baja 0.1 uM. EI RES a 20 yg/mL gener6 un dafio al DNA al causar
la fragmentacion del DNA y un efecto citotoxico al inhibir la division celular lo que origina
una filamentacion celular. Ademas, demostré propiedad pro-oxidante por el aumento
de los niveles intracelulares de ERO en S. typhimurium (Lee y Lee, 2017). También se
ha reportado que el RES en co-tratamiento con NIC a 0.01 + 0.62 mM en machos de
D. melanogaster cepa Canton S+ se mostré una disminucién la longevidad en un
28.58% (Cruz, 2015). Por otro lado, los resultados de este trabajo no concuerdan con
lo reportado por Gomez (2017) quien encontré que los co-tratamientos NIC-RES a
0.456, 1.9, 3.8, 11.4 mM + 0.40 uM redujeron la mortalidad al ser comparados con sus

testigos NIC.

Al comparar entre cepas se encontrd, en este trabajo, un mayor porcentaje de
mortalidad en la cepa Oregon-flare que en la cepa flare, lo que refleja un posible efecto
subtéxico. Esto puede deberse a la participacion de los Cyp450s en el metabolismo de
la NIC, se ha reportado que el CYP6G1 se ve involucrado en la metabolizacion y
resistencia de la NIC en D. melanogaster (Li et al., 2012), ya que la cepa Oregon-flare
cuenta con una elevada expresion de las actividades dependientes de Cyp450s tipicas
para esta cepa (Graf y van Schaik, 1992) por medio de la mutacién dominante Rst (2)
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DDT/Cyp6gl en el cromosoma 2 localizada en el mapa citologico (48E7), de manera
gue provoca la expresion constitutiva de una proteina inductora de los genes Cyp6az2,
Cyp6a8 y Cyp6a9 (Graf et al., 1998) lo cual denotaria que los niveles altos de Cyp450s
estan involucrados en la C-oxidacion de la NIC (Osorio, 2010). Se puede inferir, que
con una mayor cantidad de Cyp450s habria un mayor metabolismo de la NIC, y se
produciria una gran cantidad de metabolitos secundarios que elevarian el estrés
oxidativo, lo que regularia ciertos genes involucrados en la aceleracion de los procesos
de envejecimiento, en la activacion de rutas de apoptosis y en la activacion de distintas
respuestas de defensa frente al estrés oxidativo. En contraposicion a lo antes
mencionado, para la cepa flare se encontré que sélo el co-tratamiento NIC-RES 11280
+ 0.40 pM fue toxico, en contraste con esto, los demas co-tratamientos presentan una
mortalidad relativamente baja. Esto se puede deber a que esta cepa presenta niveles
basales de Cyp450s, aunque D. melanogaster presenta el CYP6G1, capaz de la
metabolizacion y resistencia de la NIC (Li et al., 2012). Por lo tanto, se puede inferir
que al presentar dichas enzimas de desintoxicacion, se puede manifestar una
disminucién en la metabolizacion de la NIC y facilitar su eliminacién del organismo, por

consiguiente seria menos toxica 0 no percibirse toxicidad por parte de la NIC.

Otra explicacion de la reduccion de la mortalidad en los co-tratamientos en ambas
cepas se deba a un aparente efecto protector del RES, ya que este pudo tener un
efecto positivo en contra de las ERO. Lo que concuerda con lo reportado por Guarante
(2005) en donde demuestra que el RES esta involucrado en la inducciéon de la
expresion de los genes que codifican a las sirtuinas y estas a su vez inhiben la
produccion de ERO e inducen la expresion de enzimas antioxidantes tales como la
SOD. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con Lin et al. (2012) quienes
observaron un efecto protector del RES a las concentraciones de 1x108y 1x107 uM
en embriones de raton sobre el estrés oxidativo provocado por la NIC a una
concentracion de 1 mM en co-tratamiento y la activacion de SIRT1, GPx-1, GPx-4,
SOD1y SOD2. Toklu et al. (2010) reportaron en ratas macho whistar albino que el RES
inhibe la citoquina pro-inflamatoria plasmética y los niveles del malondialdehido (MDA)
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en rifidn, la vejiga y los cuerpos cavernosos, suprimio la generacion de radicales y
redujo la produccion del nucleésido de DNA oxidado (8-OHdG) plasmatico, lo que
indica que el RES contrarresto la toxicidad inducida por la NIC, lo que implica en la
proteccion contra dafio oxidativo del DNA y cambios asociados en el metabolismo

energético mitocondrial.

Por otro lado, el RES lograria la supervivencia de los individuos por la activacién de
sirtuinas, las cuales se ven involucradas en la proteccion contra enfermedades
asociadas al envejecimiento, gracias a una variedad de mecanismos que incluyen la
regulacion de la respuesta al estrés, la apoptosis y la reparacion del DNA (Cha y Kim,
2013). La Sir2 (SIRT 1 homdloga en mamiferos) es un importante modulador del
proceso de envejecimiento y de la actividad locomotora en D. melanogaster
(Tinkerhess et al., 2012). Se ha demostrado que el RES a una concentracién de 10 uM
durante 24 horas incrementa la expresion de la SIRT1 y que un pretratamiento con 10
mM provoca la inhibicion de la SIRT1 en un modelo de cultivo celular de la ELA
transfectando las células VSC4.1 con el vector mutante hSOD1G93A (Wang et al.,
2011).

La subtoxicidad de la NIC a la concentracion mas alta se deba al efecto oxidante de
dicho compuesto, y posiblemente la toxicidad encontrada del co-tratamiento NIC-RES
(11280 + 0.40) es provocada por la generacion de ERO que llega a producir la NIC; lo
gue desencadenaria en un efecto pro-oxidante del RES. Por otro lado, el probable
efecto protector del RES puede deberse a la activacion de sirtuinas, lo que pudo
contribuir a la capacidad del RES de prolongar la esperanza de vida en D.

melanogaster.
Prueba SMART en ala de D. melanogaster

Los organismos estan expuestos a un sin fin de sustancias quimicas xenobidticas, que,
una vez absorbidas, se pueden acumular en él y asi pueden amenazar su equilibrio
funcional. Si la concentracién de cualquier xenobidtico en el organismo es excesiva,

existe un riesgo en sus funciones biologicas. Cuando son sometidos al metabolismo
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xenobidtico sufren reacciones de biotransformacion para hacerlos mas hidrosolubles y
sean faciles de excretar esto a veces no sucede ya que el compuesto xenobidtico sufre
un proceso de bioactivacién, en donde algunos son relativamente inertes y poco
reactivos pasan a metabolitos muy reactivos con una toxicidad intrinseca mayor que la
del original (Coutifio et al., 2010; Khan et al., 2012; Acosta y Acosta, 2017).

Testigo positivo DMN

La DMN presenta propiedades alquilantes, carcinogénicas y mutagénicas (Krueger,
1966). El efecto alquilante se debe a que la DMN provoca metilaciones en el sitio N7
de la guanina en todos los tipos de RNA ribosomal, mensajero y nuclear (Pegg y
Jackson, 1976; Galbraith et al., 1979) presentando un mayor nivel de metilacion que el
DNA (Galbraith et al., 1979). En este ultimo, produce metilaciones 6-metilguanina y 7-
metilguanina (Galbraith et al., 1979; Umbenhauer y Pegg, 1981; Goto et al., 1999; Leao
y Pavao, 2001). Se ha encontrado que la DMN participa en el incremento del dafio
oxidativo (Vendemiale et al., 2001; Sathish et al., 2011), el cual es dado por una caida
de la actividad antioxidante de SOD, CAT, GPx, la Glutatién S -transferasa (GST) y la
Glutation Reductasa (GR) (Sathish et al., 2011), y en la oxidacion de proteinas y lipidos
a una dosis de 1mL de DMN al %1/100g de peso corporal (Vendemiale et al., 2001).

Para este trabajo, se empleé la DMN a la concentracion 0.076 uM, y se encontré que
resulté genotdxica, pues mostroé un incremento en la frecuencia de clones pequefios,
grandes, gemelos y totales, y ademas alterd la distribuciéon de las frecuencias
acumuladas del tamafio de los clones mwh en la cruza de BE. Recientemente,
Carmona (2018) report6 que la DMN a la misma concentracion tuvo efecto genotéxico
en la cruza BE, al producir incremento en todas las frecuencias de clones mutantes y
la alteracion en la distribucion de las frecuencias acumuladas del tamafio de clones
mwh. Estos resultados concuerdan con trabajos anteriores en donde se encontr6 el
mismo efecto con la DMN a diferentes concentraciones en un rango que va de los 76
MM a los 156 uM, mediante la prueba SMART en ala de D. melanogaster (Graf et al.,
1984; Murillo, 1997; Castafieda, 2003; Castafieda et al., 2011; Santos, 2016). Ademas,

hay reportes en el ensayo cometa que muestran que la DMN es genotodxica, por
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ejemplo, Hobbs et al. (2015) reportaron que la DMN a dosis leves (0.63, 1.25y 2.5
mg/kg/dia) produjeron dafio al DNA dependiente de la dosis en higado de ratas macho
Sprague Dawley. También se ha demostrado que es capaz de inducir fibrosis hepatica
y dafio hepatico necrdtico, reflejado con un mayor peso del higado, aumento en la
peroxidacion lipidica, interrupcién en la sintesis de proteinas en el higado y menor peso

corporal en machos de ratas Wistar (Abdu y Al-Bogami, 2017).

Respecto al efecto genotéxico de la DMN en la cruza BE, este promutageno requiere
activacion metabdlica para producir mas dafio (Galbraith et al., 1979; Graf et al., 1984,
Ooka et al., 2016) via Cyp450s; en especifico por la enzima CYP2E1 en seres humanos
(Yang et al., 1990; Orellana y Guajardo, 2004). Cabe mencionar que en esta cruza hay
una elevada expresion de Cyp450s provocando una mayor activacion de la DMN, con
lo que conlleva a mayor cantidad de metabolitos activos de la DMN como son el ion
diazometilo y el ion carbonio los cuales son los responsables de las metilaciones que

causan dafo al DNA (Leao y Pavéo, 2001).
Testigo solvente EtOH 1%

En este trabajo el EtOH 1% no fue genotoxico. Este efecto era el esperado ya que en
trabajos anteriores en la prueba SMART no se ha reportado el efecto no genotdxico del
EtOH en la cruza BE a concentraciones similares de 1.2%, 1%, 2% y 1%
respectivamente (Duefias, 2001; Sanchez, 2015; Santos, 2016; Carmona, 2018). De
igual manera, para la cruza CE a una concentracion de 1% (Gomez, 2017). Una
explicacion para la falta de genotoxicidad del EtOH 1% es que D. melanogaster tiene
resistencia al EtOH debido a su preferencia por alimentos como frutos dulces en
descomposicion que generan EtOH y por su valor calorifico (Pohl et al., 2012). Sumado
a esto, el EtOH pudo ser metabolizado de manera eficaz gracias a que la cruza BE de
D. melanogaster presenta una elevada expresion de CYP450s (Graf y van Schaik,
1992), lo que favorece asi su rapida eliminacién. Sin embargo, no se tiene informacién
de que los CYP450s estan involucrados en el metabolismo del EtOH en D.
melanogaster. Aunque en la cepa Canton-S el EtOH a una sola exposicion es capaz

de regular de forma positiva los genes Cyp6a2 y Cyp6al3y un aumento en la expresion
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de las enzimas de biotransformacién codificadas por genes Cyp6a8, Cyp4e3 y
Cyp309al (Morozova et al., 2006). De igual manera, en moscas adultas transgénicas
derivadas de la linea w''!® de D. melanogaster, el EtOH fue capaz de inducir la
expresion de los genes Cyp4e3, Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6al3, Cyp6t3, Cyplzasd y
Cypl8al. Mientras que en larvas de segundo estadio temprano fueron los genes
Cyp4dacl y Cypl2el (Giraudo et al., 2010). Esto nos habla de que estos genes y sus
proteinas resultantes estan relacionadas con el metabolismo del EtOH. Sin embargo,
en mamiferos estd documentado que la enzima CYP2EL es la que lleva acabo parte
de la biotransformacion del EtOH (Millonig et al., 2010; Yan et al., 2010; Alvarez et al.,
2017; Vadigepalli y Hoek, 2018).

En D. melanogaster se han reportado otras enzimas implicadas en el metabolismo del
EtOH, como aldehido deshidrogenasa (ALDH) y alcohol deshidrogenasa (ADH), las
cuales estan involucradas en el metabolismo de aldehidos (Anderson y Banertt, 1991).
También se sabe que la ALDH est4 implicada en la tolerancia del EtOH y en la
disminucion de la concentracion de uno de sus metabolitos secundarios como es el
acetaldehido (Anderson y Banertt, 1991; Fry y Saweikis, 2006; Fry et al., 2007) y en la
actividad de la ADH en adultos de D. melanogaster (Fry y Saweikis, 2006; Fry et al.,
2007). De igual manera Fry, (2014) reporta que a una mayor actividad de las enzimas
ADH y ALDH hay una mayor metabolizacion del EtOH lo cual significa su rapida
eliminacidén ya que esta ultima contribuye a reducir los niveles del acetaldehido en
cepas europeas de D. melanogaster. Malherbe et al., (2005) concluyen que un aumento
en la actividad de ADH genera una mayor tolerancia al EtOH en adultos de dos lineas

homocigotas para dos variantes de genotipos Adh (AdhSS y AdhFF) en D. melanogaster.

Otro motivo por el cual el EtOH no resultd genotoxico se debe a que esta involucrado
en el nivel de expresion de ciertos genes que pueden estar vinculados con su tolerancia
0 metabolismo (Rey, 2015). Kong et al. (2010) reportaron que la exposicion al aire
humidificado saturado con EtOH al 60% provocé el aumento en la expresion de los
genes cactus, Myd88 y Tl, los cuales estan involucrados en la via de sefalizacion del

sistema inmunitario innato. Asi mismo Troutwine et al. (2016) reportaron que el sistema
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inmunitario innato que predomina en D. melanogaster esta mediado por los receptores
tipo Toll los cuales se ven involucrados en la resistencia al EtOH, la cual se debe a la
sobreexpresion de genes de la ruta de Toll los cuales son el gen Spatzl, Peaje, Myd88,
pell, cactus, Dif, dorsal y Relish. Sin embargo, la ruta de Toll no genera una tolerancia

manifiesta después de la interaccion con EtOH.

El EtOH 1% provocé alteracion en la distribucion de las frecuencias acumuladas de
clones mwh en la cruza BE, lo que puede significar una alteracion en la division celular,
esto podria ser explicado si se considera que se ha reportado que el EtOH puede
presentar efecto teratogénico (Adams et al., 2002; Aguilar, 2009) citotoxico, (Colomé et
al., 2003; Wang et al., 2018) genotoxico (De Oliveira et al., 2012; Otoba et al., 2013) y
toxico (Aguilar, 2009; San et al., 2017). Aunado a todo esto, el EtOH puede interferir en
mecanismos de control del ciclo celular mediante el inicio de la cascada de
fosforilaciones de proteinas. También se tienen reportes de que el EtOH y en especifico
el acetaldehido estan involucrados en el deterioro del ciclo celular al detenerlo en la
transicion G2 /M en lineas celulares recombinantes Hep G2 (VA-13 y VL-17A). Esto se
debe a la acumulacion de la forma inactiva de la Cdc2 (Clemens et al.,2003; Scheer et
al., 2016), la cual es producida por la activacion de la proteina ATM que a su vez activa
el punto de control de la enzima Chk2 provocando la fosforilacion de la fosfatasa
Cdc25C (Clemens et al., 2011) y un incremento en el inhibidor de Cdc2, conocido como
p21 (Scheer et al., 2016). También en el proceso activo de apoptosis, como lo reportado
en el trabajo de Sun et al. (2017) quienes demostraron que el EtOH indujé a apoptosis
por el incremento en la actividad de la AChE en células SH-SY5Y de neuroblastoma
humano y por el aumento el nimero de células apoptoticas en cerebros de hembras
adultas de ratas. Otra manera que tiene el EtOH de generar apoptosis es por medio de
la activacion de la CASP 3, al aumento de la proteina NR1 y la concentracién media de
Ca?* intracelular; lo que refleja un efecto citotéxico en la linea celular del neuroblastoma
humano SK-N-SH (Wang et al., 2018). Por otro lado, esta el dafio al DNA provocado
por el acetaldehido como lo reportado por Hori et al. (2010) quienes encontraron que a
una concentracién muy alta de acetaldehido (1.8 mM) fue capaz de generar aductos

de N2-etilideno-dG en células HL-60. De igual manera Balbo et al. (2016) encontraron
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formacion del aducto N2-etilideno-dG y el aducto crotonaldehido derivado de 1, N2-
propano-2-dG en la mucosa esofagica de monos adultos Macaca mulatta a una dosis
promedio de 2.3 + 0.8g de EtOH/kg de peso corporal por dia.

Todo lo anterior, se muestra que el EtOH puede afectar la division celular, aunque la
mayoria de los estudios fueron en pruebas in vitro, se necesita trabajar mas en pruebas
in vivo teniendo diferentes tiempos de exposicién, que ayuden a tener una mayor

informacion sobre el papel del EtOH en la division celular.
Tratamientos NIC

Las concentraciones de NIC 470, 940, 1880 y 3760 uM utilizadas en este trabajo, no
resultaron ser genotéxicas al ser comparadas con el testigo agua MiliQ en la cruza BE.
De igual manera que lo reportado por Carmona (2018) donde con el uso de la cruza
BE y a las mismas concentraciones empleadas en este trabajo obtiene el mismo efecto
al no encontrar un incremento en la frecuencia de clones pequefos, grandes, gemelos
y totales. Del mismo modo Gémez (2017) con el uso de la cruza CE e iguales
concentraciones de NIC 0.456, 1.9y 3.8 mM a las empleadas en este trabajo, demostro
un ligero incremento en las frecuencias de clones pequefios, gemelos y grandes, pero

sin ser significativo.

La NIC no es genotoxica por que D. melanogaster presenta resistencia a la NIC
(Carrillo, 2004) por la elevada expresion de CYP450s que presenta la cruza BE.
Ademas, en los insectos, la induccion de genes CypP450s y ugt codifican enzimas de
la fase Il del metabolismo xenobidtico, que confieren resistencia a los insecticidas (Lui
et al., 2015).

La NIC es metabolizada via CYP450 en D. melanogaster, uno de ellos es el CYP6G1,
ya que la NIC es capaz de provocar la induccion del gen Cyp6g1l reflejdndose en una
sobreexpresion de dicho citocromo (Li et al., 2012; Highfill et al., 2017). También puede
aumentar la expresion de los genes Cyp28dl (Marriage et al., 2014; Highfill et al.,
2017), Cyp28d2, Ugt86Dd (Highfill et al., 2017) y Ugt86Dh; los ultimos 2 genes antes
mencionados codifican (enzimas UDP-glucuronosiltransferasas) (Marriage et al., 2014)
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los cuales representan la variacion genética funcional en la resistencia a la NIC
(Marriage et al., 2014; Highfill et al., 2017). Se sabe que la NIC es capaz de favorecer
la induccién del promotor del gen Cyp6a8 en moscas de una linea transgénica reportera
de D. melanogaster (Stroud, 2017). También se tiene informacion de que hay genes
gue no estan involucrados con el metabolismo xenobidtico como tal, pero se tiene
reporte que metabolizan a la NIC en D. melanogaster como lo encontrado por Carrillo
(2004), en donde al mapear las inserciones del elemento P de algunos genes de lineas
isogénicas que se retrocruzaron con la linea parental por 5 generaciones, he indica
como responsables al gen que codifica para el factor de transcripcion E2F, al gen
Roundabout que codifica para el receptor transmembrana (robo) y al gen que codifica
para la 6-fosfofructosa 2-quinasa (Pfrx) enzima involucrada en el metabolismo de la
fructosa y la manosa. De manera que la elevada expresion de CYP450s presente en
la cruza BE y el papel que tiene la NIC para inducir genes asociados a su metabolismo
favorecieron a una mayor metabolizacién y excrecion del metabolito, de esta manera

no se presentd un dafio genotoxico.

Con respecto a los resultados en la distribucién de las frecuencias acumuladas de
clones mwh la NIC provocé una alteracion en la divisidn celular en todos los
tratamientos, sin saber, si el cambio en la division celular fue positivo o negativo. En
trabajos anteriores del laboratorio de Toxicologia Genética en la prueba SMART, se
encontré de igual manera que la NIC estéa involucrada en la alteracion de la division
celular. Para la cruza BE, Carmona (2018) reportd las concentraciones de NIC 470,
940y 3760 puM y para la cruza CE Gémez (2017) reportd dos concentraciones de NIC,
3.8y 11.4 mM. Una de las posibles respuestas a esta alteracion en la division celular
podria deberse al papel que tiene la NIC sobre la apoptosis, ya que es capaz de
inducirla por medio de la generacion de ERO intracelulares que activan las vias de
sefializacion que la regulan (Crowley-Weber et al., 2003; Bodas et al., 2016; Kim et al.,
2016). Bodas et al. (2016) encontraron que la NIC a concentraciones de 1.5 a 5 mM
causa apoptosis por el incremento de estrés oxidativo, también por el incremento en la
actividad de la CASP 3. Ademés de, el aumento de la autofagia originado por el

incremento de la ubiquitinacion de proteinas en células epiteliales bronquiales. De igual
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manera, Kim et al. (2016) reportan un efecto apoptotico de la NIC 50, 100, 200 o 400
MM, provocado por ERO que activaron la via de sefalizacion MAPK, que activo él NF-
KB, lo que ocasiona la detencion del ciclo celular en la fase G2 a M. Incluso, Jalili et al.
(2017) reportaron un efecto pro-apoptoético debido al incremento en la expresion de los
genes Casp2, Casp3, Bax y la relacién Bax/Bcl-2 en rifidn e higado de ratones BALB/c.
Asimismo Cao et al. (2017) concluyen que la NIC a 10 y 50 uM incremento la actividad
de la CASP 3 en las HUVECs y de la apoptosis en estas células, debido a la
ubiquitinacidon y degradacion de Akt, a través de las proteinas TTC3y MUL1. Del mismo
modo laNIC 0,1y 1 uM incremento la actividad de la CASP 3y Bax y causo disminucion

de Bcl-2 en osteoblastos humanos (Marinucci et al., 2018).

Por otro lado, hay reportes contradictorios al efecto apoptético de la NIC ya que a la
concentracion 0.5 uM fue capaz de suprimir la activacion de la apoptosis de la via de
sefalizacion intracelular quinasa Ras/ Raf/ MAP en las células epiteliales de pulmén
de raton LA4, provocando un aumento de la actividad de Ras, esta a su vez provoca el
incremento en la cantidad y actividad de Raf, y desencadena un incremento de la MAP
guinasa, lo que provoca que la célula pase de la fase G1 a S y encima, hubo un
incremento de la PI3K y una sobreexpresiéon del gen ciclina D1 (Cln D1) lo cual provocé
que las células se mantuvieran en las fases S, G1 y M (Chu et al., 2005). También se
tiene reporte de que la NIC 1 uM redujo la apoptosis al disminuir las células apoptoticas
en dos lineas celulares de cancer colorrectal humano (células Caco-2 y HCT-8), al
aumentar la expresion de PI3K para la via PI3K/Akt y PKC para la via PKC /ERK1/2,
gue a su vez indujo un aumento de la expresion de survivina y la fosforilacion de Bcl2
por medio de su sitio Ser’® (Cuccina et al., 2012). Guha et al. (2014) reportaron que en
la linea celular de cancer de mama (células MCF-7) la NIC a concentraciones de 1-100
UM provoca la induccién del receptor a9nAChR el cual modula la activacion del factor
de transcripcion STAT3, esto a su vez provocO el aumento de la expresion de la
proteina LGALS3 capaz de suprimir la apoptosis al bloquear el dafio mitocondrial.
Recientemente, Jalili et al. (2017) concluyen que la NIC a 2.5 mg/kg de peso/dia es
capaz de generar un efecto antiapoptotico al disminuir la expresion de los genes P53,

Bcl2, Casp2 y Casp3.
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Otra manera en donde la NIC puede alterar la apoptosis es por medio del cambio de
potencial de membrana ya que al unirse a través de los sitios de union de los nAChRs
activan y cambian rapidamente las estructuras tridimensionales de los receptores para
abrir el canal iénico, lo que permite la afluencia de cationes, entre ellos el calcio (Ca*?),
y provoca la despolarizacion de la membrana (Barik y Wonnacott, 2009; Jiang et al.,
2014). De este modo la NIC tiene la capacidad de incrementar la concentracion
intracelular de Ca*? (Zhong et al., 2013; Jiang et al., 2014; Hong et al., 2017). Ademas,
en D. melanogaster se ha reportado el incremento de Ca*? intracelular por parte de la
NIC como lo encontrado por Campusano et al. (2007) en donde la NIC aumenté los
niveles de Ca* en las células Kenyon y de forma general en las neuronas
observandose un efecto concentracion-respuesta. Cabe resaltar que la concentracion
10 uM lo hizo de manera drastica. Leyton et al. (2014) indican que la NIC aumenta los
niveles de Ca*? por medio de la activacion de canales de calcio dependientes de voltaje

(VGCC) en las células Kenyon de D. melanogaster.

Por todo lo anteriormente expuesto, los efectos de la NIC en la apoptosis dependeran
de los modelos empleados, de los marcadores celulares a estudiar y la concentracion
aplicada. La mayoria de los estudios mencionados con anterioridad fueron en pruebas
in vitro y con concentraciones menores a las empleadas en este trabajo. Estas
referencias apoyan el argumento de que la NIC pudo afectar la division celular. Aunque
se necesitaria comprobar directamente si las concentraciones empleadas en este

trabajo afectan a D. melanogaster.
Tratamiento RES

En este trabajo la concentracion empleada de RES 0.40 uM no resulté ser genotoxica
al ser comparada con su testigo EtOH 1%. Existen reportes en diferentes pruebas de
genotoxicidad del efecto no genotdxico a concentraciones pequefias de RES como lo
reportado por Turkez y Sisman, (2012) quienes demostraron que el RES a una
concentracion de 10 o 15 uM no resultd ser genotédxico, ya que de ningiin modo altero
las frecuencias en la prueba CA y las del SCE en linfocitos periféricos humanos. De

igual manera Yan et al., (2012) demostraron que el RES a 5 UM no es genotoxico al no
69



inducir ningun dafio al DNA de los linfocitos periféricos humanos, Abraham et al. (2016)
con el uso de las pruebas de micronucleos in vivo y de microndcleos de bloque de
citocinesis in vitro reportaron un efecto negativo de genotoxicidad por parte del RES,
para la ultima prueba mencionada el RES a concentraciones 0.05 y 0.5 uM no
incremento la frecuencia de microndcleos en las células HL-60. Por dltimo, Goémez
(2017), con la misma concentracion de RES que en este trabajo en la prueba SMART
cruza CE, reporté que no hubo dafio genotéxico pese a que haya encontrado un
incremento en la frecuencia de clones pequefios y totales al compararlo con su testigo
EtOH y una disminucion en clones grandes, sin embargo, estos aumentos no fueron

significativos.

En la cruza BE de D. melanogaster hay una alta activacion de la fase 1 del metabolismo
xenobidtico por una mayor expresion de CYP450s, esto provocaria la
biotransformacion metabdlica del RES, lo que favorece a su eliminacion y la
participacion de sus metabolitos sin provocar una alteracion grave o un efecto negativo
de genotoxicidad. Para apoyar este argumento existe poca informacién de que
CYP450s estan involucrados con el metabolismo del RES, aunque la mayoria de la
informacion que se tiene reporta las isoformas CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1 en el
metabolismo del RES (Potter et al., 2002; Piver et al., 2004). Hay pocos reportes sobre
la capacidad del RES de inducir CYP450s salvo lo reportado por Chow et al. (2010) y
Koe et al. (2014). De igual manera las enzimas de desintoxicacion de fase Il estan en
una alta expresion en la cruza BE, es por ende que se pensaria que parte del
metabolismo del RES ocurre en dicha fase de esta manera evitaria su interaccion y un
posible dafio a constituyentes celulares como el DNA. Existen reportes de que el RES
induce enzimas de desintoxicacion de la fase Il como es la UDP-glucuroniltransferasa,
la Glutation S-transferasa y la Sulfotransferasa en ratones macho Swiss-Albino (CD1),
en hembras y machos de H. s. sapiens y ratones machos salvajes C57BL/60ca2P ~'"
(Canistro et al., 2009; Chow et al., 2010; Béhmdorfer et al., 2017). Asi que se infiere
gue es posible que el efecto encontrado en este trabajo del RES en D. melanogaster
radigue en la adecuacion y coordinacion de todas las actividades enziméaticas de las

fases del metabolismo xenobi6tico implicadas en su completa metabolizacion.
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El RES provoco una alteracion en la division celular este resultado concuerda con
Gbmez (2017), quien reporta que a esta misma concentraciéon de RES 0.40 uM, pero
en la cruza CE, encontrd diferencias significativas en la frecuencia acumulada de

clones mwh al compararlo con su testigo EtOH.

La alteracién de la divisién celular por parte del RES a concentraciones bajas se podria
explicar en parte al efecto antiproliferativo que se da a través de la regulacion del ciclo
celular. Se tiene reportado que el RES en un rango 12.5-100 uM inhibié la proliferacion
de células derivadas de carcinoma hepatocelular humano (células HepG2) de una
manera concentracién-dependiente sumado por la supresion en la replicacion del DNA
y que a su vez el RES esta involucrado en la conduccién de la fase G: a la fase S por
la interaccion con la proteina CDK2/ciclina E, ya que a concentraciones 6.25y 12.5 uM
incrementd su forma activa (fosfo-CDK2) y a 12.5 y 25 uM genera un acumulacion de
células en la fase S (Zhou et al., 2009). Por otra parte, Fernandez et al. (2012)
encontraron que el RES de 10-100 uM inhibié el crecimiento celular de las lineas
celulares de leucemia aguda humana (JURKAT E.6 y THP-1) de manera
concentracion-dependiente, lo que ocasiono que a concentraciones que oscilan entre
10-30 uM detiene el ciclo celular al generar una acumulacion de células en la fase S.
Del mismo modo Chin et al. (2014) reportan el efecto antiproliferativo en una linea
celular de cancer de mama (MDA-MB-231) con el uso de RES a 0.5,1, 5y 10 uM de
una manera concentracion-dependiente y ademas ocasionaron la detencion del ciclo
celular en la fase S. Asi mismo Heo et al. (2018) concluyen que el RES a
concentraciones muy pequeias 102, 101, 1, 5y 10 uM anula la viabilidad celular de la
linea celular de melanoma (A375SM) y que las concentraciones de 1 y 10 uyM
ocasionan una detencion del ciclo celular en la conduccion de la fase G2 a la fase M
por medio de la expresion de las proteinas CDKN1A y CDKN1B. También se ha
reportado el efecto proliferativo del RES a concentraciones bajas 0.1, 0.5 y 1 uM al
aumentar la proliferacion de células HPMC jovenes con una mayor aceleracion del
crecimiento registrado para la concentracion 0.5 uM (Mikuta et al., 2012). Igualmente,
Kumar et al. (2016) a concentraciones 1, 10 y 20 uM report6 aumento de la

proliferacion de células progenitoras neurales (HNPC) observandose un incremento
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en las proteinas Nestina y SOX2 y solo la concentracion RES 10 yM indujo la
proliferacion de células HNPC por medio de la activacion de la sefializacion MAPK al
aumentar los niveles de las proteinas ERK1, ERK2 y p38 MAPK-quinasa. A su vez,
Luengo et al. (2017) utilizando RES a concentraciones 1y 10 uM reportaron un efecto
proliferativo en células HT-29 al obtener un incrementé celular. Por otro lado, el RES
a una dosis de 4 mL/4ug de forma in vivo incremento la proliferacién de células
cancerosas de mama al notarse una baja expresién de la proteina Era y una alta
expresion de la proteina A16HER2. Algo semejante provoco el RES de manera in
vitro ya que las concentraciones que oscilaron de 10-30 pM promovieron la
proliferacién celular de dos lineas celulares tumorales la CAM6 y BT474 por medio
de la activacion de manera descendente la ruta de sefalizacion de
MTORC1/p70S6K/4EBP1 (Andreani et al., 2017).

Para resumir el papel del RES en la division celular de manera positiva o negativa
dependera de su efecto antiproliferativo o proliferativo, y de acuerdo con los
diferentes tipos celulares a probar, sin embargo, esto solo es un argumento que

tendria que ser comprobado.
Co-tratamientos RES-NIC

Para este trabajo el co-tratamiento RES-NIC 0.40 + 3760 uM resultd ser genotoéxico
al ser comparado con su testigo NIC 3760 uM y los co-tratamientos que resultaron ser
genotoxicos al ser comparados con el testigo EtOH 1% fueron a las concentraciones
0.40 + 470 uM y 0.40 + 3760 uM en la cruza BE. Por otro lado, esta el reporte de que
se han empleado concentraciones de RES y NIC muy similares a las utilizadas en este
trabajo y que la interaccién RES-NIC resulté genotédxica en la cruza CE. Gomez (2017)
no encontro el efecto genotoxico del co-tratamiento 0.40 uM + 3.8 mM. No obstante, el
co-tratamiento 0.40 uM + 1.9 mM si resultdé ser genotoxico. En este trabajo los co-
tratamientos comparados con el testigo EtOH 1% fueron genotéxicos en la cruza BE.
Sin embargo, en la cruza CE no lo fueron ya que el co-tratamiento 0.40 uM + 470 uM
mostro frecuencias mas altas en clones pequefios y totales al compararse con su

testigo, pero sin ser significativas y el co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 3760 uM
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presentod frecuencias similares con su testigo EtOH. Aunque los co-tratamientos 0.40
MM + 1.9 mM y 0.40 uM + 11.4 mM si produjeron genotoxicidad, curiosamente en la
cruza BE el dafo se presentdé de manera tardia por el incremento en las frecuencias
de clones pequenios, por el contrario, en la cruza CE se aprecia que el dafio se presento
en su mayoria de manera temprana al presentarse un incremento en las frecuencias
de clones grandes. Los resultados de genotoxicidad provocados por los co-
tratamientos en las dos cruzas difieren por la diferencia en la expresién de CYP450s

que presentan ambas cruzas.

El probable argumento para explicar el efecto genotéxico de los co-tratamientos RES-
NIC se podria deber a que no se mantuvo un equilibrio entre oxidantes y antioxidantes,
debido al agotamiento del antioxidante o la alta acumulacion de ERO genera estrés
oxidativo, lo cual promueve un desbalance en la sefializacién redox (Birben et al.,
2012; Poljsak et al., 2013).

Es cierto que en este trabajo la NIC no ejercié genotoxicidad, pero se sabe que la NIC
a concentraciones similares a las que se evaluaron los co-tratamiento con el RES
provoca genotoxicidad (1000-4000 uM) (Kleinsasser et al., 2005; Ginzkey et al., 2010;
Ginzkey et al., 2014). Asimismo, esta genotoxicidad podria ser explicada a través de la
produccion de ERO. Se sabe que la NIC es capaz de inducir la generacion de EROs
intracelular (Bodas et al., 2016; Kim et al., 2016; Lan et al., 2016) las cuales son
capaces de generar un dafio oxidativo a las nucleobases y a la desoxirribosa, también
provocan enlaces cruzados DNA-proteina, roturas de cadena simple o doble del DNA,
mutaciones, deleciones o translocaciones vy reticulacion con proteinas (Buonocore et
al., 2010; Birben et al., 2012; Cadet et al., 2012). Por todo lo anteriormente planteado,
seria probable que la NIC al generar un elevado estrés oxidativo que provocara que la
actividad antioxidante del RES fuera contrarrestada y que ocasionara que actuara

como pro-oxidante.

Se tiene reportado que a concentraciones bajas tiene actividad pro-oxidante. Ahmad et
al. (2003) demostraron que el RES 8 pM tuvo un efecto pro-oxidante al incrementar el

nivel del radical O2-* intracelular y en presencia de H202 ocasionaron un incremento
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mayor de dicho radical en la linea celular HL-60. También Low et al. (2010) hallaron la
capacidad pro-oxidante del RES en concentraciones que oscilaron de 10-30 uM al
incrementar el nivel del radical O2-* en mitocondrias y de manera intracelular, lo cual
resalta, que a 10 uM el incremento del radical fue constante lo que conlleva a la
apoptosis de las células de leucemia humana. Por otra parte, Mikuta et al. (2014) en
una linea celular de senescencia encontraron un incremento en la producciéon de EROs
por parte del RES a 0.5 y 10 uM, en donde la dltima concentracién tuvo un impacto
mayor en la produccion de EROs, al incrementar el potencial de membrana interna
mitocondrial. Martins et al. (2014) reportan el efecto pro-oxidante del RESa 0.1y 1 uM
al incrementar la produccion de especies reactivas intracelulares en las células HSC
de una manera concentracion-dependiente. Por ultimo, Pignitter et al. (2016) reportan
la actividad pro-oxidante del RES a concentraciones de 1y 10 uM al promover un efecto
promotor sobre la peroxidacion del acido linoleico en la prueba de la actividad

antioxidante total.

Sumado al desbalance en la sefializacion redox, otro posible argumento para explicar
la genotoxicidad presentada por los co-tratamientos RES-NIC se deba a la actividad de
la NIC sobre las sirtuinas ya que esta, al poder regular a la baja la expresion de las
sirtuinas causaria una disminucion en la resistencia al estrés oxidativo. Se tiene
reportado que la NIC 1 mM puede causar una disminucion en la expresion de SIRT1

en embriones de raton cultivados (Lin et al., 2012).

A su vez para este trabajo se encontré que en la cruza BE, el co-tratamiento 1880 +
0.40 uM genero una disminucion significativa de la frecuencia de clones pequeiios del
55.7% al compararse con su testigo RES. Se presentd que ninguna concentracion
empleada de NIC en este trabajo generé algun dafio, por consiguiente se descarta la
posibilidad de que el RES disminuyera dicho dafio por la NIC, y mas bien el efecto
conjunto de ambos compuestos generd una disminucion del dafio endégeno al DNA
promovido por las ERO que se generan a partir de subproductos metabdlicos normales
por medio del metabolismo oxidativo de las mitocondrias (Corrales y Mufioz, 2012). El
dafio reflejado por la tasa de mutacion espontanea provocada por errores en la
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replicacion del DNA y elementos genéticos transponibles y que llegan a ocurrir de forma
normal en el individuo. Este resultado no se reprodujo utilizando la misma
concentracion de RES y NIC para la cruza CE sino todo lo contrario ya que Gémez
(2017), encontro que el co-tratamiento 1.9 mM + 0.40 uM produjo genotoxicidad, ya
gue hubo diferencias significativas en las frecuencias de clones grandes al compararse
con su testigo RES lo que representa que hubo un efecto sinérgico entre ambos

compuestos.

La posible respuesta para la proteccidén al dafio observada en este trabajo por el co-
tratamiento se explique a través via sirtuinas. Las sirtuinas son una familia grande de
proteinas con actividad deacetilasas, mono-ADP-ribosiltransferasas (Yuan vy
Marmorstein, 2012; Dang, 2014) y muy pocas con actividad desalminilasa y
desuccinilasa (Du et al., 2011) que ejecutan diferentes procesos como la longevidad,
el metabolismo energético resistencia al estrés oxidativo, regulacion del ciclo celular
por medio de la diferenciacion celular, apoptosis y la segregacion cromosomica, en la
integridad gendmica mediante la expresion genética (transcripcion del DNA) activacion
de vias de reparacion y recombinacion del DNA (Yamamoto et al., 2007; Finkel et al.,
2009; Houtkooper et al., 2012). En especifico la SIRT1 que presenta homologia con la
proteina Sir2 en D. melanogaster (Frankel et al., 2010) facilita la reparacién del DNA
esto a través de mejorar la eficacia de la via de unién final no homaologa, al incrementar
la deacetilacion de KAP1 de modo que, provoca una mayor asociacion con 53BP1 (Lin
et al., 2015).

Con relacion a lo anterior, se sabe que el RES esta involucrado de varias maneras en
la activacion y expresion de las sirtuinas (Bagul et al.,, 2015; 2018). Al activarlas
generaria una proteccion al DNA contra el dafio provocado por el estrés oxidativo. Se
tiene muy poca informacion de la activacion de sirtuinas en D. melanogaster salvo lo
encontrado por Wood et al. (2004) quienes reportaron que el RES incremento la
actividad enzimatica de Sir2, esto se ve reflejado por una mayor deacetilacion de
proteinas. Una forma del como el RES activa sirtuinas en humanos, es por medio de la

estimulaciéon de la deacetilacion de péptidos y sustratos de proteinas como lo
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encontrado por (Gertz et al., 2012; Lakshminarasimhan et al.,, 2013) en donde
responsabilizan al RES en la activacion de algunas sirtuinas de humanos como lo son
SIRT1 y SIRT5 mediante dicha estimulacion. EI RES causa un aumento en la unién
entre las laminas tipo A pertenecientes a la matriz nuclear con SIRT1 ocasionando la
activacion de SIRT1 de ahi que aumente la actividad deacetilasa de la proteina y su
localizacion en la matriz mitocondrial (Liu et al., 2012). Por ultimo, se tiene informacién
de que el RES es capaz de activar la SIRT3 por medio de la estimulacion del complejo
| mitocondrial reflejandose en un aumento de la oxidacion de NADH generando una
mayor concentraciéon de NAD+/mitocondrial que funge como co-sustrato central para la
activacion de las sirtuinas (Desquiret et al., 2013). No so6lo via sirtuinas el RES es capaz
de proteger al DNA sino también por presentar interacciones directas con el DNA, y
gue se reflejarian en la eliminacion del dafio del DNA favoreciendo la reparacion,
recombinacién y replicacion del DNA. Ya que el RES a una concentracion baja (0.5 uM)
se ve involucrado en la replicacion del DNA al favorecer la detencion en la fase Sy en
el mantenimiento de los telomeros al no alterar su longitud, cabe sefialar que esta
involucrado en la reparacion del DNA al disminuir las roturas de doble cadena de DNA
sumado a esto la disminucion de la concentracion de la 8-OHdG esto se debe por el

incremento de la actividad del DNA glicosilasa | (Mikuta et al., 2012).

Por su capacidad antioxidante el RES modula de forma indirecta el dafio al DNA al
contribuir en el balance de la sefalizacion redox celular una manera para lograr dicho
balance es el eliminar las ERO e inhibir la generacion de RL. Esta reportado que el
RES previene la generacion de ERO intracelulares lo cual provoca una disminucion en
el estrés oxidativo lo que equivale a la proteccion del DNA del dafio oxidativo
(Sgambato et al., 2001; Rossi et al., 2013) y hay que mencionar que el RES puede
inhibir el dafio al DNA causado por el radical *OH al provocar su eliminacién y ademas
la del radical O2-* (Leonard et al., 2003).

La segunda manera es que el RES pueda contrarrestar el estrés oxidativo gracias a la
activacion de la via de Nrf2/ARE. El Nrf2 es una proteina que solamente se presenta
cuando hay estrés oxidativo y se une a un promotor de DNA, de tal forma que, inicia la

76



transcripcion de genes diana, de esta manera regula y activa la expresion de los genes
antioxidantes y sus proteinas contra el estrés oxidativo (Konigsberg, 2007). En
especifico el Nrf2 presenta homologia con la proteina Cnc-C (Cap "'n” Collar isofroma
C) en D. melanogaster cabe sefialar que Cnc-C no solo es sensible al estrés oxidativo,
sino que esta implicado en el manteniendo de la proteostasis, resistencia a pesticidas
y regularizacion del proceso de envejecimiento (Pitoniak y Bohmann, 2015). El RES
tiene el efecto de activar el Nrf2 al incrementar su expresion de RNAm lo que conlleva
su translocacion al nucleo, manifestando la expresion de algunos genes regulados por
ARE involucrados en el metabolismo de RL como son Nqol, Gclc, Gst, Sod, Gr y
Hmox1. Y cabe sefalar que la reduccion del estrés oxidativo mitocondrial y celular por
parte del RES es a causa de la activacion de Nrf2 (Rubiolo et al., 2008; Ungvari et al.,
2010). Por consiguiente, se infiere que el contraste de resultados de los co-tratamientos
se deba en parte por los diferentes efectos que presenta el RES como su actividad pro-
oxidante, su papel en la sefalizaciéon redox celular y por su papel en la integridad del
DNA sumado por el efecto genotoxico y apoptético de la NIC.

Por otra parte, la mayoria de los co-tratamientos RES-NIC generaron una alteracion en
la division celular, resultado obtenido por la comparaciéon con sus testigos NIC. Sin
embargo, dos co-tratamientos RES-NIC no alteraron la divisién celular los cuales son
el co-tramiento 1880 + 0.40 uM al ser comparado con el testigo EtOH 1% y el co-
tratamiento 3760 + 0.40 UM con respecto al tratamiento RES en la cruza BE. Algo
semejante ocurri6 con Gomez (2017) en donde utilizé concentraciones idénticas de
RES-NIC encontr6 que todos los co-tramientos alteraron la division celular al
compararlos con el testigo EtOH para la cruza CE. Similarmente Magafna (2017)
encontré que los co-tramientos RES-NIC alteraron la division celular en la cruza BE, no
obstante, emple6 una diferente concentracion de RES 11 pM vy diferentes
concentraciones de NIC 12.5, 25y 50 puM. Y en especifico Carmona (2018) reporto la
alteracion en la division celular de la interaccion RES-NIC solo para dos co-tratamientos
a concentraciones de NIC 1.9y 3.8 mMy RES 11 uM.
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Para este trabajo la NIC y el RES por si solos tuvieron que ver con la alteracion en la
division celular esto quizas hace pensar que el efecto conjunto de RES-NIC reforz6
dicha alteracién lo que conlleva a que la NIC por su efecto genotdxico y por su
capacidad de generar ERO y al tener en cuenta el efecto genotoxico del RES a bajas
concentraciones, mas el comportamiento pro-oxidante del RES. Posiblemente
generarian un aumento en el dafio celular reflejandose en un efecto citotoxico por parte
de los co-tratamientos. No obstante, para considerar este argumento se necesitan los

estudios que determinen la citotoxicidad de la interaccion RES-NIC.

Por ultimo, con respecto a los dos co-tratamientos RES-NIC que no afectaron la division
celular, pero si sus testigos NIC posiblemente se deba a la proteccion del RES
mediante via sirtuinas, disminuyendo el dafio celular causado por la NIC lo que

provocaria una baja frecuencia de clones mwh.
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Conclusiones

No se pudo calcular una CLso debido a que en ninguna concentracion se obtuvo un
100 % de mortalidad. Pero todos los tratamientos y co-tratamientos mostraron

diferencias significativas con respecto a sus testigos.

Ningun tratamiento de NIC resulté genotoxico en la cruza BE de D. melanogaster, pero
si alteraron la division celular de los discos imaginales de las alas resultado de su papel

en el proceso de apoptosis.

La concentracion de RES 0.40 uM no resultdé ser genotoxico en D. melanogaster sin
embargo si tuvo que ver con una variacion en la division celular quiza a consecuencia

de su efecto proliferativo o antiproliferativo.

Los co-tratamientos RES-NIC 0.40 pM + 470 pM y 0.40 pM + 3760 pM no solo
resultaron genotoxicos, si no también alteraron la division celular de D. melanogaster,
seguramente por el desbalance en la sefalizacion redox provocado por la interaccion
RES-NIC. Ademas, la mayoria de los co-tratamientos mostraron efecto sobre la division
celular probablemente al producirse citotoxicidad.

El co-tratamiento RES-NIC 0.40 uM + 1880 uM presenta una disminucion del dafio
provocado por la tasa de mutaciones espontaneas y por el dafio oxidativo del
metabolismo aerdbico en D. melanogaster asimismo no afecté la division celular de los

discos imaginales de las alas.
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Anexo l. D. melanogaster

El género Drosophila cuenta con aproximadamente 1,500 especies, la diversidad que
presenta la especie es por su capacidad competitiva en la mayoria de los hébitats y
ademas la familia Drosophilidae es una de las familias mas desarrolladas
evolutivamente de todos los insectos (Markow y O'Grady, 2006; Parvathi et al., 2009).
Las especies de esta familia presentan resistencia al estrés abiotico como lo son las
altas temperaturas (Kellermann et al., 2012b) y a las bajas temperaturas (Kellermann
et al.,, 2012a; Andersen et al., 2015). La mosca de la fruta, D. melanogaster es una
especie generalista y cosmopolita que se origin6 en el oeste de Africa tropical y se ha
extendido por todo el mundo por medio de las asociaciones comensales con humanos
(O’Grady, 2009).

El genetista estadounidense Thomas Hunt Morgan fue el primero en emplear a D.
melanogaster como modelo biolégico este pequefio insecto es un importante
organismo modelo ampliamente utilizado en el campo de investigacion de la genética,
biol6gica y medicina por el hecho de sus importantes contribuciones a la comunidad
cientifica en el ultimo siglo (Allocca et al., 2018). La importancia de D. melanogaster
como modelo bioldgico radica en aspectos fundamentales bien conservados de su
biologia celular, lo que permite comparaciones con organismos superiores donde
destaca el ser humano. También este modelo biolégico conserva y comparte muchos
de los genes y proteinas funcionales de los seres humanos aproximadamente el 75%
de los genes que causan enfermedades en los humanos se encuentran en D.
melanogaster, reflejAndose el alto grado de conservacion que existe (Reiter et al.,
2001). Asimismo D. melanogaster es un modelo eucarionte ampliamente utilizado en
pruebas de toxicidad (Rand, 2010) y genotoxicidad in vivo (Graf et al, 1984; Spano y
Graf, 1998) por presentar varias ventajas, como su pequefio tamafio (2—-3 mm),
presenta un corto tiempo de generacion, por su facil cultivo y mantenimiento en el
laboratorio, accesible manipulacién genética y su similitud bidlogica con los sistemas

de los mamiferos (Castarieda et al., 2013; Allocca et al., 2018).
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Cabe resaltar que D. melanogaster cuenta con 8 cromosomas (4 pares), el primer par
consta de los cromosomas sexuales (X “acrocéntrico” o Y “submetacéntrico”) después
estan los pares cromosomicos 2, 3 (metacéntricos) y el 4 este ultimo es el mas pequefio
y menos notado (Stocker y Gallant, 2008; Castafieda et al., 2013). Incluso en el afio
2000 se publicé la completa secuenciacion del genoma de D. melanogaster indicando
gue esta conformado por 14,000 genes, lo cual ayuda al entendimiento de las
complejas vias de transduccion de sefiales que regulan los procesos celulares y sobre
la expresion génica (O’Grady, 2009).

Otra ventaja de emplear este modelo en la practica experimental es en parte por su
corto ciclo de vida (Figura 29), D. melanogaster es un insecto holometabolo por lo tanto
sufre de una metamorfosis completa, cuyo desarrollo consta de 4 fases (huevo o
embrion, larva, pupa y finalmente imago o adulto). El ciclo de vida de este insecto dura
aproximadamente 10 dias a una temperatura de 25°C el ciclo comienza gracias a la
ovoposicion de la hembra en donde una hembra fértil llega a poner mas de 500 huevos
después comienza el proceso de embriogénesis que dura alrededor de 24 horas
(Castarieda et al., 2013; Wolper et al., 2015). Después comienza la fase larvaria que
consta de tres estadios larvarios que duran en total aproximadamente 4 dias, al
completarse el desarrollo embrionario, del huevo eclosiona la larva de primer estadio
la cual tiene una ingesta de alimentos alta (0.5 a 2 mg) que ayuda a su crecimiento y
almacenamiento de grasas y azucares, una vez transcurridas 24 horas se presenta la
larva de segundo estadio, al transcurrir otras 24 horas se llega a la larva de tercer
estadio, al estar ya en este estadio debe pasar 48 horas para que se suceda el proceso
de pupacion, mientras estas “larvas errantes” empiezan a deambular para buscar un
lugar donde pupar (Castarieda et al., 2013; Wolper et al., 2015; Allocca et al., 2018).
Durante el crecimiento larval se elimina el exoesqueleto para poder pasar al siguiente
estadio por medio de una transicion de muda controlada por las hormonas ecdisona y
protoracicotrépica. Una vez que la larva de tercer estadio se encapsula comienza la
fase de pupa la cual dura 4 dias, en los cuales no hay ingesta de alimentos lo cual se
ve perjudicada la sobrevivencia del organismo para ello activa el proceso de autofagia
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de desarrollo ya en esta fase se lisan las estructuras embrionarias y larvales y se da
paso a la formacién de las nuevas estructuras a partir de los discos imaginales
(pequefios paquetes de células epiteliales) (Figura 30) (Wolper et al., 2015; Allocca et
al., 2018). Finalmente el adulto o imago eclosiona de la pupa en donde deben
transcurrir de 6 a 8 horas para los machos y de 10 a 12 horas para las hembras para
gue alcancen la madurez sexual (Castafieda et al., 2013), teniendo una vida util de
aproximadamente 30 dias todo dependiendo de la temperatura (Wolper et al., 2015).
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Fig. 29 Ciclo de vida de D. melanogaster (Tomado de Wolper et al., 2015).
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Fig. 30 Los discos imaginales en el proceso de metamorfosis dan lugar a las estructuras en los
adultos de D. melanogaster. Tomado de:
https://www.google.com/search?g=ciclo+de+vida+de+drosophila+tmelanogaster&rlz=1C1AVFC en
MX855MX855&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjPk4makLPjAhVSC6wWKHV3FBruQ
AUIECgB&biw=1517&bih=730#imgrc=9XHkzQLstBKmQM:.

A simple vista o empleando un microscopio estereoscopico se puede observar el
marcado dimorfismo sexual de D. melanogaster el cual nos permite distinguir con
facilidad a la hembra del macho (Figura 31). La primera caracteristica son los peines
sexuales que presentan los machos y estan conformados por 10 o0 mas cerdas gruesas
localizadas en el primer par de tarsos, estan con la finalidad de sujetar a la hembra en
la copula, la segunda caracteristica es que la hembra presenta un mayor tamafio que
el macho y la ultima caracteristica es que al final del abdomen del macho se ve una
pigmentacién abdominal oscurecida y en la hembra no se denota, esto se debe a que
el macho presenta la fusion de los ultimos 3 segmentos abdominales resaltando que

tanto la hembray el macho tienen 8 segmentos abdominales aunque esta caracteristica
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no se debe tomar mucho en cuenta ya que en algunos imagos que no estan totalmente

desarrollados no presentan esta pigmentacion tan clara (Castafieda et al., 2013).

Macho Hembra

Ve e

— %ihl W
At N

Fig. 31 Dimorfismo sexual presente en D. melanogaster. Tomado de:
https://www.google.com/search?g=ciclo+de+vida+de+drosophila+melanogaster&riz=1C1AVFC enM
X855MX855&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjPk4makLPjAhVSC6wKHV3FBruQ AUI

ECgB&biw=1517&bih=730#imgrc=mMns5wshBKF6rM..

Anexo ll. Prueba SMART en ala de D. melanogaster

Las pruebas de genotoxicidad se pueden realizar in vitro o in vivo ya que estan
disefiadas para detectar compuestos que provocan alteraciones genéticas (dafo al
DNA) de forma directa o indirecta en las células que llegan a estar expuestas a agentes
guimicos, fisicos y biolégicos (Dusinska et al., 2012). Existen varias pruebas para

identificar el dafio genotoxico de varios compuestos 0 sustancias lo que nos permite
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reconocer el riesgo al que se esta expuesto una de ellas es la Prueba de Mutacion y
Recombinacién Somatica (SMART) (Graf et al., 1984; Spané y Graf, 1998).

La prueba SMART tiene como caracteristicas el poder detectar la posible actividad
genotodxica, mutagénica y pre-cancerigena de compuestos a través de su relacion con
la recombinacion somética de las células de las larvas de D. melanogaster (Graf et al.,
1984) sumado a la deteccidén de promutagenos que necesitan biotransformacion (Graf
y van Schaik, 1992; Frei et al., 1998). La siguiente caracteristica es que la prueba
SMART te permite mantener por mucho tiempo preparaciones permanentes de las alas
de los individuos tratados, aunado a que se puede revisar aproximadamente 25,000
células por ala de moscas adultas expuestas a los compuestos a trabajar (Graf et al.,
1984).

La prueba SMART se fundamenta en la pérdida de heterocigosis (LOH) de marcadores
genéticos recesivos (Figura 32) que se expresan como clones observables de cerdas
multiples o mal formadas en comparacion con el fenotipo silvestre, dichos clones se
derivan de las células mutantes en los discos imaginales que daran origen a las alas
de los organismos adultos, estos clones son ocasionados por la actividad genotéxica
de compuestos quimicos, fisicos, biolégicos e incluso la interaccion de compuestos, los
cuales llegan a inducir eventos genéticos en donde la prueba SMART llega a detectar
mutaciones génicas, puntuales, deleciones, aneuploidias y recombinaciones somaticas
(Guzméan y Graf, 1995).

En la prueba SMART en ala se emplean dos diferentes cruzas, la cruza CE (hembras
virgenes flIr3/TM3, Bd*¢" con machos mwh/mwh) y la cruza BE (hembras virgenes ORR
(1); ORR (2); flr3/TM3, Bds®" con machos mwh/mwh), esta Ultima con una alta expresion
de las enzimas Cyp450s lo que permite el analisis de compuestos promutagenos (Graf
y van Schaik, 1992).
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Fig. 32 Marcadores genéticos recesivos (En negro u el marcador mwh y en amarillo © el marcador
fIr®) que se expresan en las alas de D. melanogaster

Los clones que se presentan en esta prueba se clasifican por el nimero de clones
mutantes pequeiios (1-2 células), grandes (mas de 3 células) y gemelos (mwh/flrd), méas
el tipo de clon de cada individuo mwh (tres tricomas o mas), flr3 (tricomas pequefios,
como chamuscados, en forma de roseta) y gemelos (clones con fenotipos flr® y mwh
adjuntos). En la cual se utilizan cepas mutantes con marcadores recesivos (multiple
wing hairs, flare y Oregon R(R)-flare®) (Graf et al., 1984).

Las cepas son:

+« multiple wing hairs mhw/mhw

Contiene el marcador genético recesivo mwh el cual es una mutacion autosémica
homocigota recesiva que se encuentra el brazo izquierdo del cromosoma 3 a 0.3
unidades de mapa (Graf et al, 1984) y localizado en el mapa citolégico (61F4) (Flybase,
2019a). Por tanto, en homocigosis se expresa fenotipicamente tres o0 mas tricomas por
célula de modo que no es normal en la expresion fenotipica de la cepa silvestre o

normal.

% flare flr3/TM3, Bdse"
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Contiene el marcador genético recesivo flr® el cual es una mutacién autosémica
recesiva que se encuentra el brazo izquierdo del cromosoma 3 a 38.8 unidades de
mapa (Graf et al, 1984) y localizado en el mapa citolégico (70A8-70B1) (Flybase,
2019b). Su expresion es fenotipicamente como tricomas pequefios, como
chamuscados, en forma de roseta, dicha mutacion es letal en homocigosis por
consiguiente la cepa porta el balanceador TM3 y para el reconocimiento del marcador
flr® porta el marcador dominante Bds®®" (Graf et al, 1984).

< Oregon R(R)-flare® ORR (1); ORR (2); flr3/TM3, Bdse'

Demuestra las mismas caracteristicas antes mencionadas para la cepa flare, sumado
a que esta cepa contiene mutaciones en los cromosomas 1y 2 de la cepa Oregon R(R)
la cual es resistente al DDT, lo que le confiere una elevada expresion de Cyp450s (Graf
y van Schaik, 1992). En el cromosoma 2 porta el gen RI en la posicién 65.0 con la
funcién de regular una serie de actividades asociadas con el metabolismo xenobiético
(Frélich y Wirgler, 1989). También el cromosoma 2 se encuentra la mutacion
dominante Rst (2) DDT/Cyp6g1 localizada en el mapa citolégico (48E7) de manera que
provoca la expresion constitutiva de una proteina inductora de los genes Cyp6az2,
Cyp6a8 y Cyp6a9 ubicados en el cromosoma 2 (Graf et al., 1998) el Cyp6a2 localizado
en el mapa citolégico (42D1) (Flybase, 2019d). y Cyp6a8 y Cyp6a9 ambos localizados
en el mapa citoldgico (51D1) (Flybase, 2019e¢; Flybase, 2019c) y en particular el nivel

de CYP6A2 se incrementa en esta cepa (Heres et al., 2004).
Marcadores genéticos recesivos presentes en las cepas:

<+ mwh

& flr

+ In (BLR) TM3 Inversion (3 Left, Right) Third Multiple 3

El marcador TM3 es un balanceador que permite mantener al marcador letal en

homocigosis flr3 en heterocigosis. Presenta tres inversiones (dos pericéntricas y una
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paracéntrica) dicho balanceador disminuye la oportunidad de la recombinacion entre

cromosomas, lo que hace mantener los genes a trabajar (Graf et al, 1984).

«+ Bds¢' Beaded Serratia

Marcador dominante que se encuentra en el cromosoma 3 a 92.5 unidades de mapa
gue permite diferenciar las cepas flare y Oregon R(R)-flare® y que se expresa

fenotipicamente como alas con mordiscas en el borde (Graf et al, 1998).

Referente al numero de clones, al no perderse la LOH de los marcadores genéticos
recesivos se expresa fenotipicamente un tricoma normal por el contrario si se llega a
perder la LOH de los marcadores genéticos recesivos mhw y flr® por medio del dafio
genotoxico del compuesto se expresan diferente nimero de clones debido a estos

diferentes eventos genéticos (Figura 33 y 34):

o,

% No disyuncion lo que provoca un clon mwh pequefio.
% Mutaciones puntuales, delecion, recombinacion distal del centromero cualquiera
de estos eventos provocaria un clon mwh grande.

+ Recombinacion cercana al centromero lo que provoca un clon gemelo
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Fig. 33 Eventos genéticos detectados por la prueba SMART a través del dafio genético
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Fig. 34 Eventos genéticos detectados por la prueba SMART a través del dafio genético
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