UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

RS NCOWAL AVTONOIA D s
ol % ) ——
V =
* I < IN@ ‘,‘ “
i

L

o
H
gun:l

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

“EVALUACION DEL EFECTO DEL RESVERATROL

EN CO-TRATAMIENTO CON 4-NQO

EN SMART EN ALA DE Drosophila melanogaster

CRUZA ESTANDAR (CE).”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I 0 L 0O G A

p R E S E N T A

CLARA SOFIA PALACIOS LOPEZ

DIRECTORA DE TESIS:
M. en C. Irma Elena Duenas Garcia

LOS REYES IZTACALA, EDO. DE MEX. 2014
#
0



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



"No hay inversion mas rentable que la del conocimiento®

Bcnjamt’n Franklin



Dedicadaala persona mas importantc en mi vida, mi mama. For sermi apoyo y
ensefiarme con su ejemP]o que si se quiere todo es Posible, por creer en mi y
darme las herramientas necesarias para ”egar hasta donde estoy. Forquc sin ella

no seria lO qUC l‘nog sog‘



Agradecimientos

A la Univcrsiclacl Nacional Auténoma de México, porque para mi es un orgu”o ser
parte de la maxima casa de estudios.

A la rzacultacl de [ studios SuPeriorcs ]ztacaiaJ por ser mi segunda casa, porque es
aqui donde he vivido cxperiencias inolvidables Yy conocido personas increibles que
forman parte importantc de mivida.

A mi asesora, la M. en C Jrma Duefias por abrirme las puertas del laboratorio, por
confiar en mi y asesorarme a lo ]argo de este proceso. (Gracias por darme los mcjores
consejos.

A mis sinodales la Dra. Ana Maria Garcia borcs y el Dr. Saﬁ] Florcs Maya gracias
por su tiempo y sugerencias que aguc{aron a mejorar este proyecto. A los ProFesoresJ
Biol. | _uis ]:clipc Santos y M. en C. Ma. I:_ugcnia Heres gracias por todo lo que me
han ensefiado, por su Pacicncia, agucla Yy conscjos siempre acertados.

A] M. en C Angcl Duran gracias por su aﬁuc}a en el analisis estadistico de este
trabajo.

A una parte fundamental en mi vida, mi papa. (sracias por todos tus esfuerzos y
brindarme tu confianza, por saber guiarme hasta donde estoy y darme la fuerza
necesaria para seguir adelante.{] e amo!

A Car!a gracias por apoyarme en mis decisiones, soportar mis cambios de humor y
estar siempre para mi en los momentos (Jhciciles, por ser mi co’mplice, maestra y mcjor

amiga. i | e amo sistal



A mis Familiares, abuclos, tios, Pt‘imos por apoyarme e interesarse en mi. Mi carifio Yy
gratituc{.

A Eduarclo, gracias por haber formado parte de mi vida en un momento tan
imPor’can’ce, por tu apoyo y por mostrarme que nunca es suFiciente, que sicmpre
Podemos c{ary hacer mas. iTC quiero mucho Yy "Nos veremos en el futuro”!

A mis amigas Mabcl, Rocio y Diana gracias por todos los afios de amistad, por
ComPartir tan bonitos y divertidos momentos, por apoyarme y animarme. For seguir
conmigo a pesar que el tiempo pase y las cosas cambien. i| as quiero!

A mi mejor amiga iYurg gracias por todo! por las risas interminables, por estar a mi lado
enlos peores momentos y sobre todo por tener siempre las Palabras correctas, aunque
no siemPre sean las que quiero escuchar. iTe quiero mucho!

A Moe gracias por escucharme y apoyarme siemPre, por tus conscjos y regafios, por
ser una motivacion para no temer a hacer cosas nuevas. iAmiga te quiero!

A Rodolmco gracias por tu amistad inconclicional, por tu gran nobleza y por comPar‘tir
conmigo momentos realmente imPortantcs.

A Aldo gracias por estar conmigo a lo largo de la carrera y haber formado un buen
equipo, por tu ayucla y porque a pesar de todo sigues demostrandome que Pucc{o
contar contigo. ilTe quierol!

A mis compaﬁeros de laboratorio, Lalo, JaCkg, Manucl, Lorcna, Andy, Sandy, Migucl
Angcl y Brcnda gracias por su aguc{a Yy consejos. Forque sin ustedes, seguro no

hubiera sido tan divertido.



CONTENIDO

INAICE @ TABIAS ....vvecececececececectcecect ettt aeaae 1]
INAICE A FIGUIAS ..viveeieeeececeee ettt n sttt st tes e s st eeenenas 1
INAICE A GrAfICAS ..vvivieeiececececeeee ettt ettt eae e e et reneas \Y
Lista de abreviaturas ... Vi
RESUIMEN ...ttt sttt ettt e he e et s bt e st e e s bt e e ab e e sbeesabeesateeabeesabeebeesabeenbeenaee 1
INTRODUGCCION .....vuieiriiaieieseiseseteeseseees sttt ees 2
RESVEIATION .. 3
Metabolismo y biodisponibilidad del RES.........ccccocviiiiiiciiie e 6
Absorcidn, transporte, metabolismo y excrecion del RES...........cccoeveeeiiieeiccciieeeens 8
Reacciones redox del RES ........cooiiiiiiiiiiie et 10
4-nitroquinolina 1-0Xido (4-NQO).......ueeeeeiiiiie et sree e e e erae e e e raaeeeeaes 10
Estrés oxidativo y especies reactivas de OXiZENO0 ........coovvceivveeeeeeeeieeciiirreeee e 12
ANTECEDENTES ...ttt sttt ettt et esae et esae e e b e e sbe e e bt e sareeabeesnneenneennee 14
Efecto modulador del RES al dafio en @l DNA.........ccooiiiiirieieeeeeeeeee e 14
Efecto protector del RES ...ttt e et e e e e e e 15
Efecto pro-oxidante del RES............uuiiiiiiiee e e e e e e e 16
Efecto 2enOtOXICO AEI RES....oooiii ittt et e e e e e e st re e e e e e e e e e eanes 16
JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt ettt ettt et b ettt esetesesesesesesesene 18
HIPOTESIS ...ttt 18
OBJETIVOS. ...ttt ettt et ea e bt e st e e bt e e ab e e bt e saseenbeeeabeesseeeabeesnneenneennee 18
LCT=T o =T - | F TP UP SR USPTOPRURROPI 18
PartiCUIAIES ettt 18
MATERIALES Y METODOS ......cvvvieieieevetetseeeeae ettt ae bbbt aesenas 19
QUUITNICOS ittt ettt et e e e bt e e e bt e e s be e e sbeeesaneeesnbeeeenns 19
27 T0] [0} =4 olo L3R PUSUPR 19
Cultivo y propagacioén de las cepas de Drosophila melanogaster ..............cuueee...... 20
Cruza estandar (CE) y colecta de hUBVOS ........ccuveeeeiciiiie e 20



DiseN0 eXPEriMENTAl.....ciiiiiiiiee e s e e e aaee e s 20

Diseccion, montaje y revision de alas ........ccccveeeeeiiiiee e 21
ANAliSis @STAdISTICO .. uvvieiiiiiiiiie e 22
RESULTADOS ...ttt ettt ettt sit e st e sttt s e e st esae e e st e saeesab e e saneeaseesnneeneesaneens 24
TeStiZ0OS AiSOIVENTES ....vveiiiiiie e s e e e s aaeee e s 25
RESVEIALIO e 27
A-NQUO .ottt ettt ettt e bt e ea bt e bt e sate e beeehte e bt e eateebeesateen 28
4-NQO y co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo negativo..........cccceeeveecveennnnns 30
Co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo poSitivo ........ccceeveeeceeeeiieeecirieeeieeeene 31
DISCUSION ..ottt ettt 33
TeStig0S AISOIVENTES ....eeiiiiieeee e e e e e e rer e e e e e e e neaeaees 33
RESVEIALION ...ttt et s bt esabee e sanee s 33
A-NQUO ..ottt b et e b e e a et e bt e st e e be e e ae e e bt e eneeebeenareea 35
4-NQO y co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo negativo...........ccceeeveecreennnnns 36
Co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo poSitivo ........cceceveeecreeeeiieeescieeecieeene 36
CONGCLUSIONES ...ttt ettt ettt ettt ettt bt e st e e s bt e st e e saeesabeesbteesbeenateenbeesateenbeenaes 39
REFERENCIAS. ...ttt sttt et st s et et e s e s n e e s e e n e e smeeeneennneeas 40
ANEXO |ttt sttt et sttt e e he et e s ae e e b e e e an e e be e sat e e beeenreeneenaee 54
Metabolismo XENODIGTICO ......coviiiieiiieeeeeeee e 54
REACCIONES dE FASE | ...eiiiiiiiiiieiiee e s 54
CItocromos PA50 .........eiiiiiiiiiiiiiiic i 55

ReaCCIiONES d@ FASE 11 ...coiiiiiiiiieiieeee e 55
ANEXO ettt ettt et e st e n e et n e e n e s et e n e eer e nnneeas 57
Drosophila MelanogaSter.............uueei oo eccciieeiee ettt e e e e e e e 57

Ciclo de vida de Drosophila melanogaster ...........ccccueeeeeieeeieciiiiveeeeeeeeeeeccirvreeeeeeeen 58

Discos imaginales de Drosophila melanogaster ..............ccccvueeeeeeeeiecccciiieeeeeeeeeeeenns 59
ANEXO 1ttt sttt et s e et e s ae e e bt e saeesabeesateebeesaeeeabeesnteenneennee 60

Prueba de mutacidn y recombinacion somatica (SMART) en ala de Drosophila

013 o T Lo e Lo 1 1 =1 (USRI 60



Pérdida de heteroCigOSiS. ... uuuiiiiiiiiiiiiiiiee et areee s 62

indice de tablas

Tabla 1. Principales fuentes de RES ...ttt st st s s 3
Tabla 2. Efecto modulador del RES al dafio en el DNA ........c.cooiirieeneircereere e 14
Tabla 3. Efecto protector del RES ... e e 15
Tabla 4. Efecto pro-oxidante del RES .......ccceuiiiiieisier ettt n e 16
Tabla 5. Efecto genotOXico del RES .........cviiiiiicece e e r v s e 16
Tabla 6. Tratamientos crdnicos (48 h) administrados a larvas de tercer estadio ............... 21

Tabla 7. Resumen de resultados obtenidos de SMART en ala de Drosophila
melanogaster cruza eStANdar (CE) .......cocceoeeeieeeeeeeeiet et ere e s eresaeeaeebe et sreenas 24

Tabla 8. Marcadores expresados en ala de Drosophila melanogaster .............cceecuecueunnen. 60

indice de figuras

Figura 1. Estructura quimica del trans-resveratrol y cis-resveratrol ..........c..cccoeeveeverenennee 5

Figura 2. Moléculas blanco del RES. Moléculas implicadas en la actividad

anti-proliferativa, citotoxica, citostatica y apoptética del RES .........ooveveeveeveee e, 6
Figura 3. Estructura quimica de los andlogos y principales metabolitos del RES .............. 8
Figura 4. Vias de absorcion, transporte, metabolismo y excrecion del RES .............c.o...... 9
Figura 5. Mecanismo CitotdXico del RES ...ttt et e s eens 10
Figura 6. Estructura del 4-NQO y sus Metabolitos .......ccveceveeneeee e et 12
Figura 7. Vias del metabolismo xenobidtico y sus efectos ........cccuvivinineveieiiecieiie e, 56
Figura 8. Cromosomas de Drosophila melanogaster ..............ooeeeeeeeeevevveiveeseseereesvvnseesann 57
Figura 9. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster ...............eevcesveeveevveeeveiveeieiiresvensen, 58

Figura 10. Morfologia, localizacion y estructuras del adulto a las que dan lugar los
discos imaginales de Drosophila melanogaster ...........eeeeeenenieieeieeee e eeeseeerseseenes 59

Figura 11. Diferentes tipos de clones y sUS VariaCiones .........ceuvevereereereeneeienesiesessessessenenns 61



Figura 12 a. Eventos genéticos que ocasionan la pérdida de heterocigosis de los
marcadores flr’ y mwh y su consiguiente expresion fENOtIPICA ... ewreereecorereeeeerseeeeeeenees 63
Figura 12 b. Eventos genéticos que ocasionan la pérdida de heterocigosis de los

marcadores flr’ y mwh y su consiguiente expresion feNOtiPICa .....ewveweeeerseereesereeeenn. 64

Indice de graficas

Grafica 1. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales

por individuo después de los tratamientos, EtOH 1%, Acetona 2% y

Acetona 2%/EtOH 1% comparados contra el testigo Agua mMiliQ .....cccccvvevevevreeeviirecrennnn. 26
Grafica 2. Distribucion acumulada del tamafio de clones mwh por individuo

después de los tratamientos EtOH 1%, Acetona 2% y Acetona 2%/EtOH 1%

comparados contra el testigo AgUA MIlIQL ....cceeceeceeciiec e e 26
Grafica 3. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por

individuo después de los tratamientos RES (2.5, 10 y 40 ug/mL) comparados

CONEra €l tESTIZO ELOH 196 .oonvecre ettt st sttt ee e ebsen e et sae s aeraen s s aensenneen 27
Grafica 4. Distribucidon acumulada del tamafio de clones mwh por individuo

después de los tratamiento RES (2.5, 10 y 40 pug/mL) comparados contra el testigo

EEOH 196 ettt ettt ettt et st s et st e b e e e b et e st e n e et 28
Grafica 5. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por

individuo después del tratamiento 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/ EtOH 1%.

comparado contra el testigo 4-NQO (2 MM) ACELONA 2%  ....cveveverereerererirece e 29
Grafica 6. Distribucion acumulada del tamafio de clones mwh por individuo

después del tratamiento 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1% comparado contra

el testigo 4-NQO (2 MM ) ACELONA 2%  ..oovveereeeeeeireerecteeeree et et esr st saesae s aerses e e nes 29
Grafica 7. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales

por individuo después de los co-tratamientos con 4-NQO (2mM) Acetona 2%/

EtOH 1% y RES (2.5, 10 y 40 pg/mL) comparados contral el testigo Acetona 2%/

EEOH 196 ettt st e e s e e e s e e e e e e e e 30



Grafica 8. Distribucion acumulada del tamafo de clones mwh por individuo

después de los co-tratamiento con 4-NQO Acetona 2%/EtOH 1%y RES (2.5, 10y 40
ug/mL) comparado contral el testigo Acetona 2%/EtOH 1% .......ceeeeeveeeveeeeeereneeereereeerens 31
Grafica 9. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por

individuo después de los co-tratamiento con 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/

EtOH 1%y RES (2.5, 10 y 40 pug/mL) comparado contra el testigo 4-NQO (2 mM) Acetona
2%/EEOH 1% oottt ettt st st sae b s ettt b s bt ea st eteen et ebennsnene 32
Grafica 10. Distribucion acumulada del tamafiio de clones mwh por individuo

después de los co-tratamiento 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1% y RES (2.5,

10 y 40 pg/mL) comparado contra el testigo 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH ............... 32



Lista de abreviaturas

Ac- 4HAQO: 4-Acetoxiaminoquinolina 1-
oxido.

A549: Células epiteliales alveolares
humanas.

Caco-2: Células intestinales humanas.
c¢DDP: Cisplatino.

CE: Cruza estandar.

CHO: Células de ovario de hamster chino.

CYP450: Citocromo P450.

EtOH: Etanol.

fl: Marcador flare.

GRX: Células de murino.

HL-60: Linea celular promielitica de
leucemia humana.

HOCL: Acido hipocloroso.

HR: Humedad relativa.

H,0,: Peréxido de hidrégeno.

K-S: Prueba de Kolmogorov - Smirnov
K562: Linea celular de leucemia
mieldgena.

MDA-MB-231: Linea celular de

adenocarcinoma de mama.

mwh: Marcador multiple wing hair.
NaAsO,: Arsenito de sodio.

®NO: Radical de éxido nitrico.

nm: Nanometros.

®OH: Radical hidroxilo.

ONOO: Peroxinitrito.

®0,.: Radical superdéxido.

RES: Resveratrol.

®RO: Radical alcoxilo.

®ROO0: Radical peroxilo.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.
RNS: Especies reactivas de nitrégeno.
SMART: Prueba de mutacién y
recombinacién somatica.

STS: Estilbeno sintetasas.

URE: Uretano.

4-HAQO: 4-Hidroxiaminoquinolina 1-
oxido

4-NQO: 4-Nitroquinolina 1-6xido.

80HdG: 8-hidroxidesoxiguanosina

\



RESUMEN

Ya que el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial debido, entre
otros factores, a la exposicidon constante a xenobidticos, se ha recomendado el consumo
de determinadas sustancias naturales con el objetivo de impedir o revertir el proceso de
carcinogénesis. El resveratrol (RES) comiunmente encontrado en la piel de uvas rojas y
vino tinto, es una fitoalexina producida por una gran variedad de especies de plantas en
respuesta a situaciones estresantes, y reportado por sus propiedades quimiopreventivas,
debidas a sus efectos apoptéticos, anti-proliferativos y anti-inflamatorios. Sin embargo,
también se han descrito efectos pro-oxidantes por parte de este polifenol. En el presente
trabajo, se evalud el efecto del RES solo y en co-tratamiento con 4-NQO, un carcinégeno
sintético, en la prueba SMART en ala de Drosophila melanogaster, cruza estandar (CE).
Hembras virgenes de la cepa flare (fIr’ / TM3, Bd®) fueron cruzadas con machos de la cepa
multiple wing hair (mwh / mwh), se realizaron tres experimentos independientes con tres
repeticiones, donde larvas de tercer estadio (72+4 h) fueron alimentadas crénicamente
con tratamientos de RES (2.5, 10 y 40 pg/mL) disuelto en EtOH 1%, agua Mili Q como
testigo negativo, EtOH 1% y Acetona 2%/EtOH 1% como testigos disolventes y 4-NQO (2
mM) disuelto ya sea en Acetona 2% (4-NQO-Ac) o en Acetona 2%/EtOH 1% (4-NQO-Ac-
OH) como testigos positivos. El tratamiento con RES 2.5 pg/mL aumento
significativamente la frecuencia de manchas grandes lo que indica un efecto genotoéxico
directo. Por otra parte al hacer la comparacién entre los co-tratamientos RES (2.5, 10 y 40
ug/mL) con (4-NQO-Ac-OH) contra el testigo (4-NQO-Ac-OH), los co-tratamientos RES 10 y
40 pg/mL mostraron diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de
manchas pequeiias, lo que indica un efecto genotdxico tardio por parte de éstos. Por lo
que se concluye que el mecanismo de accién del RES depende de la concentracidn
utilizada, ademas de que el RES no ejercidé efecto protector contra el dano provocado por

4-NQQO sino que lo incrementé.

Palabras clave: genotdxico, pro-oxidante, quimioprevencidn, xenobiético.



INTRODUCCION

El cancer es la primera causa de muerte en paises econdémicamente desarrollados y
segunda causa en paises en desarrollo (Jemal et al., 2011). Alrededor del mundo una de
cada ocho muertes son debido a este padecimiento (Blecher et al, 2011). En México es la
tercera causa de muerte y cada afio se suman mas de 128 mil casos (Secretaria de Salud,
2013). Esta enfermedad se caracteriza por el crecimiento y propagacién descontrolada de
células anormales y se presenta después del dafio permanente al DNA, provocado por
factores genéticos y/o ambientales (Malcolm, 2001; Ferreira, 2006). Entre ellos la
exposiciéon a xenobidticos, que son compuestos quimicos que no forman parte de la
composicion de los organismos vivos (Fetzner, 2013). Los xenobidticos son
frecuentemente sustancias lipofilicas que entran facilmente a las células; estos
compuestos se hacen mas hidrofilicos mediante un proceso llamado biotransformacion,
que involucra principalmente la oxidacién, llevado a cabo por enzimas de la Fase |y
conjugacién con grupos polares por enzimas de la Fase Il (Anexo I). Sin embargo, esta
transformacién puede conducir a la formacién de radicales de oxigeno altamente
reactivos y otras moléculas que interactuan facilmente con el DNA, convirtiendo un
compuesto pro-cancerigeno en cancerigeno (Signorelli y Ghidoni, 2005).

Uno de los xenobidticos mas estudiados debido al dafio que provoca al material genético
es el 4-NQO, derivado de la quinolina que puede inducir aductos, rompimientos de una
sola hebra, sitios abasicos, dimeros de pirimidina u oxidacién de bases (Winkle y Tinoco,
1978).

Con el objetivo de prevenir el proceso de carcinogénesis se ha recomendado el consumo
de determinados agentes quimicos, naturales o sintéticos, empleados en |Ia
quimioprevenciéon que han demostrado actividad antimutagénica, antiproliferativa y/o
antioxidante en mayor o menor medida (Martinez, 2000).

Los antioxidantes se encuentran ampliamente distribuidos de manera natural en las
plantas, siendo los polifenoles los mas abundantes en nuestra dieta. Estos polifenoles
pueden proteger a las células contra dafio oxidativo, por lo tanto, disminuir el riesgo de

varias enfermedades degenerativas asociadas con estrés oxidativo causado por la



sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), entre éstas, el cancer (D’Archivio
et al., 2007; Tsao, 2010). Sin embargo, también se han descrito efectos pro-oxidantes de
estos compuestos polifendlicos, produciendo alteraciones en los procesos fisiolégicos de
las células (Elbling et al., 2005; D’Archivio et al., 2007).

Actualmente existe mucho interés en el resveratrol (RES) ya que, como compuesto

polifendlico, parece tener efectos benéficos para la salud (Frémont, 2000).

Resveratrol

El resveratrol (RES) es una fitoalexina presente en una amplia variedad de especies de
plantas, donde su sintesis es inducida por factores externos de estrés (radiacion
ultravioleta, infecciones fungicas, lesiones, etc.) (Asensi et al., 2002). Este polifenol es
consumido comunmente en la dieta humana, se encuentra abundantemente en las uvas
(Vitaceae ssp) y vino tinto, también estd presente en los ardndanos (Vaccinium spp.),
grosellas (Vaccinum spp.), las moras (Morus spp.) y los cacahuates (Arachis hypogaeaq)

(Tabla 1) (Suenaga et al., 2008; Soleas et al., 1997; Sato et al., 2000).

Tabla 1. Principales fuentes de RES (Modificado Baur y Sinclair 2006).

Fuente Concentracion Presencia de

trans-resveratrol otros polifenoles

Vino tinto 0.1-14.3 mg/L cis-resveratrol, trans-piceido y cis-piceido
por lo general a concentraciones mas bajas.

Vino blanco <0.1-2.1 mg/L trans-piceido y cis-piceido
Jerez Generalmente <0.1 mg/L
Uvas 0.16-3.54 pg/g trans-piceido es predominante en

concentraciones de 1.5-7.3 mg/g.




Piel de uvas
secas

Jugo de uva
roja

Jugo de

arandano

Arandanos

Cacahuates

Pistaches

24.06 pg/g (media)

0.50 mg/L (media)

~0-2 mg/L

Hasta ~ 32 ng/g

0.02-1.92 ug/g

0.09-1.67 pg/g

trans-piceido y cis-piceido a
concentraciones de 42.19 pg/gy 92.33 pg/g
respectivamente.

trans-piceido, cis-piceido y cis-resveratrol a
concentraciones de 3.38 mg/L, 0.79 mg/Ly
0.06 mg/L respectivamente

Cis-resveratrol a concentraciones de ~ 0.03
mg/L

La estructura del RES consiste en dos anillos fendlicos unidos por un doble enlace que

forman el 3, 5,4'-trihidroxiestilbeno, este doble enlace es el responsable de las formas

isoméricas cis y trans del RES (Figura 1) (Trela y Waterhouse, 1996).

La forma mas abundante es el trans-resveratrol.

El cis-resveratrol no se encuentra

disponible comercialmente, sin embargo el isémero trans puede ser convertido a cis si se

expone a la luz solar o artificial debido a que el RES es un compuesto extremadamente

fotosensible (Amri et al., 2012; Gambini et al., 2013). Ambos isémeros pueden tener

efectos bioldgicos distintos (Gambini et al., 2013).
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Figura 1. Estructura quimica del trans-resveratrol y cis-resveratrol (Tomado de Gambini et al.,
2013).

El RES fue aislado por primera vez de la raiz de Polygonum cuspidatum, planta utilizada en
la medicina tradicional Oriental como un agente antiinflamatorio (Amri et al., 2012).

El RES tiene extensas propiedades bioldgicas, incluyendo actividad antioxidante vy
antiproliferativas, asi como proteccion cardiovascular. Por lo tanto, el RES exhibe
numerosos mecanismos de accion diferentes y puede actuar sobre un gran ndmero de
moléculas blanco (Figura 2) (Suenaga et al., 2008; Shakibaei et al., 2009).

Las propiedades benéficas del RES son atribuidas a su habilidad de eliminar radicales
libres, lo que disminuye el estrés oxidativo inducido por quimicos carcindgenos y suprime
la lipoperoxidacién. Incluso, se ha demostrado que inhibe la activacion transcripcional de
algunos citocromos P450, enzimas que participan en el metabolismo de xenobiéticos e
inducen enzimas de Fase Il (Cadenas y Barja, 1999; Bhat y Pezzuto, 2002; Belguendouz et
al., 1997). Ademas inhibe la proliferaciéon celular, induce apoptosis y bloquea la progresion

del ciclo celular en diversos tipos de lineas celulares (Walle et al., 2004).
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Figura 2. Moléculas blanco del RES. Moléculas implicadas en la actividad anti-proliferativa,
citotdxica, citostatica y apoptodtica del RES (Modificado de Shakibaei et al., 2009).

Metabolismo y biodisponibilidad del RES

El grado de absorcion del RES puede ser evaluado por las concentraciones presentes en
plasma, del total de RES consumido via oral; su ingestién en humanos conduce a una
concentracion 2 uM y una vida media de 6.5 a 14.9 h (Delmas et al., 2006).

El RES posee un metabolismo que conduce a la produccién de sulfatos, glucurénidos, y
hasta cinco metabolitos distintos presentes en la orina: monosulfato de resveratrol, dos
formas isoméricas de monoglucurénido de resveratrol, dihidroresveratrol monosulfato y
dihidroresveratrol monoglucurénido, presentando el procesos de conjugacién en los
grupos hidroxilo (Walle et al., 2004; Cottart et al., 2010; Walle 2011). Los sitios de
glucuronidacién en la molécula del RES se han establecido en las posiciones 3 y 4’. De la
misma manera el principal sitio de sulfatacién es en la posicién 4’ (Learmonth, 2003;
Walle, 2011). Mientras que la glucuronidacién fue considerada la principal via de
conjugacién, estudios recientes aseguran que la sulfatacion es mas importante en

humanos (Walle et al., 2004; Boocock et al., 2007).



La cuantificacion del RES libre en plasma de humanos fue descrito por primera vez por
Soleas y colaboradores en 2001. Sin embargo, recientemente se han medido
indirectamente el total de metabolitos conjugados del RES, donde se determind
glucurénidos y sulfatos en humanos mediante tratamientos enzimdticos con
glucuronidasa o arilsulfatasa (Cottart et al., 2010).

Boocock y colaboradores (2007) identificaron dos monosulfatos conjugados, un disulfato,
dos mono glucurénidos y un glucurénido-sulfato en humanos después de la ingesta oral
de 1 g de RES.

En muestras de orina colectadas de cinco voluntarios después del consumo de vino los
principales metabolitos detectados fueron cis-resveratrol-4’-sulfato, cis-resveratrol-3-O-
glucurénido vy cis-resveratrol-4’-O-glucurénido (Urpi et al., 2007). Sin embargo, no hay
informacién que indique si estos metabolitos son el resultado del metabolismo del cis-
resveratrol o de la isomerizacidn del trans-sulfato o de glucurénidos conjugados (Cottart
etal., 2010).

Una vez en el torrente sanguineo, los metabolitos pueden ser sometidos a la fase Il del

metabolismo con las conversiones que se producen en el higado (Crozier et al., 2009).
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Figura 3. Estructura quimica de los andlogos y principales metabolitos del RES. A) Resveratrol-3-O-
B-D-glucdsido  (piceido), B) Resveratrol-3-sulfato, C) Resveratrol-3-O-glucurénido y D)
Dihidroresveratrol (Modificado de Baur y Sinclair, 2006).

Absorcidn, transporte, metabolismo y excrecién del RES

La absorcion y transporte del RES ha sido estudiado en gran cantidad de modelos (Figura
5). Experimentos con intestino de rata perfundido in vitro muestran que el yeyuno y en
menor medida el ileon estan implicados en la absorcidn de éste (Kuhnle et al., 2000).

La mayor parte del RES es metabolizado principalmente como glucurdnido y también
como sulfatos conjugados. La cantidad total de RES y los conjugados que cruzan el epitelio
intestinal es sdlo 6% del total del RES perfundido (Kuhnle et al., 2000). Mientras que en
estudios in vivo, por ejemplo, en ratones alimentados con RES por via oral se ha
demostrado que hasta el 75% del contenido ingerido es absorbido y el resto es eliminado
en las heces (Soleas et al., 2001).

Estudios in vitro muestran que el RES es metabolizado por células intestinales y se libera
de los enterocitos de manera conjugada. En células intestinales humanas (Caco-2) fue
liberado principalmente como conjugado sulfatado y sélo una minima cantidad como
glucurdnido conjugado. Mientras que en ratas la mayoria del metabolismo del RES,
implica la glucuronidacién (Kaldas et al., 2010; Kuhnle et al., 2000; Soleas et al., 2001).

La conversién del RES en conjugados hidrofilicos puede facilitar su entrada en el terrente
sanguineo, su difusidon por todo el cuerpo, y lo mas importante su excrecién (Signorelli y

Ghidoni, 2005). Estudios in vivo muestran que después de la administracién oral del RES,
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formas conjugadas de éste aparecen en plasma. El higado y la vesicula biliar filtran el RES y
sus metabolitos procedentes de la circulacion donde son transportados al intestino a
través de la bilis (Bertelli et al., 1998; Marier et al., 2002).

En modelos animales se ha mostrado que la excrecion renal del RES comienza en cuestién
de horas después de la ingesta y aumenta a lo largo de las proximas 12 a 24 h. En el rifidén
el RES esta presente principalmente en su forma natural, mientras que en la orina, la

mayoria de los compuestos presentes estan en su forma conjugada (Vitraca et al., 2003).
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Figura 4. Vias de absorcidn, transporte, metabolismo y excrecién del RES. C°RES; resveratrol-3-O-
B-glucosido  (piceido), U'RES; resveratrol-3-sulfato, C©‘“RES, resveratrol-3-O-f-glucurénido.
(Modificado de Signorelli y Ghidoni, 2005).



Reacciones redox del RES

Como otros polifenoles, el RES puede sufrir un proceso de auto-oxidacién lo que implica la
produccién de O, y H,0, y una mezcla de semiquinonas y quinonas que pueden llegar a
ser citotdxicas (Sang et al., 2007).

Estos eventos de auto-oxidacién o degradacion son muy importantes, ya que el RES
oxidado podria generar complejos con otras moléculas como iones de cobre.
Aproximadamente 20% de cobre se encuentra en el nucleo de las células y esta
estrechamente asociado con las bases de DNA en particular con guanina (Hadi et al., 2010;
Agarwal, 1989).

El mecanismo citotéxico del RES, probablemente involucra la movilizaciéon de iones de
cobre. En primer lugar, el RES se somete a oxidacién en presencia de Cu (ll), de hecho el
producto oxidativo del RES es un dimero, y la transferencia inicial de electrones genera la
reduccion de Cu (Il) a Cu (I) (Figura 6). Ademds de que la molécula de RES oxidada puede
generar complejos con el cobre, los cuales son capaces de fragmentar al DNA (Hadi et al.,

2010).

Radical fenoxilo del
- resveratrol

OH AU A

OH, A AUA
S — Dimero

DNA
OH H

Figura 5. Mecanismo citotdxico del RES (Modificado de Alarcdn de la Lastra y Villegas, 2007).

4-nitroquinolina 1-6xido (4-NQO)

El 4-NQO es un carcinégeno sintético derivado de la quinolina, soluble en agua, sensible a
la luz y a altas temperaturas. Es usado para estudiar las diversas etapas de carcinogénesis

oral, ya que es capaz de inducir secuencialmente las fases de ésta (Wilkey et al., 2009).
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El 4-NQO se comporta de manera similar a la radiacién ionizante, provocando ruptura de
cadena sencilla de DNA y a la luz ultravioleta, debido a las lesiones que provocan y a sus
diversos sistemas de reparacién, a menudo ha sido referido como agente mimético de la
luz UV (Kondo y Kato, 1968; lkenaga et al., 1975a). Los aductos inducidos por 4-NQO vy los
dimeros de pirimidina inducidos por rayos UV, son reparados de la misma manera, por
escision de nucleétidos (Sanear y Sanear, 1988).

La accién de este quimico carcindgeno es iniciada por la reduccidn enzimatica de su grupo
nitro (Figura 7) (Nagao y Sugimura, 1976; Kitano, 2000). La reduccién del cuarto electrén
resulta en 4-hidroxiaminoquinolina 1-6xido (4-HAQO), el cual puede ser el metabolito
carcinégeno mas préximo del 4-NQO y estd implicado en la formacién de aductos en el
DNA y de 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG), el cual es el responsable del dafio oxidativo
(Tada y Tada, 1975; Kohda et al., 1991; Arima et al., 2006). Se ha sugerido que el 4-HAQO
in vitro es capaz de generar ROS, como radical superdxido (*O,) y el peréxido de hidrégeno
(H203°) (Ishizawa y Endo, 1967; Sugimura et al., 1968; Hozumi, 1969).

Cuando el 4-NQO es metabolizado a 4-acetoxiaminoquinolina 1-6xido (Ac- 4HAQO),
agregandole un grupo acilo, puede unirse al DNA produciendo monoaductos quinolina-
purina en las posiciones N-2 (3-(deoxiguanosin-N-yl)-4-aminopurina 1-6xido) C-8 (N-
(deoxiguanosin-C3-yl)-4-aminoquinolina 1-6xido) de guanina y N-6 (3-(deoxiadenosin-N°-
yl)-4-aminoquinolina 1-6xido) de adenina (Nagao y Sugimura, 1976; Galiegue-Zouitina et
al., 1985).

El mecanismo de accién del 4-NQO es a través de la generacion de ROS y de especies
reactivas de nitrégeno (RNS) tales como radicales superdxido, perdxido de hidrégeno y
oxido nitrico, los que inducen estrés oxidativo intracelular (Nunoshiba y Demple, 1993).
ROS/RNS dafian directa e indirectamente a las macromoléculas, incluyendo el DNA,
predominantemente con la union entre los residuos de guanina, lo que produce aductos
(Kanojia y Vaidya, 2006).

Se ha demostrado que el 4-NQO induce apoptosis a través de vias de sefalizacion

mitocondrial dependientes de p53 resultante del dafio al DNA (Han et al., 2007). P53 es un
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factor supresor de tumores activado en respuesta a estrés celular para mediar la

apoptosis (Burns y El-deriry, 1999).

0,
NHOH NH,
v d
0 o )
4-Nitroquinolina- 4-Nitropiridina- 4-Hidroxiaminoquinolina-
1-Oxido (4-NQO) 1-Oxido (4-NPO) 1-Oxido (4-HAQO)
NO,” NO NOH NH,
4-Nitro radical anién 4-Nitrosoquinolina- Radical nitréxido 4-Aminoquinolina-
1-Oxido 1-Oxido

Figura 6. Estructura del 4-NQO y sus metabolitos (Modificado de Nunoshiba y Demple, 1993).

Estrés oxidativo y especies reactivas de oxigeno

El estrés oxidativo es conocido por estar relacionado con la patogénesis de enfermedades
relacionadas con el estilo de vida, incluyendo hipertensién, diabetes mellitus,
enfermedades isquémicas y tumores malignos; es perjudicial ya que existe una excesiva
produccién de radicales libres, que son atomos, moléculas o compuestos altamente
inestables, frecuentemente referidos como ROS y RNS los cuales atacan a las moléculas
bioldgicas: lipidos, proteinas y DNA (Yoshikawa y Naito, 2002; Valko et al., 2006).

La generacion intracelular de ROS comprende principalmente al radical superéxido (0, *)

y al radical de o6xido nitrico (NO®) que se incrementan durante la exposicién a
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contaminantes, luz UV y radiacidn ionizante (Figura 8)(Winterbourn, 2008; Kunwar y
Priyadarsini, 2011).

Los radicales NO® y O, * son convertidos a radicales oxidantes como radicales hidroxilo
(*OH), radicales alcoxi (RO®), radicales peroxilo (ROO®) y oxigeno singulete (* 0,) mediante
reacciones de transformacién. Algunos radicales son convertidos a oxidantes moleculares
como perodxido de hidrégeno (H,0;), peroxinitrito (ONOQO’) y acido hipocloroso (HOCI)
(Kunwar y Priyadarsini, 2011).

Bajas concentraciones de ROS son esenciales para las funciones fisiolégicas, tales como
expresion génica, crecimiento celular y defensa contra infecciones (Droge, 2002). Sin
embargo, a altas concentraciones las membranas celulares son vulnerables a la oxidaciéon
por ROS debido a la presencia de dcidos grasos insaturados en sus componentes lipidicos,
causando lipoperoxidacién, lo que provoca el entrecruzamiento de las proteinas y el
cambio en la fluidez de la membrana y la formacidn de aductos, que son perjudiciales para
el funcionamiento de la célula (Beckman y Ames, 1997).

Las proteinas pueden sufrir dafos directos o indirectos tras la interaccién con ROS,
resultando en cambios en su estructura terciaria, degradacion proteolitica y
fragmentacion. Los productos de la oxidacién de proteinas son carbonilos como aldehidos
y cetonas (Beckman y Ames, 1997; Kunwar y Priyadarsini, 2011).

Aunque el DNA es estable, la interacciéon con ROS puede provocar la modificacién de las
bases de polinucledtidos, la ruptura de las cadenas sencilla y doble, depurinacidn, daiho en
la desoxirribosa y en los sistemas de reparacién del DNA (Beckman y Ames, 1997).

La consecuencia del dano al DNA es la modificacion del material genético, resultando en

muerte celular, mutagénesis o carcinogénesis (Kunwar y Priyadarsini, 2011).
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ANTECEDENTES

Recientemente se han referido en la literatura cientifica al RES por sus propiedades anti-

inflamatorias, anti-oxidantes y anti-proliferativas (Tablas 2 y 3), sin embargo, también se

han reportado efectos citotdxicos y pro-oxidantes de este compuesto, dependiendo de las

concentraciones utilizadas (Tablas 2, 4y 5).

Tabla 2. Efecto modulador del RES al daino en el DNA

Resultados

Autor y afio

De Salvia et adl.,
2002.

Ensayo cometa y aberraciones
cromosomicas en células de
ovario de hamster chino (CHO).

El RES “per se” no induce daio al
DNA.

El co-tratamiento RES/H,0, a
concentraciones de 11 y 22 pg/mL
no aumentd el dafo inducido por
H,0,.

La administracion de RES (11 y 22
pug/mL) en pre-tratamiento parece
reducir el dafio inducido por H,0,.

Pre-tratamiento con RES a |la
concentracion mas alta (44 pg/mL)
incrementd el porcentaje de
aberraciones cromosdmicas.

Chan y Chang,
2006.

Ensayo de ROS en células K562.

El RES a concentraciones de 100 vy
200 pM incrementd el estrés
oxidativo inducido por altas
concentraciones de etanol (250-400
mM).

Concentraciones de RES de 10 y 25
MM inhibieron la apoptosis inducida
por el etanol.

14




Mitrut et al., 2009.

Ensayo de micronucleos
cultivo de células
adenocarcinoma gastrico.

en | EI RES indujo micronucleos de
de | manera dosis-dependiente (10 y 20

pg/mL)  en células expuestas
durante 72 h.

El RES disminuyd la frecuencia de
micronucleos a concentraciones de
5 ug/mL expuestas durante 48 h.

Chenetal., 2013.

Ensayo cometa y ensayo de | Concentraciones de 1 y 5uM

micronucleos en células
adenocarcinoma epitelial
pulmdén humano (A549).

de | ejercieron efectos benéficos,
de | disminuyendo el dafio al DNA vy el

nivel de estrés oxidativo,
promoviendo la  viabilidad 'y
proliferacién  en  células de
adenocarcinoma epitelial de
pulmén humano expuestas a
NaAsO,.

El RES a concentracion de 20 uM
inhibid la supervivencia de células
de adenocarcinoma epitelial de
pulmén humano expuestas a
NaAsO,.

Tabla 3. Efecto protector del RES

Autor y afio

Attia, 2012.

Ensayo

Ensayo cometa y ensayo de
micronucleos en células de
somaticas y germinales de
ratén.

Resultados

Pre-tratamiento con RES (50 y 100
mg/kg) en células de ratdn, redujo
significativamente la genotoxicidad y
apoptosis inducida por cisplatino
(cDDP). Asegurando que el efecto
protector por parte del RES es mas
efectivo a altas dosis.
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Tabla 4. Efecto pro-oxidante del RES

Autor y afio

Zheng et al., 2006.

Ensayo
Determinacién de dafio
oxidativo al DNA en la linea
celular HL-60.

Resultados

RES (44 pg/mL) en presencia de Cu(ll)
indujo dafio al DNA.

Meira et al., 2013.

Analisis de estrés oxidativo
en células hepaticas.

Tratamientos con RES incrementaron
la produccién de especies reactivas de
oxigeno en células de murino (GRX)
expuestas a 24 y 120 h de tratamiento,
de manera dosis-dependiente (0.1, 1,
10 y 50 uM) (0.022, 0.22, 2.28 y 11.4
pug/mL). Ademas el tratamiento con la
dosis mas alta de RES
cantidad de células vivas.

redujo la

Tabla 5. Efecto genotoxico del RES

Autor y afio
Matsuoka et
2001.

al.,

Ensayo
Ensayo de aberraciones
cromosémicas, ensayo de
micronucleos y ensayo de
intercambio de cromatides
hermanas en células de
pulmoén de hamster chino.

Resultados

El RES aberraciones

cromosomicas

produjo

estructurales y
aneuploidias a concentraciones de 2.5-
20 ug/mL.
micronucleadas y polinucleadas bajo

Indujo células

las mismas concentraciones en células
expuestas a 48 h de tratamiento.

El RES provocd un retraso en el ciclo
celular a la concentracién de 10 pg/mL.

El RES intercambio  de

cromatides hermanas de manera dosis-

indujo

dependiente a las concentraciones de
2.5,5y 10 pg/mL.
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Schmitt et al., 2002.

Ensayo de micronucleos en
células de linfoma de ratén,
en células de hamster chino
y en células de
adenocarcinoma de mama

(MDA-MB-231).

El RES indujo micronucleos,
desplazamiento de

metafdsicos y toxicidad en células de

cromosomas

linforma de raton.

Induccion de micronucleos en células
de hamster Chino.

Inhibicion en crecimiento de células
MDA-MB-231.

Ahmad et al., 2005.

Anadlisis de dafio al DNA
inducido por RES-Cu (II) en
plasmidos.

En plasmidos tratados con RES o
RES/Cu (ll) se incremento el porcentaje
de mutaciones por delecion.

La frecuencia de mutaciones aumenté
en plasmidos tratados con RES y Cu (ll)
simultdneamente, de manera dosis-
dependiente (2.28-45.6 pg/mL).

Gomez, 2013.

SMART en ala de
Drosophila  melanogaster,

cruza estandar.

El RES presentd efectos genotéxicos a
las concentraciones 2.5, 10 y 20 pug/mL
sin relacién concentracién-respuesta,
siendo la menor concentracién la que
mostré mayor efecto.

Silva, 2013.

SMART en ala de
Drosophila  melanogaster,

cruza estandar.

El RES mostré ser genotdxico y capaz
de modular la genotéxicidad del URE.
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JUSTIFICACION

Debido a que se ha propuesto que el consumo de productos naturales reduce el riesgo de
carcinogénesis, en los ultimos anos se le ha atribuido al RES gran cantidad de beneficios
para la salud, tales como propiedades antioxidantes y quimiopreventivas. Varias empresas
farmacéuticas han lanzado al mercado diferentes presentaciones de este producto
incrementando su consumo, es por esto, el interés de evaluar los efectos biolégicos de

este posible quimioprotector contra los efectos de un agente cancerigeno.

HIPOTESIS

En funcion de las referencias que reportan los efectos benéficos del RES, se esperaria
encontrar disminucion del dafio provocado por 4-NQO gracias al efecto antioxidante y/o

antimutagénico del RES en el ensayo SMART.

OBIJETIVOS

General

4+ Evaluar el efecto protector del RES en co-tratamiento con un agente mutagénico y

cancerigeno en la prueba de ala de Drosophila melanogaster (cruza estandar, CE).

Particulares

+ Determinar el efecto del RES a diferentes concentraciones (2.5, 10 y 40 ug/mL).
4+ Comparar el dafio provocado por 4-NQO disuelto en acetona 2% contra el 4- NQO

disuelto en acetona 2% / EtOH 1%.
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MATERIALES Y METODOS

Quimicos

4+ Resveratrol (RES). C14H1,0s. Aislado de Yucca periculosa (Baker) y donado por la Dra.
Ana Maria Garcia Bores del Laboratorio de Fitoquimica, de la Unidad de Biotecnologia
y Prototipos (UBIPRO) de la FES lIztacala, UNAM.

4+ 4-Nitroquinolina 1-6xido (4-NQO). CgHgN,05. CAS 56-57-5, pureza 97%. Sigma- Aldrich
(Saint Louis, MO, EE.UU).

4+ Etanol. C;HgO. CAS 64-17-5, pureza 99%. ©Merck KGaA (Darmstadt, Alemania).

4+ Acetona. C3HgO. CAS No. 67-64-1, pureza 99.9%. Sigma- Aldrich (Saint Louis, MO,
EE.UU.).

4+ Entellan. CAS 1.07961. ©Merck KGaA (Darmstadt, Alemania).

4+ Solucién conservadora. (5 mL de Tegosept 12% (EtOH), 5 mL de acido propidnico:

acido ortofosférico (1:10) aforados a 1 L de agua) (Duefias et al, 2002).

Biologicos
+ Cepas de Drosophila. melanogaster. (Anexo 1) Donadas originalmente por el Dr.
Ulrich Graf del Instituto de Toxicologia (Swiss Federal Institute of Tecnology) y de la
Universidad de Zurich, Schwerzenbach, Suiza y mantenidas en el Laboratorio de
Genética Toxicoldgica de la FES Iztacala, UNAM.
+ flare® (fI/TM3, Bd")
4+ multiple wing hair (mwh/mwh)
4+ Medio instantaneo Drosophila (DIM, por sus siglas en inglés). Se obtuvo de Carolina
Biological Supply Co (Burlington, North Carolina, EUA).
4+ Hojuelas de papa deshidratada Maggie®. Medio de cultivo estandar.

+ Levadura fresca activada. La Florida®, sacarosa y agua para colecta de huevos.
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Cultivo y propagacion de las cepas de Drosophila melanogaster

Las cepas flare® y multiple wing hair se mantuvieron y propagaron a una temperatura de
25° Cy 65 % de humedad relativa (HR), en frascos de vidrio de 250 mL previamente
esterilizados conteniendo 5 g de hojuela de papa hidratada con 20 mL de solucién

conservadora, la cual sirve como bactericida y fungistatico (Duefias et al., 2002).

Cruza estandar (CE) y colecta de huevos

El aislamiento de 200 hembras virgenes de la cepa flare® y 100 machos de la cepa multiple
wing hair, se llevd a cabo. En seguida se colocaron en frascos de vidrio con medio de
hojuela de papa y solucion conservadora a una temperatura de 25° Cy 65% de HR para la
realizacion de la cruza estandar. Posteriormente, las moscas fueron trasvasadas a frascos
de vidrio con levadura fresca durante 8 h, a total obscuridad, 25° C y 65% de HR, estas
condiciones son necesarias ya que la expresién del marcador mwh se ve afectado por
cambios constantes de temperatura y una alta humedad permite la produccién de un gran
numero de huevos, ademas de evitar la desecacion del medio (Graf, 1986; Graf y Singer,
1992). Tres dias después, se recuperaron larvas de tercer estadio (72 + 4 h de edad)
diluyendo la levadura con agua corriente a 25° C y haciéndola pasar por una coladera de

acero inoxidable de malla fina.

Diseio experimental

Tres experimentos independientes con tres réplicas cada uno se realizaron, donde se
agregaron las larvas recuperadas en tubos de ensayo con 0.5 g de DIM hidratado con 2 mL

de las diferentes soluciones. Los tratamientos evaluados se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Tratamientos crdnicos (48 h) administrados a larvas de tercer estadio. Siendo 10 pg/mL
de RES la concentracidén encontrada en plasma humano (Cottart et al., 2010), por lo que se decididé
utilizar una concentracién mayor (40 pg/mL) y una menor 2.5 ug/mL).

Testigo Negativo Testigos | Testigos Positivos | Testigos RES ~ Co-tratamientos

Disolventes

Agua miliQ EtOH 1% 4NQO (2.0 mM) RES 2.5 pg/mlL RES 2.5 pg/mL  +
Acetona 2% EtOH 1% 4Nao
cetona (0} (0} (20 mM)

Acetona 2%/EtOH 1%

Acetona 2% 4NQO (2.0 mM) RES 10 pg/mL RES 10 pg/mL +4NQO
(2.0 mM)

) 0,
Acetona 2%/EtOH | EtOH 1% Acetona 2%/EtOH 1%

1%

Acetona 2%/ EtOH RES 40 pg/mL RES 40 pg/mL + 4NQO
(2.0 mM)

19 EtOH 19
% tOH 1% Acetona 2%/EtOH 1%

Los tubos con los diferentes tratamientos se incubaron a 25°C hasta que emergieron los

adultos. Estos se colectaron y almacenaron en frascos con EtOH al 70%.

Diseccion, montaje y revision de alas

Posteriormente se recuperaron los imagos, se separaron aquellos que presentaban alas
con fenotipo silvestre (genotipo mwh + / + fIr’), cuidando la proporcién 1:1 entre machos
y hembras, a los que se les desprendieron las alas para realizar preparaciones
permanentes con Entellan®, dejandolas secar durante 24 h.

Las alas se revisaron a 40x bajo estricto control, registrando la frecuencia y tipo de clones
(pequefias, grandes y gemelas) para los marcadores mwh y fIr’ (Graf et al., 1984). Para la
lectura de las laminillas, a cada tratamiento se le asignd una clave para evitar el prejuicio

en la revision.
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Analisis estadistico

Un minimo de 55 individuos por tratamiento se reviso, ya que segun Freiy Wiirgler (1995)
éste es el tamafio Optimo de la muestra para obtener resultados estadisticamente
significativos.

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el programa SMART para PC (Frei y
Wairgler, 1988) que evalua estadisticamente las frecuencias de las manchas en las alas
mediante la prueba no paramétrica de ji* para proporciones (de una cola), con un grado

de libertad y una probabilidad de < 0.05.

El andlisis permite decidir si la frecuencia de manchas inducidas en los tratamientos tiene
un diagnéstico positivo, débil positivo, negativo o indeciso, con base en las siguientes
hipdtesis:
4+ Hipétesis nula (Ho): La frecuencia de mutacién (inducida + espontanea) de los
individuos tratados no es significativamente mayor a la frecuencia del testigo
negativo.
4+ Hipdtesis alternativa (Ha): La frecuencia de mutacion (inducida + espontanea)
de los individuos tratados es m veces mayor que la frecuencia del testigo
negativo (Graf et al., 1984). Donde m es el factor de multiplicacion utilizado
para realizar este analisis estadistico, indicando cuantas veces debe
incrementarse el nimero de eventos de los tratamientos, con respecto al
testigo para considerar una respuesta positiva y basado en el incremento que

la radiacion provocaria.

Las manchas pequefias (1-2 células) son mds comunes, por lo que predominan en relacidn
con la frecuencia de manchas grandes (>3 células) y las manchas gemelas (expresion de
los marcadores flr3 y mwh en clones adyacentes). De esta manera, para considerar un
incremento significativo en la frecuencia de manchas pequenas y totales (se obtiene las
suma de todas las manchas, debido a que la contribucidn de las manchas pequefias es

predominante) se utiliza m=2, mientras que para las manchas grandes y gemelas m=5 por
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ser menos comunes. Por lo que son posibles las siguientes cuatro decisiones (Frei y
Wirgler, 1988).

+ Aceptar Ho y rechazar Ha: negativo

4+ Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo

+ Rechazar Ho y rechazar Ha: débil positivo

4+ Aceptar Ho y aceptar Ha: indeciso

A los resultados indecisos o débiles positivos, obtenidos con SMART para PC (Frei y
Wairgler, 1988) se les realizé la prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon, que considera
la variabilidad entre los individuos y no requiere una distribucion normal de los datos
(prueba no paramétrica) con modificaciones para una o dos colas para datos individuales,
usando el programa estadistico STAT-Graphics version 6.0, con una p menor o igual a 0.05

(Freiy Wiirgler, 1995).

Para el analisis de las distribuciones del tamafo de los clones mwh se aplicé la prueba de
Kolmogorov - Smirnov (K-S). Esta es una prueba no paramétrica que permite medir el
grado de concordancia entre dos distribuciones, comparando las frecuencias acumuladas
de una distribucién con las de otra. Cuando el valor de p < 0.05 los resultados indican que
hay diferencias significativas entre ambas distribuciones y por lo tanto una distribucion es

diferente a la otra.
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RESULTADOS

Al comparar los resultados obtenidos de los ensayos con los diferentes tratamientos y sus
testigos no se observaron diferencias, por lo que los datos fueron agregados.
En la tabla 7 se muestra el resumen de dichos resultados después de analizar la frecuencia

de manchas por individuo.

Tabla 7. Resumen de resultados obtenidos de SMART en ala de Drosophila melanogaster (Anexo
I1) cruza estandar (CE), después de que larvas de (72 * 4 h) fueran alimentadas con RES (2.5, 10 y
40 pg/mL) solo y en co-tratamiento con 4-NQO (2 mM), usando como testigos negativos Agua
miliQ, EtOH 1%, Acetona 2% y Acetona/EtOH 1%.

Tratamiento Numero Manchas por individuo (nimero de manchas) diagnéstico estadistico*

(Concentraci6n) de Manchas Manchas Manchas Manchas

individuos pequefias grandes gemelas totales
(1-2 células) (> 2 células)
m=2 m=5 m=5 m=2

Cruza Estandar (CE)

A. Testigos disolventes

Agua 58 0.45 (26) 0.07 (4) 00.0 (0) 0.52 (30) 30
EtOH 1% 118 054 (58 - 005 (5 - 000 (0) - 058 (63) - 63
Acetona 2% 60 038 (23) - 007 (4 - 000 (0) - 045 (27) - 27
Acetona2%/EtOH 60 042 (25) - 003 (2) - 002 (1) - 047 (28) - 28

1%

B. Resveratrol

EtOH 1% 108 0.54 (58) 0.05 (5) 0.00 (0) 0.58 (63) 63
RES 2.5 pg/mL 59 0.69 (41) - 0.25 (15 + 0.00 (0) - 095 (56) + 56
RES 10 pg/mL 58 050 (29) - 009 (5 - 000 (0) - 059 (34 - 34
RES 40 pg/mL 60 045 (27) - 010 (6) - 000 (0) - 055 (33) - 33
C.4-NQO

4ANQO (2.0 mM) 60 0.83 (50) 0.40 (24) 0.05 (3) 1.28 (77) 76
Acetona 2%

4NQO (2.0mM) 60 0.80 (48) - 090 (54) + 0.10 (6) - 1.80 (108) - 106

Acetona 2%/ EtOH
1%
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D. 4-NQO y co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo negativo

Acetona 2%/EtOH 60 0.42 (25) 0.03 (2) 0.02 (1) 0.47 (28) 28
1%

4ANQO (2.0mM) 60 0.80 (48) + 0.90 (54)
Acetona 2%/EtOH

1%

+

0.10 (6) + 1.80 (108) + 106

RES 2.5 + 4NQO 60 057 (34) - 075 (45 + 005 (3) - 137 (82) + 78
(2.0 mM)
RES 10 + 4NQO 60 1.07 (64) + 0.85 (51) + 0.5 (9) + 2.07 (124) + 124
(2.0 mM)
RES 40 + 4NQO 60 1.07 (64) + 082 (49) + 0.02 (1) - 1.90 (114) + 113
(2.0 mM)

E. Co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo positivo

4NQO (2.0 mM) 60 0.80 (48) 0.90 (54) 0.10 (6) 1.80 (108) 106
Acetona2%/EtOH

1%

RES 2.5 +4NQO 60 057 (34) - 075 (45 - 005 (3) - 137 (82) - 78
(2.0 mM)

RES 10 + 4NQO 60 1.07 (64) + 085 (51) - 015 (9) - 2.07 (124) - 124
(2.0 mM)

RES 40 + 4NQO 60 1.07 (64) + 082 (49) - 0.02 (1) - 190 (114) - 113
(2.0 mM)

*Diagnostico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988, 1995) comparados con su testigo
correspondiente: -, negativo; +, positivo; m, factor de multiplicacion de riesgo minimo para
asignar un resultado positivo (p< 0.05).

Testigos disolventes

Al comparar los disolventes EtOH 1%, Acetona 2% y Acetona 2%/ EtOH 1% con el testigo
negativo agua miliQ, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia de manchas por individuo (Tabla 7-A y Gréfica 1). Sin embargo, cuando se
compard la distribuciéon acumulada de clones mwh de los testigos disolventes se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (Gréfica 2), lo que sugiere que

hubo una alteracién del ciclo celular en la larva por parte de dichos disolventes.
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Grafica 1. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por individuo después de los
tratamiento Agua miliQ, EtOH 1%, Acetona 2% y Acetona 2%/EtOH 1%.
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Grafica 2. Distribucién acumulada del tamafio de clones mwh por individuo después de los
tratamientos Agua miliQ, EtOH 1%, Acetona 2% y Acetona2%/EtOH 1%. Donde 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-
32, 33-64, -128, -256 y >256 es el numero células somaticas mutantes y ( *) sefiala que la distribucion
del tamano de clones de los tratamientos fueron significativamente diferentes con respecto al testigo
Agua miliQ.
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Resveratrol

Al comparar los tratamientos de RES (2.5, 10 y 40 pg/mL) contra el testigo EtOH 1%, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas sélo con el tratamiento de RES 2.5
en manchas grandes y totales (Tabla 7-B y Grafica 3). No obstante, en la comparacién de la
distribucion acumulada de clones mwh, todos los tratamientos con RES mostraron

diferencias significativas (Grafica 4).

o 17
309 -
=
50.8 -
[
=0.7 A i1
20.6 - | -
©
805 -
=)
€03 —
<
.90.2 1
§0.1 1
= 0 T T T 1
=)
E Pequefias Grandes Gemelas Totales
Tipo de Mancha
HMEtOH 1% ®RES2.5 HMRES 10 mRES 40

Grafica 3. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por individuo después de los
tratamientos EtOH 1% y RES (2.5, 10 y 40 pg/mL). Donde ( * indica que el tratamiento incrementd la
frecuencia de manchas con respecto al testigo EtOH 1%.
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Grafica 4. Distribucion acumulada del tamafio de clones mwh por individuo después de los
tratamientos EtOH 1% y RES (2.5, 10 y 40 ug/mL). Donde 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-64, -128, -256 y
>256 es el nimero células somaticas mutantes y (*) sefala que la distribucion del tamafio de clones

de los tratamientos fueron significativamente diferentes con respecto al testigo EtOH 1%.

4-NQO

Al contrastar si hubo diferencias entre el tratamiento 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1%
respecto al 4-NQO (2 mM) Acetona 2%, sélo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de manchas grandes (Tabla 7-C y Gréfica 5). De la misma
manera, resultd estadisticamente significativo al comparar la distribucion acumulada de

clones mwh (Grafica 6).
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Grafica 5. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por individuo después de los
tratamientos 4-NQO (2 mM) Acetona 2% y 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/ EtOH 1%. Donde (*) indica
incremento en la frecuencia de manchas del con respecto al testigo 4-NQO (2 mM) Acetona 2%.
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Grafica 6. Distribucién acumulada del tamafio de clones mwh por individuo después de los
tratamientos 4-NQO (2 mM) Acetona 2% y 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1%. Donde 1, 2, 3-4, 5-8,
9-16, 17-32, 33-64, -128, -256 y >256 es el numero células somaticas mutantes y ( *) sefala que la
distribucion del tamafio de clones de los tratamientos fueron significativamente diferentes con
respecto al testigo 4-NQO (2 mM) Acetona 2%.
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4-NQO y co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo negativo

Al comparar la frecuencia de manchas de los co-tratamientos RES (2.5, 10 y 40 ug/mL) con
4-NQO (2 mM) y el tratamiento 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1% contra el testigo
negativo Acetona 2%/EtOH 1%, se obtuvo que en manchas pequefias, todos los
tratamientos excepto el co-tratamiento RES 2.5 upg/mL mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Por otra parte en manchas gemelas se obtuvieron los
mismos resultados en el tratamiento con 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1% y el co-
tratamiento con RES 10 pg/mL. A su vez las frecuencias de manchas grandes y totales
mostraron que todos los tratamientos tuvieron diferencias respecto a su testigo negativo
Acetona 2%/EtOH 1% (Tabla 7-E Graéfica 9). Ocurriendo lo mismo en la comparacién de la
distribucién acumulada de clones mwh de los tratamientos antes mencionados, con

respecto al testigo negativo Acetona 2%/EtOH 1% (Grafica 10).
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Grafica 7. Frecuencia de manchas pequeiias, grandes, gemelas y totales por individuo después de los
co-tratamientos 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/ EtOH 1% y RES (2.5, 10 y 40 pg/mL). Donde (*) indica
incremento estadisticamente significativo del tratamiento con respecto al testigo Acetona 2%/EtOH
1%.
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Grafica 8. Distribucion acumulada del tamafio de clones mwh por individuo después de los co-
tratamientos 4-NQO Acetona 2%/EtOH 1% y RES (2.5, 10 y 40 pug/mL). Donde 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32,
33-64, -128, -256 y >256 es el numero células somaticas mutantes y ( *) sefiala que la distribucién del
tamafio de clones de los tratamientos fueron significativamente con respecto al testigo Acetona
2%/EtOH 1%.

Co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo positivo

Al hacer la comparacién entre los co-tratamientos RES (2.5, 10 y 40 pg/mL) con 4-NQO (2
mM) contra el testigo 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH1%, los co-tratamientos RES 10
pug/mL y 40 pg/mL mostraron diferencias estadisticamente significativas sélo en la
frecuencia de manchas pequeiias (Tabla 7-D y Gréfica 7). Sin embargo, en la comparacion
de la distribucién acumulada de clones mwh, todos los co-tratamientos presentaron

diferencias (Grafica 8).
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Grafica 9. Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por individuo después de los
co-tratamiento 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/ EtOH 1% y RES (2.5, 10 y 40 pg/mL). Donde ( *) indica
incremento estadisticamente significativo del tratamiento con respecto al testigo 4-NQO (2 mM)
Acetona 2%/EtOH 1%.
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Grafica 10. Distribucién acumulada del tamafio de clones mwh por individuo después de los co-
tratamientos 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1% y RES (2.5,10 y 40 pg/mL). Donde 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16,
17-32, 33-64, -128, -256 y >256 es el nimero células somaticas mutantes y (*) sefiala que la
distribucion del tamafio de clones de los tratamientos fueron significativamente con respecto al testigo
4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1%).
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DISCUSION

Testigos disolventes

Los tratamientos EtOH 1%, Acetona 2% y Acetona 2%/ EtOH 1% no mostraron diferencias
significativas en la frecuencia de manchas respecto al agua, entonces podemos asegurar
que estos disolventes no tuvieron ningun efecto genotdxico a esas concentraciones (Tabla
7-A; Grafica 1). Sin embargo, se presentaron diferencias significativas en la distribucién del
tamafio de clones mwh en todos los tratamientos antes mencionados, lo que indica que
alteraron la divisién celular (Grafica 2). Segin McClure y colaboradores en 2011, en larvas
de Drosophila melanogaster, el EtOH (5% y 10%) altera la divisién celular tanto de cerebro
como de discos imaginales, reduciendo significativamente el tamafno de las larvas debido a
la disminucion de la proliferacién celular. Igualmente, desde 1962 Pace y Elliott probaron,
en cultivos de células de piel humanas, que la acetona a concentraciones de 10ug/mL
mostraba una clara inhibicion celular. Pese a los resultados reportados, en este trabajo la

acetona fue utilizada para disolver el 4-NQO ya que no era posible hacerlo con EtOH.

Resveratrol

A diferencia de Chen y colaboradores que en 2013 establecieron que concentraciones de
RES de 5.7 ug/mL y menores no presentaban ningun efecto citotdxico, en este trabajo se
encontrd que los tratamientos con RES mostraron diferencias significativas con respecto al
testigo EtOH a la concentracion 2.5 pug/mL de RES, en el tipo de manchas grandes, lo que
también se vio reflejado en la frecuencia de manchas totales (Tabla 1-B; Grafica 3). Esto
nos indica que esta concentracion de RES indujo un efecto genotdxico directo. Este
estudio confirma los resultados reportados previamente por Gomez (2013) quien
encontrod esta concentracion (2.5 ug/mL) positiva en manchas pequefias y grandes, por lo
tanto, también en totales. Esto, también coincide con los resultados obtenidos por
Schmitt y colaboradores que en el afio 2002 probaron la misma concentracién de RES en

células de linfoma de ratdn y observaron una induccidn significativa de micronucleos. Ellos
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sugieren que el RES podria inhibir el ensamblado del microtubulo y asi provocar
alteraciones mitdticas. En el mismo trabajo, en la linea celular MDA-MB-231, encontraron
inhibicién en el crecimiento, lo que de acuerdo con Chen y colaboradores podria estar
relacionado con el dafio en cromosomas

Ademas, Mitrut y colaboradores en el 2009 evaluaron la actividad genotdxica del RES en
células de adenocarcinoma gastrico, mostrando una induccién dosis-dependiente de
micronucleos, donde se presentd una alta frecuencia a las concentraciones de 10 y 20
pug/mL de RES. Estos micronucleos se forman debido a una ruptura cromosdémica, los
fragmentos de los cromosomas pueden no estar incluidos en los nucleos de las células
hijas tras la division y asi formar los micronucleos en el citoplasma de estas células.
Posteriormente, Matsuoka y colaboradores, en el 2001 determinaron que el RES indujo,
en la linea celular CHL, aberraciones cromosdmicas, principalmente intercambio y ruptura
de cromatides, de manera dosis-dependiente (2.5-20 pg/mL), donde la concentracion mas
elevada también mostré inhibicion de la proliferacién celular. Ademas, revelaron que el
RES es capaz de pruducir aberraciones cromosdmicas numéricas, mientras que las células
con aneuploidia incrementaron con los tratamientos de RES 10 pg/mL a 48 hy 5.0 y 10
ug/mL a 72 h de tratamiento.

Por otra parte, Chan y Chang, en el 2006, estudiaron en ensayos in vitro que el RES en pre-
tratamientos, a concentraciones 2.5-6.0 pug/mL inhibia la activacién de la caspasa-3
inducida por altas dosis de etanol (200 mM), mientras que a altas concentraciones (20-40
pug/mL) el RES parecia aumentar la apoptosis. Esta Ultima referencia apoyarian los
resultados obtenidos en el presente trabajo en el que no se encontd efecto genotdxico a
las concentraciones 10 y 40 pg/mL.

Recientemente Meira y colaboradores (2013) también demostraron in vitro que
tratamientos con RES (11.4 pg/mL) reducian significativamente la viabilidad de las células
GRX, reduciendo considerablemente la sobrevivencia y densidad poblacional de éstas,
mientras que los tratamientos con 17 y 22 ug/mL resultaron en la muerte de todas las
células a lo largo de los tiempos establecidos para estos tratamientos (24 y 120 h). Lo que

indica que exite un efecto dosis-dependiente del RES con respecto a la supervivencia y
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viabilidad de las células. Igualmente mostraron que los tratamientos entre 0.22 y 11
ug/mL de RES, expuestos a 24 h provocaron un efecto pro-oxidante dosis-dependiente en
las células GRX. Resultados similares encontraron en las células GRX tratadas durante 120
h, en este caso, el RES también promovié efectos prooxidantes desde la dosis mas baja

(0.022 pg/mL).

4-NQO

La carcinogenicidad del 4-NQO puede ser provocada por aductos en el DNA,
principalmente en bases de guanina y en menor medida en bases de adenina, después de
ser metabolizado a 4-hidroxiaminoquinolina 1-6xido que provoca dafio oxidativo
mediante la formacién de 80HdG (Galiégue-Zouitina et al., 1985; Bailleul et al., 1898;
Arima et al., 2006).

El emparejamiento de 8 OHdG con adenina, asi como con citosina, durante la replicacién
del DNA deriva en transversiones. De hecho estas mutaciones son predominantes en
tumores inducidos por 4-NQO (lde et al., 2001). Asi mismo, induce estrés oxidativo
intracelular, dando como resultado mutaciones y ruptura de cadenas de DNA, similares a
las alteraciones genéticas provocadas por los carcindgenos del tabaco (Kanojia y Vaidya,
2006; lkenaga et al., 1975b; Kim et al., 2006).

En este trabajo se encontré al tratamiento con 4-NQO (2 mM) Acetona 2%/EtOH 1% mas
genotodxico que el testigo 4-NQO (2 mM) sin EtOH (Tabla 7-C; Gréfica 5). Se propone que la
combinacidn de acetona y etanol hicieron mas soluble al compuesto, lo que provocé mas
dano en las células. Por su parte LeBlanc y Surprenant, en 1983, probaron que la acetona
presenta toxicidad aguda, ya que redujo signicativamente la supervivencia de Daphnia
magna (pulgas de agua) expuestas a diferentes concentraciones de ésta. Sumado a esto,
el EtOH es metabolizado a acetaldehido, que parece ser el mecanismo mads importante
por el cual el consumo de alcohol induce céncer (Brooks y Theruvathu, 2005). Seguln
Woutersen y colaboradores, en 1986, la exposicion a acetaldehido incrementa

significativamente la incidencia de tumores nasales, esto hace evidente que éste puede
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tener por si solo un efecto carcinégeno. Por otro lado, Obe y Anderson, en 1987, revelaron
que la exposicidn a acetaldehido incrementa la frecuencia del intercambio de cromatidas
hermanas y aberraciones cromosdmicas en células de mamifero, incremento en la
induccion de cromatidas hermanas es considerado una medida de genotoxicidad
extremadamente sensible (Hengstler et al., 2003). La lesién mds conocida y mejor
estudiada en el DNA a consecuencia del acetaldehido es el aducto N2-etil-2’-
desoxiguanosina (N2-etil-dG), resultante de la reaccion de acetaldehido vy

desoxinucledsidos (Brooks y Theruvathu, 2005).

4-NQO y co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo negativo

Como era de esperarse, en este ensayo la mayoria de los tratamientos resultaron positivos
respecto al testigo Acetona 2%/EtOH 1%, a excepcidn del co-tratamiento 4-NQO/RES (2.5
ug/mL), ya que en manchas pequefias y gemelas (Tabla 7 E; Gréfica 9) no se encontraron
diferencias significativas con respecto al testigo negativo, lo que podria interpretarse
como un efecto protector del RES a esta concentracidn. Sin embargo, al compararlo con el
testigo 4-NQO, no se encontraron diferencias significativas, aunque se observé una
tendencia a la disminucidn en la frecuencia de manchas. Por otro lado, si consideramos
que a esta concentracion el RES resulté genotdxico (como se muestra en la Tabla 7-B;
Grafica 3), esta disminucidn podria ser consecuencia del efecto pro-oxidante del RES
(Alarcén de la Lastra y Villegas, 2007) y/o debido a la apoptosis inducida por el 4-NQO
(Hana et al., 2007). De la misma manera podria explicarse la disminucion en la frecuencia

de manchas gemelas, para el co-tratamiento 4NQO/RES (40 ug/mL).

Co-tratamientos RES/4-NQO contra testigo positivo

En este ensayo se muestra que los co-tratamientos de RES 10 pg/mL con 4-NQO (2 mM) y
RES 40 pg/mL con 4-NQO (2 mM) resultaron positivos solamente en manchas pequefias

(Tabla 7-E; Grafica 7), lo que muestra un efecto genotdxico tardio por parte de éstos. Lo
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cual se opone a los datos obtenidos por Attia, en 2012, quien encontré utilizando el
ensayo cometa que, cuando se administraban diferentes dosis de RES (50 y 100 mg/kg) en
pre-tratamiento a ratones éste disminuia el dafo al DNA provocado por cDDP,
reduciendo la frecuencia en el rompimiento de hebras, encontrando que a dosis mas altas
habia una reduccidén mas efectiva. Por otra parte Attia (2012) encontrd en el ensayo de
micronulcleos una ligera proteccién por parte del RES, sin embargo, ésta no fue
estadisticamente significativa en comparacion con el cDDP solo. Ademads al suministrar
dosis altas de RES (100 mg/kg) antes del tratamiento con cDDP, habia una disminucién en
la genotoxicidad, reduciendo aberraciones cromosdmicas inducidas por cDDP en
espermatogonias. Mientras que en espermatocitos tratados con ambas dosis de RES (50 y
100 mg/kg), se encontré que el RES redujo la frecuencia de aberraciones cromosdmicas
inducidas por cDDP.

Por su parte, Chen y colaboradores en 2013 encontraron que el RES a bajas
concentraciones (0.22 y 1.14 pg/mL) en co-tratamientos con NaAsO; (30 uM) mostrd
efecto protector en células de adenocarcinoma epitelial de pulmén humano.

De acuerdo con lo anterior, en la prueba de micronucleos, encontraron que en co-
tratamientos con dosis bajas de RES (0.22 y 1.14 pg/mL) existia una clara disminucion en la
frecuencia de micronucleos. Asi mismo, encontraron resultados similares en el ensayo
cometa, donde las células fueron sometidas a las mismas condiciones, en la exposicion de
células a NaAsO, y bajas concentraciones de RES (0.22 y 1.14 pg/mL) se redujo
significativamente el dafio al DNA inducido por NaAsO,, demostrado por la reduccion de la
longitud del cometa.

Por otro lado, nuestros resultados concuerdan con lo registrados por Chen vy
colaboradores en 2013, donde sometieron a lineas celulares A549 a co-tratamientos con
diferentes concentraciones de RES y NaAsO, (30 pM), el cual eleva la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), encontrando que el co-tratamiento con RES 2.28
ug/mL mostraba una ligera inhibicion del crecimiento celular, lo que representa un posible
mecanismo involucrado en el dafno al DNA (Mei et al., 2003). Mientras que

concentraciones mas elevadas de RES (4.56 pg/mL) aumentaron la citotoxicidad de
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NaAsO, mostrando efecto inhibitorio en la viabilidad de las células. Por otro lado, esta
misma concentracion, también parecié incrementar significativamente la proliferacién
celular, comparado con NaAsO, solo. Mediante el ensayo cometa, determinaron que el
dafio inducido al DNA por NaAsO, fue agravado a altas concentraciones de RES (4.56
pug/mL), esto debido al incremento en los niveles de ROS (Chen et al., 2013). Bajo las
mismas condiciones, encontraron, en el ensayo de micronucleos, incremento en la
frecuencia de células micronucleadas.

De Salvia y colaboradores en 2002, también evaluaron el efecto genotoxico del RES, al
someter células de ovario de hamster Chino (CHO) a tratamientos con H,0, para
provocarles aberraciones cromosdmicas y después afadir RES a diferentes
concentraciones (11, 22 y 44 ug/mL), obteniendo un evidente incremento en el porcentaje
de células anormales con la concentracién mas alta (44 pg/mL). Cuando las células fueron
pre-tratadas con RES, se presentd un incremento de aberraciones cromosdmicas de
manera dosis dependiente. El indice mitético fue fuertemente afectado,
independientemente de las concentraciones de RES empleadas, tal como se obtuvo en
este trabajo

En 2006 Zheng y colaboradores probaron que el RES a altas concentraciones (44 pg/mL)
puede ser pro-oxidante en presencia de Cu (ll), al inducir daifio al DNA en la linea celular
HL-60. Mientras que Ahmad y colaboradores en 2005 encontraron que el RES es capaz de
unirse al cobre presente en la cromatina y formar un complejo que lleva a la generacién
de ROS. Mostrando que la frecuencia de mutaciones era mayor en plasmidos tratados con
RES y Cu (ll) simultdneamente, en comparacién con mutaciones espontaneas,
presentando un comportamiento dosis- dependiente (2.28, 4.56, 11.4, 22.8, 34.2 y 45.6
pug/mL) en la frecuencia de las mutaciones. También revelaron que en los tratamientos
con RES, solo o en presencia de Cu (ll), resultd un incremento en el porcentaje de
mutaciones por delecién. En casi todas las concentraciones de RES probadas con Cu (ll) el
porcentaje de mutaciones por delecion fue el mas alto, a las minimas concentraciones de
RES (2.28, 4.56 y 11.4 pg/mL), las inserciones fueron casi ausentes, sin embargo, se

encontraron incrementadas a altas concentraciones (34.2 y 45.6 ug/mL).
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CONCLUSIONES

+

Los testigos disolventes y el RES tuvieron efecto en la divisién celular, ya que la

distribucion del tamafo de clones mwh fue alterada.

El dafio provocado por el mutdgeno 4-NQO es agravado cuando éste es disuelto con

EtOH y Acetona; se propone que esto favorecid su entrada a las células.

El tratamiento RES 2.5 pug/mL aumentod significativamente la frecuencia de manchas

grandes, lo que indica que este compuesto provoca un efecto genotdxico temprano.

El mecanismo de accion del RES parece ser diferente dependiendo de la concentracién

utilizada.

Los co-tratamientos RES/4-NQO resultaron positivos con respecto al testigo negativo

en este ensayo, sugiriendo que no se redujo el efecto genotdxico de este cancerigeno.

El RES es capaz de modular la genotoxicidad inducida por el 4-NQO.
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ANEXO |

Metabolismo xenobidtico

Xenobidtico es un término usado para sustancias quimicas extrafias para el cuerpo. Esto
incluye, por ejemplo, componentes de las plantas, medicamentos, pesticidas, fragancias,
aditivos alimenticios, quimicos industriales y contaminantes del medio ambiente. Se ha
estimado que los humanos se exponen de 1 a 3 millones de xenobidticos a lo largo de su
vida (Idle y Gonzdlez, 2007). La mayoria de estos productos quimicos acceden al cuerpo a
través de la dieta, el aire, el agua y administracion de farmacos (Martins y Vasconcelos,
2009).

Ante la exposicidon a xenobidticos el higado juega un papel central, ya que previene la
acumulacién de una amplia gama de compuestos, convirtiéndolos en moléculas mas
polares, incrementando su solubilidad para después ser excretadas. El metabolismo de
xenobidticos requiere multiples transformaciones bioquimicas, lo que puede alterar su
accién y distribucién llevando a su desintoxicacidén y excrecién o aumentando su toxicidad
debido a la activacién del compuesto (Merrick, 2006).

La biotransformacién de xenobidticos usualmente ocurre en dos fases: Fase | que tiene
lugar principalmente en el reticulo endopldsmico liso. Aqui se presentan reacciones de
funcionalizacién que conducen a compuestos mas reactivos y Fase Il que tienen lugar en el
citosol, son reacciones de conjugacidn que conducen a sustancias mas polares y mas
facilmente excretables. En general, en Fase Il el sustrato es un metabolito procedente de
la Fase I, aunque algunos farmacos pueden presentar directamente una reaccién de

conjugacién sin necesidad de pasar por Fase | (Ruiz y Cano, 2013).

Reacciones de Fase |

Estas pueden ser de tres tipos de reacciones: de oxidacién, reduccién e hidrélisis. Las

reacciones mas frecuentes son las de oxidacion y junto con las de reduccion son llevadas a
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cabo por un sistema enzimatico, conocido como sistema de mono oxigenasas del
citocromo P450 (Ruiz y Cano, 2013).
Las reacciones de hidrélisis las llevan a cabo enzimas que actian de manera inespecifica,

que incluyen esterasas, amidasas y proteasas (Ruiz y Cano, 2013).

Citocromos P450

Citocromos P450 (CYPs) engloba una superfamilia de enzimas que tienen la caracteristica
comun de ser hemoproteinas que, en su forma reducida pueden formar complejos con el
monodxido de carbono. En estas condiciones, estos complejos presentan un maximo de
absorcion en el espectro ultravioleta/visible a 450 nm, que es lo que da el nombre al
sistema. Estas enzimas oxidan una enorme variedad de sustratos que incluyen sustancias
endodgenas, farmacos, contaminantes ambientales y otros xenobidticos. Los CYP450s
catalizan reacciones de reduccidn en condiciones de baja tensién de oxigeno (Ruiz y Cano,
2013).

En vertebrados las enzimas de este sistema se localizan principalmente en hepatocitos. En
Drosophila melanogaster se producen principalmente en el tejido graso, el intestino
medio y los tubulos de Malpighi (Yang et al., 2007). Estas enzimas tienen un atomo de
hierro (Fe Il o Fe Ill) en el grupo prostético hemo; la forma oxidada de Fe Ill se une al
xenobidtico, y el complejo resultante acepta electrones del NADPH, proceso catalizado
por una NADPH CYP450 reductasa; como resultado, el Fe lll se reduce a Fe Il y el
xenobiodtico se oxida (Ruiz y Cano, 2013). Estos citocromos tienen la capacidad de

metabolizar una amplia variedad de agentes carcindgenos (Gonzalez y Gelboin, 1994).

Reacciones de Fase Il

Las reacciones de Fase |l son reacciones de conjugacion que en general tienen lugar con
metabolitos procedentes de Fase |. Estan catalizadas por un grupo de enzimas que reciben
el nombre de transferasas (Ruiz y Cano, 2013). Las reacciones que se llevan a cabo en esta

fase son glucuronidacién, sulfatacion, metilacion, acetilacién, conjugacion de glutation y
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conjugacién de aminodcidos. Los productos de conjugacidn de Fase Il son tipicamente mas

hidrofilicos que los compuestos parentales y por lo tanto mas facilmente excretables

(Negishi et al., 2001).

o Fase | Metabolito Fase Il
Xenobiotico — i —
Citocromos
P450
Unidn covalente
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Dario celular Mutacion
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Figura 7. Vias del metabolismo xenobidtico y sus efectos.
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ANEXO 1

Drosophila melanogaster

La mosca de la futa, Drosophila melanogaster, es un organismo modelo en el estudio de
problemas bioldgicos debido a que comparte aproximadamente el 77% de los genes
involucrados en las enfermedades humanas (Reiter et al., 2001). Las principales ventajas
de este organismo se centran fundamentalmente en su tiempo de generacién corto,
abundante descendencia y facil mantenimiento debido a sus reducidas dimensiones
(Amords, 2001).

De las principales caracteristicas que tiene Drosophila, es que en estado larval presentan
cromosomas politénicos en las células de las glandulas salivales, que son cromosomas
interfasicos que sufren ciclos de replicacién donde los homdlogos se unen y las copias de
DNA se organizan de manera continua formando un uUnico cromosoma gigante, lo cual
facilita su observaciéon microscdépica y el andlisis cromosémico (Gonzdlez, 2002).
Drosophila melanogaster posee solamente 4 pares de cromosomas, los cromosomas
sexuales X e Y y tres pares de cromosomas autosémicos (ll, Il y IV). Los cromosomas Y y IV
son pequefios y telocéntricos, por lo que la mayoria de los genes se localizan en los

cromosomas X (1), Il y lll que son metacéntricos y grandes (Gonzalez, 2002).

TR

Figura 8. Cromosomas de Drosophila melanogaster. Hembra y macho respectivamente. (Tomado
de: http://e-
ducativa.catedu.es/44700165/aula/archivos/repositorio//500/567/html/Unidad04/imagenes/133.

ipg)
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Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster es un insecto holometdbolo, es decir, presenta etapas larvarias y
una etapa adulta separada por una etapa de pupa, durante la cual tiene lugar la
metamorfosis completa, su ciclo vital es de 10 dias a 25°C (Amorés, 2001).

El periodo de desarrollo embrionario comienza en el momento de la fecundacion que a
25°C tiene una duracién aproximada de 24 h. Al cabo de este periodo, el embrién rompe
la cdscara del huevo y emerge como larva. Esta larva pasa por tres estadios sucesivos,
durante este periodo las células de las glandulas salivales basicamente no proliferan, sin
embargo crecen de volumen debido a la endoreduplicacion de su material genético. Al
final del tercer estadio larval, 5 dias después, la larva se convierte en pupa e inicia la
metamorfosis. Durante esta etapa los tejidos larvales son degradados, mientras que las
estructuras adultas se formaran principalmente a partir de la reorganizacién de los discos
imaginales (que daran lugar a las estructuras epidérmicas de la cabeza, torax y genitales
externos del adulto) y los histoblastos (que formardan la epidermis abdominal del adulto).
A las pocas horas de vida, la mosca adulta es fértil y se inicia de nuevo el ciclo vital

(Amords, 2001; Curtis et al., 2008).
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Macho

"
Embrion

Pupa ﬂ

Primer
estadio larval

Segundo
estadio larval

Prepupa

-~ —

Tercer
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Figura 9. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. (Tomado de Curtis et al., 2008).
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Discos imaginales de Drosophila melanogaster

Los discos imaginales son estructuras larvarias que daran lugar a los tejidos epiteliales del

adulto de Drosophila melanogaster. Los precursores de estos discos son un conjunto de

células (entre 10 y 40 dependiendo del disco imaginal), que se segregan como

invaginaciones de la epidermis embrionaria y que crecen por mitosis justo hasta antes de

la metamorfosis, incrementando su numero de células (Bate y Martinez, 1991). Las células

de los discos son histolégicamente similares, pero difieren en sus patrones de expresion

génica (Amords, 2001).

Discos imaginales
Glandulas

salivales

Partes de
] - . la boca
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“ Estructuras .
{/ genitales

Figura 10. Morfologia, localizaciéon y estructuras del adulto a las que dan lugar los discos

imaginales de Drosophila (Modificado de Wolper et al., 1998).

59



ANEXO Il

Prueba de mutacion y recombinacion somatica (SMART) en ala de

Drosophila melanogaster

SMART es un ensayo in vivo que determina la genotoxicidad de agentes quimicos
mediante la pérdida de heterocigosis. Este bioensayo hace uso de dos marcadores

recesivos en células de ala en modelos trans heterocigotos mwh +/+flr3 (Graf et al., 1984).

Tabla 8. Marcadores expresados en ala de Drosophila melanogaster.

Marcador ‘ Descripcion ‘ Imagen

. . . .z . . RS roma o B PO e
multiple wing hairs ~ Es una mutacidn recesiva homocigota N I et s T e
. . . . — 3 U PN - T ——,
(mwh) viable. Ubicado en el brazo izquierdo del ..__("?‘-"’Q‘QL;; N
- \‘wé\\:’*\‘t\t"-‘:_ -
cromosoma 3 (3-03). Produce multiples ;i\?‘}?&?: e

. p Lo N e e e e S —

tricomas por célula en lugar de un unico b‘\f‘é e e St

tricoma (Graf et al., 1984).

- .\\ x &
flare Es una mutaciéon recesiva, marcador J* c, ?(* 3}
(fIr) ubicado en el cromosoma 3 (3-38.8) que N ,-'f"" e o P

produce tricomas malformados que ",Fb.,“ N L a
tienen forma de flama. Los alelos :5‘* »f;_ \ it
mutantes de fIr son homocigotos letales. :

Por lo tanto la cepa fIr’ presenta un FIr 3-38.8
cromosoma balanceador portador de

multiples inversiones y un marcador

dominante que es letal en homocigosis

(fI’/TM3, Bd®: Third Multiple 3, Beaded-

Serrate) (Graf et al., 1984).

Beaded-Serrate Marcador dominante que se localiza en
(Bd°) el brazo derecho del cromosoma 3 (3-

92.5), se expresa en forma de muescas

,'; “
en el borde del ala y es letal en ¢ \w
homocigosis (Osaba et al., 1999). Ala Silvestre Bd’ 3-92.5
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Esta pérdida de heterocigosidad produce clones simples (pequefios o grandes) por
mutacion puntual, delecidn o por no disyuncion (Graf et al., 1984).

Cuando una alteracidon genética es inducida en una célula de los discos imagales puede dar
lugar a un clon o clones de células mwh y/oflr3 visibles en la superficie del ala de la mosca
adulta. El numero total de clones inducidos en un grupo de moscas tratadas con cierto
compuesto, ofrece datos cuantitativos de la actividad genotdxica del compuesto, mientras
que el tipo de clon puede revelar los mecanismos por los cuales se presentd la mutacion
(Baker y Smith 1979; Baker et al., 1978; Szabad y Bryant, 1982).

Las manchas pequeias (1-2 células) y grandes (> 3 células) indican que ocurrié una
mutacién, en mwh o fI’, una alteracién cromosémica (delecién de mwh o fIr’) o
recombinacién somatica. Por otra parte, las manchas gemelas (clon de mwh y fIr’
adjuntos) se derivan exclusivamente de la recombinaciéon somatica (Graf et al., 1984).

Las manchas pequefias se producen durante las dos ultimas divisiones en la pupa,
mientras las manchas grandes se producen antes, durante la alimentacion de la larva. Las
mutaciones espontaneas, frecuentemente resultan sélo en pequefios clones,

independientemente del momento de iniciacion (Graf et al., 1984).
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Figura 11. Diferentes tipos de clones y sus variaciones: A) Mancha pequefia con 2 células
expresando el fenotipo mwh; B) Mancha grande con 5 células expresando el fenotipo mwh; C)
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Mancha grande con 6 células expresando el fenotipo flr’; D) Mancha gemela con 30 células
expresando el fenotipo mwh y 30 células expresando el fenotipo fIr’; E) Mancha gemela con 14
células expresando el fenotipo mwh y 8 células expresando el fenotipo fIr’; F) Mancha gemela con
4 células expresando el fenotipo mwh y 4 células expresando el fenotipo fIr’. (Modificado de De
Andrade et al., 2004).

Este ensayo usualmente utiliza la cruza estandar (CE) con niveles regulados de citocromos
P450, donde hembras virgenes flare son colectadas y cruzadas con machos multiple wing
hair (Graf y Singer, 1992). Sin embargo, con el objetivo de mejorar el rendimiento en la
prueba, en el caso de los promutdgenos activados a través de los citocromo P450 Frélich y
Wirgler en 1989 construyeron una nueva cepa portadora de los cromosomas 1y 2 de la
linea Oregon R (R) resistente a DDT, la cual estd caracterizada por su alto nivel de
citocromos P450 (Saner et al., 1996). Un gran numero de promutagenos muestran un
incremento en la genotoxicidad cuando es empleada la cruza de bioactivacion elevada
(CBE) (hembras ORR/ORR; flr3/TM3, Bd® y machos mwh) (Graf y Singer, 1992; Graf y
Schaik, 1992).

Pérdida de heterocigosis

Ciertos eventos mutagénicos pueden llevar a la pérdida del alelo dominante (silvestre)
opuesto al marcador, con la subsecuente expresién del alelo recesivo (marcador) en un
clon de las células mutadas. La pérdida del alelo dominante puede ocurrir mediante
ciertos mecanismos: recombinacién somatica entre cromatidas no hermanas, esperando
una mancha gemela si la recombinacién ocurre entre fIr y el centrémero, por otra parte,
el evento de recombinacién entre mwh yflr3 puede resultar una mancha mwh simple
(Graf et al., 1894; Mollet y Wiirgler, 1974).

Las manchas simples pueden deberse también a la delecién de un segmento del brazo
izquierdo del cromosoma que involucra el alelo silvestre, o a la no disyuncién, otro

mecanismo donde se pierde el cromosoma portador del alelo silvestre (Graf et al., 1984).
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CLONES RESULTANTES

clon mwh grande
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Figura 12 a. Eventos genéticos que ocasionan la pérdida de heterocigosis de los marcadores fir’ y
mwh y su consiguiente expresién fenotipica.
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1 CELULA MITOSIS 2 CELULAS

mwh +
mwh + / — -
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+ fir’
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NO DISYUNCION + fir

CLONES RESULTANTES
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clon mwh grande
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Figura 12 b. Eventos genéticos que ocasionan la pérdida de heterocigosis de los marcadores fir’ y

mwh y su consiguiente expresién fenotipica.
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