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RESUMEN

Dado el incremento significativo de las enfermedades relacionadas con el envejecimiento y
ante la imposibilidad de evitar la exposicion de los seres humanos a los agentes que provocan
cambios en el material genético que pueden provocar enfermedades degenerativas, una
alternativa para reducir el riesgo de desarrollar enfermedades degenerativas es utilizar
sustancias de origen natural con muy pocos o nulos efectos toxicos para reducir el riesgo
genético. Entre estas sustancias se encuentran los antioxidantes, como el &cido ascérbico

(AA), algunas vitaminas y la clorofilina (CCS).

Esta investigacion tuvo como objetivo principal establecer la relacion entre la frecuencia de
mutaciones somaticas y la longevidad de Drosophila melanogaster tratadas con los
antioxidantes solos y en combinacién con radiacion ionizante. Se evalu6 la viabilidad, el

tiempo de desarrollo y el potencial anti-mutagénico del AAy la CCS.

Se encontr6 que el AA per se no modificd ninguno de los indices evaluados, ni en
combinacién con 20 Gy de radiacion a las diferentes razones de dosis (RD) a ninguna de las
concentraciones probadas, aunque con la RD mas alta la viabilidad disminuyd. Los resultados
en conjunto revelaron que el efecto radio-protector del AA depende de la RD con la que se

administra la radiacion gamma.

Se confirmd que la CCS reduce la frecuencia de mutacion y prolonga el periodo de vida de
las hembras pero no en los machos y en combinacién con 20 Gy lo hace en ambos sexos. Se
encontrd que los individuos con una frecuencia de mutacion alta son los que mueren a una
tasa mayor. Los resultados indican que muy probablemente el mecanismo de accién para
reducir el dafio genético tanto del AA como el de la CCS es a través de una accion
antioxidante que provoca seleccién de los individuos mas aptos lo que sugiere que pueden

ser excelentes radio-protectores.




1. INTRODUCCION

La esperanza y la calidad de vida de los seres humanos ha ido en aumento gracias a los
descubrimientos de nuevos medicamentos, el cambio en los habitos alimenticios y el estilo
de vida, desafortunadamente, con vidas mucho mas largas, los seres humanos también se
enfrentan a un aumento significativo en las tasas de las enfermedades relacionadas con el
envejecimiento (Bahadorani et al., 2007). Este proceso es producto de la interaccion de
factores genéticos, bioquimicos, ambientales y fisicos como la radiacion ionizante (RI).
Aunque no existe un acuerdo general sobre los mecanismos que provocan el envejecimiento,
la hipotesis de los radicales libres ha sido la méas aceptada (Halliwell, 1996). El desequilibrio
entre las defensas antioxidantes del organismo y la produccion de radicales libres provoca un
estado denominado estrés oxidante. Las células pueden hacer frente al estrés oxidante
mediante la accion de antioxidantes. La alta capacidad antioxidante de la vitamina E, el AA,
y algunos tetrapirroles como la clorofilina los hace candidatos para ser utilizados como
agentes quimio preventores evitando el dafio provocado por los radicales libres y

prolongando asi el periodo de vida de los organismos (Alkadi, 2020).

Una estrategia eficaz para examinar directamente si estos compuestos tienen algun efecto en
la longevidad y en las patologias asociadas con el envejecimiento es determinar si su
administracion puede modificar el periodo de vida de algunas especies de invertebrados de
vida corta, que representan modelos adecuados para explicar el proceso del envejecimiento
en los seres humanos (Kenyon, 2001). En este sentido Drosophila melanogaster es un
organismo muy Util para los estudios de longevidad, debido a su periodo de vida corto y a

gue no ocurren mitosis en el adulto.




2. ANTECEDENTES

Los procesos biolégicos y la exposicion a agentes fisicos o quimicos de origen
antropogénico, generan especies reactivas de oxigeno (ERO) muy electrofilicas. Un exceso
de ERO en las células, provoca estrés oxidante que puede causar dafio al ADN, ARN,
proteinas y lipidos e inducir enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas, cancer, artritis
y aterosclerosis, entre otras patologias, asi como acelerar el proceso normal de

envejecimiento (Halliwell, 2006; 2009).

2.1 Especies Reactivas de Oxigeno y Radicales libres

Los radicales libres (RL) se definen como moléculas que tienen un electron desapareado, en
su orbital mas externo, lo que los hace muy inestables y reactivos (Gilbert, 2000; Halliwell,
2006). Se derivan de tres elementos: oxigeno, nitrégeno y azufre, que forman las especies
reactivas de oxigeno (ERO) nitrégeno (ERN) y de azufre (SRS) respectivamente (Carocho y
Ferreira, 2013). La reduccion parcial del oxigeno molecular produce ERO como el anion
superdxido (O2-) y el radical hidroxilo (OH-). EI primero es un radical producido por los
complejos uno y tres de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, por la
adicion de un electron al oxigeno molecular. El radical O2- puede ser protonado a pH bajo
(pKa = 4.8) para formar el radical peroxidroxilo (HO2) (Carocho y Ferreira, 2013). EI H202
aunque no es un RL, en presencia de metales de transicion como el Fez2*, induce la formacién
del radical OHe, que puede atravesar las membranas biologicas. El radical hidroperoxilo se
disocia a un pH de 7 y forma Oz. Este anion es altamente reactivo y puede interactuar con
otras moléculas generando otras ERO. El Oz puede ser dismutado a través de la accion de la

enzima Superdxido Dismutasa (SOD) via la reaccion de Haber-Weiss y formar agua, por




medio de la catalasa (CAT). En la Figura 1 se presentan las reacciones que dan lugar a las

ERO (Carocho y Ferreira, 2013).
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Figura 1 Diagrama que representa la formacion de las ERO a traves de diferentes
reacciones. Tomado y editado de Neha et al., 2019.




Los RL se producen de manera normal en el metabolismo celular y son indispensables para
llevar a cabo diferentes funciones tales como la sefializacion celular, la traduccion, la
transcripcion, la regulacién de las proteinas encargadas de controlar el ciclo celular (Zheng,
2000; Lander, 1997) y la activacion de los fagocitos y macrofagos del sistema inmune (Mc
Cord, 2000). Se estima que algunos tipos celulares diariamente son atacados por un nimero
grande de radicales hidroxilo y otras ERO (en promedio 105 veces) (Valko et al., 2006). El
nivel normal de los RL se puede incrementar por factores externos como el consumo del
tabaco, la contaminacion ambiental, la RI, algunos medicamentos, los plaguicidas, los
solventes industriales y el ozono.

Los RL y las ERO pueden dafiar a todos los componentes de los seres vivos a las proteinas,
ADN, ARN, azucares y lipidos (Lu et al., 2010). Este deterioro se traduce en el desarrollo de
enfermedades como el céncer, padecimientos cardiovasculares, desordenes neuroldgicos
(Alzheimer, Parkinson y Huntington), renales (glomérulo nefritis), artritis reumatoide,
enfermedades autoinmunes, diabetes mellitus, cataratas, algunos tipos del espectro autista,
vasculitis, lupus eritematoso, ulceras gastricas y preeclampsia, entre otras (Rahman, 2007;

Lobo et al., 2010; L et al., 2010; Singh et al., 2010).




2.2. La radiacién ionizante como inductora de estrés oxidante.

La radiacién se define como la energia emitida y transferida en el espacio (Riley, 1994) Se
clasifica con base a dos criterios: 1) por su naturaleza y 2) por la energia asociada a ella. Por
la energia asociada se clasifica en ionizante o de alta energia (particulas alfa, beta, rayos
cosmicos, rayos gamma y X) y no ionizante (ondas de radio, television, radiaciones opticas
y campos electromagnéticos) (Leroi et al., 2016). Y por su naturaleza, la radiacion puede ser
electromagnética y corpuscular. La radiacion electromagnética se refiere a la propagacion
ondulatoria de energia eléctrica y magnética, dentro de este tipo se encuentran los rayos
gamma y los rayos Xy las radiaciones dpticas como las radiaciones ultravioletas, infrarrojas
y radiofrecuencias. La radiacion corpuscular se debe a la propagacién de particulas
subatomicas. Las radiaciones alfa, beta, neutrénicas y cosmicas son radiaciones de naturaleza
corpuscular (Bushong, 1993). La RI es capaz de retirar un electrén del &tomo con el que
interactla, a esta interaccion de la radiacion con la materia se le Ilama ionizacion (Leroi et
al., 2016). La RI proviene de fuentes naturales como algunos elementos radioactivos
presentes en la corteza terrestre (como el potasio 40 k-40, el rubidio 87 rb-87, y el uranio
238) o de fuentes artificiales como la medicina nuclear y la radioterapia, las plantas

nucleoeléctricas, los accidentes nucleares etc. (Kamran et al., 2016).

2.3. Efectos Biologicos de la Radiacion lonizante

La RI puede afectar a las moléculas de importancia biologica de manera azarosa, ya que
puede incidir sobre cualquier electron en cualquier molécula y sus efectos son inespecificos.
Los efectos bioldgicos de la Rl son la consecuencia de un ndmero de fendmenos
desencadenados por el paso de radiacion a través de un medio. Cada uno de los eventos

interactivos entre la radiacion y la materia involucran la transferencia de una cantidad de




energia al medio; los eventos iniciales son ionizaciones y excitaciones de a&tomos y moléculas
del medio a lo largo de las trayectorias de las particulas u ondas. El efecto biolégico depende
del tipo de radiacion, de la energia asociada, de la transferencia lineal de energia (LET), la
dosis y la razén de dosis (RD). Los cambios producidos por la radiacién pueden originarse
por el efecto directo o indirecto (Del Cura et al., 2009). En el efecto directo la radiacion
puede transferir su energia directamente a las moléculas de importancia biolégica como el
ADN y modificar su estructura. El efecto indirecto, es debido a la radidlisis del agua, que

genera productos altamente reactivos como los RL (Puerta y Morales, 2020) (Fig.2).
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Figura 2 Representacion del efecto directo e indirecto de la RI. En el efecto directo la energia se
deposita inmediatamente en cualquier molécula provocando diferentes dafios. El efecto indirecto se
debe a la accion de los RL originados por la radiolisis del agua. En condiciones aerobias los RL
pueden convertirse en ERO. Tomado y editado de Belli y Tabocchini, 2020.

2.4. La razon de dosis y su importancia en el efecto bioldgico de la RI

Uno de los factores que modifican el efecto bioldgico de la Rl es la razon de dosis (RD), ésta
se define como el tiempo en que se administra una dosis de radiacion determinada (Tanarro

y Tanarro, 2008). En general se piensa que si la RD es alta (RDA), el efecto bioldgico sera
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mayor, a esto se le conoce como el Efecto Directo de la Razén de Dosis (Brooks et al., 2016)
y se le atribuye al incremento en la eficacia de los mecanismos de reparacion del ADN
(Mitchel et al., 2002) y a la potenciacion de las sefializaciones de apoptosis de las céelulas
dafadas (McMahon et al., 2013).

Si el efecto biolégico de la RD incrementa cuando el organismo se expone a una Razén de
Dosis Baja (RDB) que se considera de 10 a 100 Gy/h (Mitchel et al., 2002), entonces se
presenta el fendmeno del Efecto Inverso de la Razon de Dosis (Przybyszewski et al., 2008).
Este efecto se ha observado en cultivos in vitro de células de mamiferos. Stevens (et al.,
2014) revelé que la exposicion a RDB incrementa la frecuencia de aberraciones
cromosomicas Y el indice de apoptosis de la linea celular V79-4 de hamster chino tratadas
con 0.36 y 0.69 Gy a una RD de 8.0 x 10° Gy/h! y 1.54 x 102 Gy h! respectivamente.
También se ha evidenciado que las RDB incrementan la mutagénesis de las células somaticas
(Fukushi et al., 2008) y las germinales (Vilenchik y Knudson, 2000). Este fenémeno se ha
relacionado con el desarrollo de “ventanas” de extrema radiosensibilidad celular que se
producen ante la exposicién a una RDB de tal manera, que los efectos bioldgicos de la
radiacién son mas eficientes a medida que se prolonga el tiempo de irradiacion (Rossi y
Kellerer, 1993). Cada tipo celular presenta un grado diferente de sensibilidad al dafio

inducido por la RI esto se le conoce como radiosensibilidad (Bafios y Alegria, 2001).

2.5. Envejecimiento

El envejecimiento es uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de
diversas enfermedades humanas tales como, trastornos neurodegenerativos, Yy

cardiovasculares, cancer, artritis, demencia, cataratas y diabetes. Este proceso esta regulado




por factores genéticos y ambientales (Nacmias et al., 2018) y es dependiente del estilo de
vida que se lleve a cabo (Pereira et al., 2004). Aunque entre todos los organismos, el

envejecimiento es un proceso relativamente conservado, los mecanismos moleculares no se
han explorado completamente (Cui et al., 2012). Aungue no existe un acuerdo general sobre
los mecanismos que provocan el envejecimiento, la hipotesis de los radicales libres ha sido

la méas aceptada (Halliwell, 1996).

2.6. Mecanismos y Teorias del envejecimiento
La comunidad cientifica ha propuesto mas de 300 teorias que intentan explicar el proceso
del envejecimiento, sin embargo, ninguna ha logrado explicarlo de manera precisa (Pomatto
y Davies, 2018). Entre las diferentes propuestas se encuentran la Teoria de la pleiotropia
antagénica que sugiere que algunos genes benéficos durante el desarrollo se vuelven
perjudiciales en la vejez (Ungewitter y Scrable, 2009) 2). La Teoria del soma desechable:
propone que el gasto energético del organismo se deposita en la reproduccion o el
mantenimiento de las células somaticas (Kirkwood, 1977). Recientemente surgi6 la teoria de
la hiperfuncion, argumenta que las funciones utiles durante el desarrollo continGan su curso
cuando su funcidn ya no es necesaria, lo cual favorece al envejecimiento y las enfermedades
asociadas, causando crecimiento o hiperplasia y/o cancer y acumulacién de biomasa u
obesidad, dislipidemia y ateroesclerosis o de proteinas mal conformadas causando
neurodegeneracidn por proteinopatia (Gems y De la Guardia, 2013). De manera general esta
teoria explica por qué la disminucidn de las vias de sefializacidn responsables del crecimiento
tiene efectos favorables para un envejecimiento saludable (Gems y De la Guardia, 2013). La

teoria de las mutaciones somaticas menciona que el origen del envejecimiento es el dafio a




los acidos nucleicos. La teoria de los telémeros sugiere que conforme avanza la edad del
organismo, estos sufren un acortamiento, mientras que la teoria de las proteinas alteradas,
postula que el dafio progresivo de estas moléculas estd fuertemente relacionado con
trastornos degenerativos (Theurey y Pizzo, 2018). Recientemente, una nueva teoria llamada
“Teoria de los radicales libres de la fragilidad” define que el dafio ocurrido durante la
oxidacion de moléculas se asocia con el envejecimiento y al origen de las enfermedades
cronico-degenerativas (Vifia, 2019).

Sin embargo, la teoria mas aceptada del envejecimiento es la propuesta por Denham Harman
en 1956 (Harman, 1956) llamada teoria del envejecimiento mitocondrial por radicales libres
(TERLM); si bien es la més aceptada ha sido muy discutida debido a sus controversiales

postulados.

2.6.1. La teoria del envejecimiento mitocondrial por radicales libres

En 1956, Denham Harman propuso una teoria innovadora, que revoluciono la comprension
de la biologia del envejecimiento y fue clave para que otras investigaciones se enfocaran en
comprender los mecanismos de este proceso (Carocho et al., 2019). Harman tomando
algunas investigaciones posteriores (Harman (1956; 1981) sugirié que el envejecimiento es
debido al desequilibrio entre la formacidon de radicales y las defensas antioxidantes del estrés
oxidante que genera el incremento anormal de ERO y RL (Shigenagaetal., 1994) y establece
que el envejecimiento es debido al desequilibrio del estrés oxidante que genera el incremento
anormal de ERO y RL (Shigenaga et al., 1994).

Blagosklonny (2008) menciona algunas contradicciones de la TERLM, como el hecho de
postular a los RL como principales causantes del envejecimiento cuando existen numerosos

agentes fisicos y quimicos y reacciones quimicas (incluyendo replicacion, transcripcion y




traduccion) que también pueden causar dafio molecular de manera azarosa. Diversos estudios
correlacionan mayor produccion de ERO con el incremento del periodo de vida (PV) (que se
define como el total de dias de vida de un organismo) (Blagosklonny, 2008), lo cual
contradice a la TERLM, posteriormente se sugirié que el aumento de ERO incrementa la
resistencia al estrés oxidante, esta condicion propicia al incremento del PV del organismo

(Kharade et al., 2005, Radak et al., 2005).

2.6.2. El envejecimiento y los estilos de vida como factores para el desarrollo de

enfermedades cronico-degenerativas

Factores como el llevar cabo estilos de vida poco saludables como el tabaquismo, el
alcoholismo, las dietas altas en grasas y carbohidratos y realizar poca actividad fisica, pueden
acelerar el proceso normal del envejecimiento y promover la incidencia de enfermedades
degenerativas incluso a edades tempranas (Shlisky et al., 2017). Algunas investigaciones
refuerzan que el hecho de que mejorar las préacticas de salud podria reducir el riesgo de sufrir
accidentes cerebro-vasculares y diabetes en un 80% (WHO, 2005).

Acciones como mantener un peso corporal adecuado y una dieta baja en grasas saturadas y
rica en antioxidantes como la vitamina E, AA o el selenio, podrian disminuir la mortalidad y
la incidencia de enfermedades crénico-degenerativas, de tal manera que el PV se incremente

por lo menos 5 afios de manera saludable y productiva (Harman, 1981).

2.7. Antioxidantes

Para hacer frente al dafio producido por los RL, las células cuentan con defensas
antioxidantes, estas son de caracter enzimatico: Superéxido Dismutasa (SOD), Catalasa
(CAT) vy Glutation Peroxidasa (GPx) y no enzimatico o exdgenos. Los antioxidantes no

enzimaticos o exdgenos se definen como cualquier sustancia cuya presencia en el organismo
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en concentraciones menores a las de un sustrato oxidable, retrasa o inhibe su oxidacion
(Halliwell, 1995; 2006). Muchos antioxidantes se encuentran en los alimentos que ingerimos,
por lo que sus niveles en el organismo se pueden incrementar. Los antioxidantes que han sido
mas ampliamente estudiados son el AA, el o tocoferol o vitamina E y el B caroteno. Estos
compuestos tienen una estructura similar que en la mayoria de los casos es responsable de su
actividad e incluye al menos un anillo aromatico y uno o méas grupos hidroxilo que pueden
actuar como donadores de electrones (Simic y Jovanovic, 1988).

Diferentes estudios muestran que existe una relacion inversa entre el consumo de frutas y
verduras ricas en antioxidantes y el riesgo de morbilidad y mortalidad por enfermedades
cardiovasculares (Meydani, 1999). De acuerdo con lo anterior, evitar la deficiencia de
antioxidantes en la dieta es esencial para proteger del efecto aterogénico producido por la
peroxidacion lipidica. Tanto el AA como la vitamina E previenen la peroxidacion lipidica y
otros eventos oxidantes y por eso son considerados como los mejores antioxidantes en fase
acuosa y lipidica respectivamente (Esterbauer et al., 1991). Ambos neutralizan al Og,
estabilizan radicales hidroxilo y aniones superéxidos. Adicionalmente el AA regenera la

forma oxidada de la vitamina E restituyendo su actividad antioxidante (Packer, 1994).

2.8. Mecanismos de accion

Los mecanismos de accion de los antioxidantes pueden clasificarse de manera general en dos
categorias: a) Prevencion de la formacion de RL y b) Inactivacion de los RL. La inactivacion
de los RL es el principal mecanismo de accion (Rose y Bode, 1993).

Los mejores antioxidantes desde el punto de vista biol6gico deben combinar dos funciones:

tienen que reaccionar con los RL pero como al donar uno de sus hidrégenos los compuestos




se transforman en RL, deben ser capaces también de interactuar con compuestos solubles en

agua para poder regenerarse y recuperar sus funciones (Rose y Bode, 1993).

2.9. Los antioxidantes y el envejecimiento

Diversas investigaciones se han centrado en como retardar el envejecimiento a traves del
consumo de antioxidantes. Peng et al., (2014) someti6 a comprobacion las diferentes teorias
que explican el origen del envejecimiento mediante el consumo de antioxidantes exdgenos
como el AA, la vitamina A, y el alfa-tocoferol probando diferentes modelos bioldgicos como
células humanas, la mosca de la fruta, la levadura de cerveza, la rata y el raton. En sus
experimentos, la antocianina incrementd significativamente el PV de la mosca de la fruta, en
comparacién con otros antioxidantes, sus resultados respaldan una de las primicias de la
TERLM.

Dado que se ha sugerido que los RL son los responsables de la aceleracion del proceso
normal de envejecimiento, la administracion de los antioxidantes como el AA'y la clorofilina
cuprosodica (CCS) podrian ser una herramienta para dilucidar si su consumo puede prolongar
el PV de modelos bioldgicos unicelulares y multicelulares tanto en estudios in vivo como in
vitro. Se han realizado investigaciones con el AA para analizar si su administracion afecta el
periodo de vida de modelos bioldgicos multicelulares (Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, Mus musculus). Los resultados no son consistentes debido a las
variables como el protocolo utilizado y la edad de los organismos anteriormente descritos
(Phillips et al., 2000). Hasta el momento no se ha demostrado con certeza si un antioxidante
por si solo puede incrementar el PV de los sistemas biol6gicos mantenidos en condiciones

controladas (Bayne y Sohal, 2002).




2.10. Radioprotectores
Debido a que no se puede evitar la exposicion de los individuos a la RI, desde hace mucho
tiempo se han realizado estudios con el fin de identificar sustancias que disminuyan o
eliminen el dafio de la radiacion. Los radioprotectores son agentes que protegen a los
organismos antes o durante la exposicion a la RI, su introduccién en el campo de la
radioterapia tiene el fin de optimizar la eficacia de la terapia y disminuir los efectos adversos
producidos por el efecto directo e indirecto de la RI (Citrin et al., 2010).
Estos agentes pueden ser naturales o sintéticos, funcionan como antioxidantes e inmuno-
moduladores (Kamran et al., 2016) de manera general protegen a los sistemas bioldgicos de
la radiacion inactivando los RL, induciendo hipoxia, activando enzimas antioxidantes como
SOD vy estimulando los mecanismos de reparacion.
Los radioprotectores se clasifican en:
a) Radioprotectores de origen natural: vitamina A, C, E, selenio, melanotina,
flavonoides y metilxantinas.
b) Sintéticos que contienen el grupo tiol: amofostina, prC-210.
C) Sintéticos que no contienen el grupo tiol: incluyen los nitroxidos, los bis-
benzimidazoles, los fulerenos.
El principal mecanismo de accion de los antioxidantes como radioprotectores se basa en su
capacidad para estabilizar los radicales OH° y O2-. También mediante la supresion de la
formacion de especies reactivas, desintoxicacion de las especies inducidas por la radiacion
(incremento de enzimas antioxidantes como: SOD, CAT y GPx). En general las vitaminas
A, C, Ey el selenio ofrecen proteccion frente a la radiacion gamma minimizando al estrés

oxidante generado por las ERO (Konopacka et al., 1998).




2.11. El acido ascorbico

El 4cido ascorbico (AA) o vitamina C es un micronutriente soluble en agua, esencial para
llevar a cabo multiples funciones bioldgicas: participa como co-factor de diversas enzimas,
en la hidroxilacion del colageno, en la biosintesis de la carnitina y en la conversion de
neurotransmisores como por ejemplo la dopamina a partir de la norepinefrina. La mayoria de
los animales como peces primitivos, anfibios y reptiles, son capaces de producir AA a partir
de la glucosa, pero en los humanos, los primates y los cobayos entre otros, el gen que codifica
la enzima gulonolactona oxidasa que sintetiza el AA no es funcional, por lo tanto, dichos
organismos obtienen el AA de su dieta. Su deficiencia provoca el escorbuto (Halliwell, 2001,
Arrigoni y De Tullio, 2002).

La forma oxidada puede convertirse a ascorbato a través de una reduccion. Esto permite que
el AA done uno o dos electrones en las reacciones de hidroxilacion. Esta capacidad de
interaccion electronica por parte del ascorbato permite la transferencia de electrones a través

de la membrana plasmética (May, 1999).
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Figura 3. a) Modelo y estructura quimica del AA: el color negro representa el grupo
carbono, el rojo el oxigeno y el blanco el hidrogeno, b) Metabolismo Redox del acido
ascorbico. Tomado de May, 1999.




A pesar de la gran cantidad de investigaciones que indican que el AA puede reducir el dafio
genético provocado por diferentes agentes, existen estudios in vitro e in vivo que aportan
evidencia de su efecto pro-oxidante. La combinacion de AA y metales de transicion como el
hierro y el cobre han sido utilizados por décadas para la induccién de dafio oxidante en
lipidos, proteinas y ADN mediante la produccion de radicales hidroxilo facilitada por la
reduccion de dichos metales (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Cabe resaltar que el efecto pro-oxidante del AA no siempre depende de la presencia de
metales de transicion (Suh et al., 2003), en presencia de CoClz el AA aument6 los eventos
de recombinacion mitdtica en células somaticas de Drosophila (Kaya et al., 2002).

Usando Drosophila melanogaster se demostré que el AA combinado con vitamina E, puede
disminuir la genotoxicidad provocada por doxorrubicina (Costa y Nepomuceno, 2006).
Jagetia, (2004) observo que el AA inhibe la peroxidacion lipidica inducida por radiacion.
Olvera et al., 1995 encontraron que las concentraciones de 25, 50 y 100 mM de AA en
combinacién con 20 Gy de rayos gamma disminuyen la frecuencia de mutaciones y los
eventos de recombinacion somética. En contraste, Konopacka et al., 1998 reportaron que el
AA a concentraciones relativamente altas incrementd el dafio radioinducido. Existen
investigaciones, que han demostrado el efecto radioprotector del AA en diferentes 6rganos
de mamiferos (Jagetia et al., 2002; Artikhov, 1992) Mahdavi y Mozdarani (2011), evaluaron

el efecto protector de la famotidina y el AA en el dafio celular provocado por radiacion.




2.12. La clorofilina cuprosddica (CCS)

La CCS es un derivado soluble de la clorofila, estructuralmente a diferencia de la clorofila
que posee 4 anillos pirrélicos y estos en su centro poseen un d&tomo de magnesio y un quinto
anillo de carbonos con una larga cola de fitol (Fig. 4a) que le confiere la caracteristica de ser
hidrofébica ademaés de limitarle la capacidad de unirse a agentes mugatenos y carcinogénicos,
en la CCS se reemplaza el a&tomo de magnesio por uno de cobre, un grupo de etil y metil éster
que su hidrolisis es sustituida por grupos de sodio y potasio (Fig. 4b). Se ha propuesto que
esta estructura quimica le confiere su capacidad antioxidante y anticancerigena que es
mediada por su anillo porfirinico que inactiva los RL (Fahey et al., 2005). Se ha reportado
que la CCS no es toxica para los seres humanos de tal manera que puede consumirse en altas

concentraciones (Osowski et al., 2010).
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Figura 42. Estructura quimica de la clorofila y 5° estructura quimica de la CCS Tomado de
Dashwood, 1997.

Las investigaciones méas actuales de la CCS han evidenciado su efecto protector con

diferentes agentes genotdxicos como la nitrosourea (Ozcan et al., 2018) y las aflatoxinas




(Abdel-Latif et al., 2017), micotoxinas (Domijan et al., 2015) y con RI en experimentos in
vitro e in vivo (Yin et al., 2013 D Epiro, et al., 2016; Jiménez et al., 2020). Asi como efecto
anticarcinogénico en lineas celulares de diversas neoplasias como colon-rectales, mamaria y
hepética. Este afecto se le atribuye principalmente a su capacidad de quelacion (Yang et al.,
2013; Pinelli et al., 2019) ya que en esos experimentos hubo presencia de metales pesados
como mercurio y cadmio.

Se ha estudiado su accion contra el dafio provocado por los RL; Yu et al., 2011, investigé la
capacidad antioxidante de la CCS y la clorofilina con centro de Fe en células de Jurkat
tratadas con ERO como agentes oxidantes. En sus resultados encontraron que ambos
derivados de la clorofila mostraron capacidad antioxidante para los radicales: oxigeno
singulete, peroxinitrito y el radical peroxilo. En particular, la clorofilina con centro Fe mostro
mayor efecto en la citotoxicidad y la apoptosis de las células tratadas con perdxido de
hidrdgeno.

Vesenick et al., (2012) evaluaron la accion de la CCS en la induccion de apoptosis e
inhibicion de la proliferacion celular y la expresion de los genes CASP8, CASP9y CTNNB1
en un modelo in vitro de la linea celular HT29 de adenocarcinoma colon-rectal. En este
estudio encontraron que la concentracion mas alta de CCS disminuy¢ significativamente la
viabilidad de las células tratadas.

Adicionalmente, existe evidencia que respalda el efecto antimicrobiano y antiparasitario de
la CCS (Singh y Singh, 2016; Caires et al., 2017; Kriger et al., 2019).

Tumulo y Mérquez 2012, realizaron una revision que aborda la ingesta de la CCS y su

relacion con posibles beneficios para la salud humana. Los resultados Ilamaron la atencién,




sobre todo porque el antioxidante puede ser una alternativa de suplemento alimenticio y un

producto bio-activo con actividades antimutagénicas y anticancerigenas.

2.13. Drosophila melanogaster como modelo bioldgico para investigar el
envejecimiento

Dentro los modelos biolégicos mas utilizados para estudios de envejecimiento se
encuentran: Saccharomyces cerevisae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y
Mus musculus.

Desde hace mas de 100 afios Drosophila melanogaster, ha sido un modelo muy util para
estudiar la genética y la biologia molécular. En 1908 Thomas Hunt Morgan fue el primer
cientifico en utilizar este modelo bioldgico y con este demostro que los genes estan dentro
de los cromosomas. La mosca de la fruta tiene un ciclo de vida de 10 a 14 dias (Fig. 5) un
indice de fecundidad alto y su progenie es numerosa, ademas su mantenimiento es barato y
facil. Su genoma consta de 4 pares de cromosomas, 13,000 genes 'y 170 MB. El 77% de estos
genes que provocan enfermedades en los seres humanos tienen homdlogos en la mosca de la
fruta (Adams et al., 2000). Su PV es de 4 a 6 semanas y se pueden realizar multiples
experimentos como la administracion de drogas, antioxidantes, manipulacion genética. Este
sistema facilita el monitoreo de eventos como mutagénesis, expresion génica, microarreglos
etc. ya que posee variedad de genes que modulan la expresion de dichos eventos (Piper y

Partridge, 2018).
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18-20h
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Figura 5. Representa el ciclo de vida de Drosophila melanogaster con sus diferentes estadios y
tiempos que corresponden a: huevo, larva, pupa y adulto. Tomado y editado de Casas et al., 2017.

El uso de Drosophila para realizar estudios de envejecimiento presenta diversas ventajas: 1)
vive aproximadamente dos meses a una temperatura controlada de 25°C 2) la mayoria de sus
células son post-mitdticas, a excepcion de algunas células del intestino y las gbnadas. Otra
ventaja muy importante en estudios de genética y biologia molecular es la manipulacién de
la expresion de genes relacionados con el envejecimiento durante la fase adulta.

Los mamiferos y Drosophila muestran similitud en eventos que ocurren durante el
envejecimiento, lo que indica que este es un proceso conservado evolutivamente. Ejemplos
de estas similitudes son: la disminucion en capacidades de locomocion, habilidades de

aprendizaje, funciones sensoriales y las conductas relacionadas al suefio y el apareamiento,




(Rhodenizer et al., 2008). Incluso comparte con el ser humano cambios relacionados al
sistema circulatorio (Nishimura et al., 2011).

Existe también similitud de los mecanismos de expresion de proteinas que provocan el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (McGurk et al., 2015), como el Parkinson,
la proteina sinucleina (Feany y Bender, 2000) y la enfermedad de Huntington con la
expansion de poliglutaminas (Jackson et al., 1998).

Existen algunas limitaciones para estudiar el envejecimiento en D. melanogaster. Por
ejemplo, no se pueden estudiar los teldémeros y su relacion con el envejecimiento debido a
que la mosca de la fruta no tiene como tales telomeros, sino, versiones modificadas de estos
que ayudan a mantener los extremos de los cromosomas (Casacuberta, 2017). Ademas, no
participan en el envejecimiento, su funcion principal esta relacionada con la esterilidad en
las hembras (Walter et al., 2007). Otra limitacién es que la gametogénesis en los machos y
hembras es continua mientras que en los seres humanos sélo los hombres producen
espermatozoides continuamente (Panagopoulos, 2012). En la naturaleza, D. melanogaster
vive en promedio 6 dias (Rosewellte et al., 1987) en condiciones de laboratorio su PV es

mucho mas prolongado (Tatar y Yin, 2001; Schmidt et al., 2005).




3. DEFINICION DEL OBJETO DE ESTUDIO

Con base a las evidencias que indican que la sobreproduccion de radicales libres aceleran el
envejecimiento al provocar dafio celular y que el uso de antioxidantes se ha relacionado con
el incremento de la longevidad, la ingesta de antioxidantes exdgenos como el &cido ascorbico
(AA) vy la clorofilina cuprosodica (CCS) podria ser una alternativa para evitar o disminuir el

dafo provocado por los radicales libres durante la vida util de Drosophila melanogaster.

4. HIPOTESIS

El envejecimiento en Drosophila melanogaster es el resultado de la acumulacion de
mutaciones somaticas, entonces los antioxidantes exdgenos como la CCS y el AA podran
disminuir la frecuencia de mutaciones somaticas e incrementar su periodo de vida de

Drosophila melanogaster.

5. OBJETIVO GENERAL

Relacionar la frecuencia de mutaciones somaticas y la longevidad de los organismos de
Drosophila melanogaster tratados con &cido ascorbico o clorofilina, solos 0 en combinacion

con radiacion gamma administrada a dos razones de dosis.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar la toxicidad de diferentes concentraciones de &cido ascorbico y CCS, solos y en
combinacion con 20 Gy de radiacion gamma administrada a diferentes razones de dosis.
2.- Establecer la relacion entre la frecuencia de mutaciones somaticas y la longevidad de los

organismos tratados con clorofilina en combinacion con radiacion gamma.




7. METODOLOGIA

Material biol6gico: Se utilizaron dos cepas de Drosophila melanogaster: mwh * /mwh *
(multiple wing hair) y flr¥/TM3; Ser que modifican el fenotipo del tricoma del ala de

Drosophila.

Reactivos: La CCS se adquirié de Merck (Hillipor, Darmstadt Germany). EI medio de cultivo
sintético Formula 4-24 Carolina Biological Supply Burlington, North Carolina, USA, y el

AA L(+)(-) de Merck (Hillipor, Darmstadt Germany).

Cruzay colecta de larvas: Se cruzaron durante dos horas hembras virgenes de la cepa mwh
*/mwh * con machos de la cepa flr3/TM3; Ser, ambos de 3 a 4 dias de edad. Posteriormente,
se cambiaron a otros frascos con alimento nuevo para que ovipositaran durante 2 horas.
Después, los adultos se retiraron y los frascos con los huevos se mantuvieron en un cuarto de
cultivo con 25 °Cy 60 % de humedad relativa para obtener larvas de segundo estadio. Cuando
los organismos tuvieron 72 h de edad (larvas de 48h), se colectaron por diferencia de

densidad con una solucion de sacarosa al 20 %, con un embudo de separacion.

Pretartamientos y tratamiento con radiacion: Las larvas colectadas se dividieron en cinco
grupos, cada grupo contenia aproximadamente 1000 larvas y se pusieron en pre-tratamiento
en frascos de 250 ml que contenian un papel filtro (Whatmann No. 2) impregnado con las
soluciones a probar: el control contenia 3 ml de solucién de sacarosa al 5 % y el tratado 3 ml
de 69 mM de CCS o 25, 50 0 100 mM de AA disueltos en solucion de sacarosa al 5%.
Después de 24 h de tratamiento en obscuridad, los grupos de las larvas se dividieron en dos,

con el fin de irradiar a un grupo de cada pretratamiento. Para ello, cada grupo se irradié con
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20 Gy de rayos gamma a dos diferentes razones de dosis (una RD en el irradiador Trans
Elecktro LGI-01 Hungria con una razon de dosis de 960 Gy/h y la otra en el irradiador
Gammacell 220 Co60 Nordion, Canada con una razon de dosis de 27.17 Gy/h) después, las
larvas de cada grupo, se sembraron en grupos de 100 larvas por tubo homeopatico (12 cm
altura x 2.5 cm de diametro) con 0.8 g de medio de cultivo sintético hidratado con 2.5 ml de
agua destilada. Todos los grupos de larvas tratadas concluyeron su desarrollo en un cuarto de

cultivo en condiciones de laboratorio y en completa obscuridad.

Viabilidad larva-adulto: Cuando inici6 la emergencia de los adultos, se contaron diariamente
hembras y machos por separado para medir el tiempo de desarrollo y la viabilidad larva-
adulto, los datos se graficaron entre los distintos grupos. Todos los tubos homeopaticos se

etiquetaron por sexo, tratamiento y edad para evaluar su periodo de vida o longevidad.

Prueba de periodo de vida o longevidad: Para esta prueba se seleccionaron los individuos
del dia de maxima emergencia de los tratamientos. Los adultos emergidos se colocaron en
grupos de 100 individuos en botes de poblaciones que contenian una caja Petri de 5 cm de
diametro con medio de cultivo regular que se cambid dos veces por semana. Cada lote de
poblacion se etiquetd con el tratamiento correspondiente, sexo y fecha de inicio del
experimento. Todo el tiempo de duracion del experimento las moscas se mantuvieron en un
cuarto de cultivo a 25° C y 60% de HR. Los individuos que morian se contaron dos veces
por semana hasta que murio el total de moscas probadas. Las moscas que morian cada quince
dias se agruparon y se fijaron en alcohol al 70 % para medir su frecuencia de mutacién. Con

los datos obtenidos se construyeron curvas de sobrevivencia.




Relacidon entre la frecuencia de mutaciones somaticas y la longevidad: Se disectaron las
alas de los individuos que murieron cada quince dias, se fijaron en alcohol al 70% y se
montaron por separado en preparaciones fijas. Brevemente, los eventos genéticos inducidos
en las células del disco imagal de la larva que da origen al ala en su fase adulta, producen
grupos de células mutantes denominadas clones o manchas en la cuticula del ala. Los
tricomas originados por la expresion de los genes mwh y flr® fueron identificados y
examinados para determinar su tamafio como manchas pequefias (1 o 2 células) o manchas
grandes (mas de 2 células) y su fenotipo mwh o flr® y ambos fenotipos adyacentes que
indican una mancha gemela. Los clones celulares o manchas son producidos por eventos
genéticos como mutaciones puntuales o deleciones del alelo silvestre o de recombinacion
mitdtica entre mwh y flr3. Las manchas gemelas son resultado de la recombinacion entre el

alelo flr® y el centrémero (Lindsey y Zimm 1985).

De cada prueba se hicieron al menos tres experimentos independientes y cada uno de ellos

con tres replicas.

Analisis estadisticos: Para establecer las diferencias entre los tratamientos, los resultados de
la viabilidad larva-adulto se analizaron con la prueba estadistica t de Student, a un nivel de
confianza del 5%. La toxicidad se obtuvo dividiendo el total de los adultos viables y el

numero de larvas tratadas.

La frecuencia de mutacion y recombinacion sométicas se analiz6 mediante el programa
informéatico SMART que se basa en el procedimiento de decision multiple de Frei y Wiirgler
(1988); este permite obtener cuatro diferentes diagnosticos: negativo (-), débilmente positivo
(w), positivo (+) y no concluyente (i). El procedimiento se basé en dos hipétesis: (1) no hay

diferencia en la frecuencia de mutacién entre las series de control y de tratamiento; (2) los
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resultados del tratamiento con radiacion tienen un incremento en la frecuencia de mutacion

inducida “n” veces comparada con los controles negativos.

La longevidad se analiz6 mediante los datos que arrojaron las curvas de sobrevivencia, el
primer dato es el periodo medio de vida, este es el punto de interseccion del eje X u horizontal
(dias) y el porcentaje de sobrevivencia que corresponde al eje Y, es decir, el dia en que
comenzd a morir el 50% de la poblacion. El segundo es el periodo de vida total o0 maximo
que representa el dia en que la poblacion ya habia muerto completamente o quedaba un 10%
del tamafio de la muestra original. Los datos que proporciona la curva se organizaron en una
tabla de sobrevivencia que indica el tamafio de muestra y las diferencias entre tratamientos y
los sexos, indicando el valor de p. Para ello, se utilizo el paguete estadistico de XL-STAT

(Addison. 2010), que contiene las curvas de sobrevivencia de Kaplan-Meier.




8. RESULTADOS

8.1. Articulo |

Gonzélez E, Cruces MP, Pimentel E, Sanchez P. Evidence that the radioprotector effect of
ascorbic acid depends on the radiation dose rate. Environ Toxicol Pharmacol. 2018
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8.2. Articulo Il

Los resultados correspondientes a la evaluacion de la longevidad y su relacion con la
frecuencia de mutacion de Drosophila melanogaster provocadas por radiacion ionizante y

CCS, estan incluidos en el siguiente articulo.
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Abstract: Sodium copper chlorophyllin (SCC) has a genetic damage inhibitory capacity
through its antioxidant action, for this reason we considered to investigate its role in the life
span of Drosophila melanogaster and its relationship with the frequency of somatic mutation
induced by gamma rays. Results indicated that SCC alone prolonged the lifespan only to
females, but in combination with 20 Gy of gamma rays, the aging delay in both sexes was
overwhelming. In addition to confirming that the pigment reduces the frequency of mutation,
the individuals with the highest mutation load are the individuals who die more quickly and
that once eliminated, the individuals treated with 20 Gy or with SCC + 20 Gy survivors, die
at the same rate. The results together indicate that SCC not only inhibits induced genetic
damage, but it also has beneficial effects that probably cause an aging delay of the treated

population that need to be investigated.

Keywords: Lifespan, Chlorophyllin, Gamma rays, Drosophila, Somatic mutation
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1. Introduction

Currently there is experimental evidence suggesting that aging is the result DNA damage
accumulation caused by the imbalance between the production of ROS and the antioxidant
defense system producing a correct cellular function breakdown (Shigenaga et al., 1994).
ROS at balanced concentrations are essential in cell signaling, for mitogenic response
induction, defense against infectious agents, in the immune response (Son and Lee, 2019),
while ROS excess, can alter the normal cellular functions and promote irreversible damage
to nucleic acids, lipids and cellular proteins inducing oxidative stress. A ROS increase may
be is the etiological factor for acute and chronic-degenerative diseases such as atherosclerosis
(Yang et al., 2017); insulin resistance (Yaribeygi et al., 2019); cardiometabolic and
neurodegenerative and kidney disorders (Verdile et al., 2015; Garaschuk et al., 2018);
macular degeneration and biliary diseases and cancer (Chandrasekaran et al., 2017; Di Meo
and Venditti, 2020).

Lifestyle involving smoking or sedentary can increase cellular oxidative stress accelerating
the aging process and stimulate the incidence of diseases (Shlisky et al., 2017). It is known
that a healthy lifestyle reduces the risk of stroke and diabetes by 80% (WHO, 2005) because
it promotes the reduction of harmful ROS reactions, without modifying their vital functions
in cells and tissues and keep them in homeostasis. Unfortunately, daily life stress currently
does not allow a totally healthy lifestyle, which makes it relevant to evaluate alternatives

such as the consumption of natural antioxidants.

Antioxidants such as tocopherols, ascorbic acid, carotenoids, flavonoids, some amino acids,
phospholipids, and sterols are found in food and play an important role in ROS homeostasis
(Ali et al., 2020), and in this way they prevent the generation of ROS (Oter et al., 2012). But
nevertheless, there are other molecules widely distributed in nature that exhibit antioxidant
propierties such as porphyrins (Tsolekile and Nelana, 2019). Porphyrins include
protoporphyrin IX, chlorophyll or sodium cupper chlorophyllin (SCC), a soluble
semisynthetic derivative of chlorophyll (Hayatsu et al., 1993) Nagini et al., 2015) and




bilirubin (Jiménez et al, 2020). SCC has been approved by Food and Drug Administration
(FDA) of USA as a food colorant, in addition to its high antioxidant capacity (Yu et al., 2010;
Ozcan et al., 2018), its antimutagenic and anticancer activity has been demonstrated in
different experimental models (Zimmering et al., 1990; Pimentel et al., 1999; 2000; Kumar
et al., 2004; EI-Ghor et al., 2014; Domijan et al., 2015). Its bactericidal effects (Liu Z et al.,
2020), antimicrobial (Kriger et al., 2019), antiparasitic (Hader et al., 2016; Singh and Singh,
2016) gastroprotrotector (Lv H et al.,, 2019), radioprotective (Citrin et al, 2010);
antimutagenic (Zimmering et al., 1990; Pimentel et al., 1999; Jiménez et al., 2020) have been
demonstrated. There is also evidence of its role in the activation of signaling pathways for
the expression of genes related to apoptosis and cell proliferation (D 'Epiro, et al, 2016), these
data suggest its immunomodulatory activity (Yin et al, 2013). As nanoparticles and

liposomes form (Gomma et al., 2017; Chang et al., 2018).

The radioprotective effect of SCC has been compared with the action of Amifostina®
(Jiménez et al., 2020) the only radioprotectant approved by the EPA using the somatic
mutation and recombination assay in Drosophila. The results indicated that there exists a
direct relationship between exposure time and genetic damage reduction. While exposure
time increases, genetic damage reduces. SCC caused a greater reduction in gamma-ray-

induced genetic damage than Amifostine®.

Various studies have focused on the role of some antioxidants such as vitamins E and C
(Sadowska and Bartosz, 2014) in delaying aging in different biological models. Since SCC,
has shown to possess antioxidant and radioprotective properties, we consider relevant to
evaluate its action in modulating the lifespan of D. melanogaster and to correlate it to the

frequency of somatic mutation induced by gamma rays.

Drosophila melanogaster offers many advantages for lifespan studies (Piper and Partridge,
2018); it has a short life cycle, is inexpensive to maintain, and large sample sizes can be
obtained in a short time and the absence of regulatory oversight for their use in experiments.
In addition, it has orthologous genes to those of man involved in aging processes and

degenerative diseases (Regan and Partridge, 2013; Carazo et al. 2016; Ugur et al. 2016).




2.- Material and Methodology

Biological material: Two strains of D. melanogaster were used: mwh + / mwh + (3-0.3)
which in homozygous condition this allele produces three or more trichomes per cell instead
of one, and fIr® / In (3 LR)TMS3; Ser (flr3, 3-38.8) also modifies the appearance of the
trichome, from a needle to a flame shape. In homozygous condition flr® is lethal, therefore it
includes the balancer gene TM3, which prevents the homozygous condition (Lindsley and
Zim, 1992).

Crosses and larval collection: Virgin females of the mwh + / mwh + strain were crossed with
flr3 / TM3; Ser males for two hours, both 3 to 4 days old, in flasks with standard culture
medium. Subsequently, they were transferred to bottles with new medium to oviposit for 2
hours. Afterwards, the adults were removed and the bottles with the eggs were kept in a
culture room at 25 + 1 °C and 60% relative humidity continue development. When the
organisms reached 72 h old (48 h larvae), were separate from culture medium by density

difference by means of a 20% sucrose solution, using a separating funnel.

Treatments: Collected larvae were divided into two groups and placed in in 250 ml flasks
containing a filter paper (Whatmann No. 2) impregnated with the solutions to be treated: the
control contained 3 ml of a 5% sucrose solution or the same amount of SCC dissolved in 5%
sucrose. After 24 h of pre-treatment in the dark, half larvae pretreated with sucrose and half
pretreated with SCC were irradiated with 20 Gy of gamma rays in a cobalt-60 source of a
Gamma-Cell 2000 irradiator (Dose rate at the moment of irradiation was 27.17 Gy/h). Larvae
of each group were put in groups of 100 in homeopathic tubes (12 cm height x 2.5 cm
diameter) with 0.8 g of synthetic culture medium Formula 4-24 Carolina Biological Supply
hydrated with 2.5 ml of distilled water. All groups of larvae concluded their development in

a culture room under laboratory conditions and in complete darkness.

Reagents: SCC was purchased from Merck (Hillipor, Darmstadt Germany). Synthetic culture

medium Formula 4-24 Carolina Biological Supply Burlington, North Carolina, USA.




Larva-adult viability: From day 10 since the oviposition, the number of emerged females and
males were daily separately counted to measure larva-adult viability. The data was plotted to

determine development time.

Lifespan test: The individuals were selected from the maximum emergence day of each
treatment and were placed in groups of 100 in population pots (see Figure 2) with a 5 cm
diameter Petri dish with regular culture medium that was changed twice a week and the
individuals that died from each treatment were counted. The dead flies were grouped
collected every fifteen days, fixed in 70% alcohol to later measure their mutation frequency.
Each population pot was identified with the treatment, sex and experiment star date. The flies
were kept in a culture room at 25 ° C and 60% RH and darkness for the entire duration of the

experiment. Survival curves were made with the data obtained.

Genotoxicity test: The wings of the individuals who died every fifteen days, were fixed in
permanent preparations and then were scored under optical microscope. Genetic changes
induced in the larval wing disc cells produce groups of mutant cells (spots) easily identifiable
in the adult wing blade. Wings were examined to identify small single spots (one or two
cells), large single spots (larger than 2 cells) of either mwh or flr, and mwh-flr twin spots.
Single spots (either mwh or flr) arise from point mutations or deletions at the wild type allele
of each locus or for mwh, mitotic recombination in the chromosomal region comprised
between mwh and flr. Twin spots arise following a recombination event between flr and the

centromere region (Lindsley and Zimm, 1992).

Statistical analysis: Kaplan-Meier curves were plotted using XLSTAT-2015 life software
[Addinsoft. XLSTAT. Addinsoft, USA; 2011]. Survival functions were estimated to obtain
the cumulative survival curves for each experimental group and for each sex. Curves were
statistically compared by the mean lifespan of the experimental and the control variants, with
the Tarone-Ware, Wilcoxon and Logrank tests. This Kaplan-Meier method is a sensitive
method that provides survival rates such as mean survival time (MST) and total survival time
(TST), as well as the differences between the survival rates of different treated populations
(Liang, and Wang, 2018).




To establish differences between treatments in the somatic test, the larval-adult viability
results were analyzed with a Student’s t-test at 0.05 probability level. Toxicity was obtained
dividing the total of viable adults by the number of larvae tested. Data of mutations and
recombination were analyzed using the SMART computer program based upon the multiple-
decision procedure of Frei and Wurgler (1988), which enables to obtain four different
diagnoses: negative (-), weakly positive (w), positive (+) and inconclusive (i). The procedure
was based upon two hypotheses: (1) there is no difference in the mutation frequency between
control and treatment series; (2) radiation treatment results have an increasing mutation
frequency n times the induced in negative controls. Because small single spots and total spots
have a comparatively high spontaneous frequency, m is fixed at a value of 2 (testing for a
doubling of the spontaneous frequency to define a negative results). For the large single spots
and the twin spots, which have a lower spontaneous frequency, m = 5 is used. Both
hypotheses are tested at 5% significance level. To test against the hypotheses, the conditional
binomial test according to Kastenbaum and Bowman or Chi-Square test for proportions may
be applied (Frei and Wirgler 1988).

3.- Results

3.1 Larva-adult viability: Table 1 represents the percentages of viability ef from a total of
1500 larvae tested in three independent experiments. The percentage of viability in the
control group was of 90.0 £ 0.36, for the pretreatment with SCC the percentage was 88.5 *
0.32 significant differences were found. The percentage of viability for 20 Gy alone and
combined whit SCC (SCC + 20Gy) were 87.0 + 0.32 and 85.5 * 0.35 respectively, viability
comparison with the control group indicated a statistical significant reduction (P <0.05) for

both treatments, not difference was found between these treatments.

3.2. Development time: The daily emergence of individuals is represented in Figure 2. It can
be appreciated that non irradiated organisms (Control and SCC) concluded their development
on the 11th day. Those treated with 20 Gy or SCC + 20 Gy, concluded it on the 12th day.
This data are relevant to make the corresponding comparisons on the induction of genetic

damage.




3.3. Lifespan: Figure 3 shows the survival curves calculated with the Kaplan-Mayer program
for the lifespan of the four groups treated in second larval stage with: SCC, 20Gy, SCC +
20Gy and the control. It can be appreciated that SCC treatment increase the survival in 4.5
days (P <0.001) but only in the females (Figure 3a) and significant reduction (P< 0.0001) in
males, compared to the control. It can also be observed that although 20Gy gamma rays
caused a significant reduction in the estimated mean survival time (MST) for each sex, the
pretreatment with SCC an after that with 20 Gy, caused a recovery of the estimated survival
value of 7 days (P <0.0001) in the females and 8 days in the males (P <0.0001) respect to
20 Gy group.

3.4. Relationship of somatic mutation in the life span of D. melanogaster treated with SCC:
Table 3, include the somatic mutation frequency induced in larvae mwh +/+ flr3, it can be
seen that pretreatment with SCC caused a significant reduction in all kind of spots induced
by 20 Gy of gamma rays. The comparison between them was statistical different (+). Figure
4 correlates the lifespan with the frequency of somatic mutation and recombination analyzed
in wing cells. In the first three fortnights, in addition to the higher number of dead organisms
in the 20 Gy group, the mutation frequency of these organisms was also significantly higher
45, 55 and 41% in fortnights 1, 2 and 3 respectively. The remaining individuals had an
estimated lifespan of 79.7 days for those treated with 20 Gy, and 86.3 days for those treated
with SCC+20 Gy. The comparison between them was statistically different (P<0.0001).

5.- Discussion:

Aging is a natural process, in which the structural integrity of an organism decreases over
time, this causes the loss of the organism's functionality, as well as an increased risk of death
(L6pez-Ctin et al., 2013). Given the discovery that ageing is under genetic control and that
different organisms have evolved vastly different lifespans, it is evident that ageing would

be modifiable by genetic manipulations (Piper and Patridge 2018).

A typical, healthy and well-maintained outbred Drosophila population will have a median
lifespan of approximately 70 days and maximum of approximately 90 days at 25 °C (Ziehm

and Torton 2013). Free radicals produced during normal metabolism, cause damage to




macromolecules. The free radical theory of aging proposes that the organism is unable to
repair all of them and that, with time, unrepaired damages accumulate and put the organism
at risk, in other words, free radicals provoke aging and death. (Anarunjani, 2014). There is
experimental evidence that some tetrapyrroles, such as sodium copper chlorophyllin (SCC)
are very efficient inhibiting genetic damage caused by exposure to ionizing radiation (IR).
The copper center of the SCC, plays a fundamental role in its function as an antioxidant
(Pimentel et al., 2013, 2016) causing the stabilization of free radicals and forming complexes
with mutagens causing their inactivation (Blumer et al., 2008; Egner et al., 2003). Given that
IR induces damage mainly through the generation of free radicals (FR) (Hiscock, 1999) that
supports the theory proposed by Harman (1956), it highlights the importance of evaluating
the action of SCC in the life span or longevity of D. melanogaster.

Results obtained in the present investigation revealed that the pretreatment with SCC has
beneficial effects all parameters under study, the viability of the organisms treated only with
SCC indicated that it is non-toxic and had a visible advantage in the females, in addition to
confirming that the SCC administered as pretreatment inhibits the genetic damage induced
by IR, it probably also causes other organic benefits as yet unknown that makes longer the

lifespan of females.

The action of the SCC in the lifespan, hasn’t been practically explored, however, it is widely
demonstrated that it is an excellent antimutagen (Zimmering et al., 1990; Pimentel et al.,
1999; Kumar et al., 2004; Abdel-Latif etal., 2017; Jiménez et al., 2020); bactericidal, (Krlger
et al., 2019); antiparasitic (Hader et al., 2016); anticancer (Ozca et al., 2018) In all these
studies it has been proposed that the antioxidant activity of SCC is responsible for the
reported effects. In the present study, it was confirmed that SCC administered as pretreatment
was responsible for the decrease in genetic damage induced by IR although there is a still
unknown beneficial effect or effects that causes SCC to prolong the lifespan females when

SCC was administered in larval stage.

The results obtained in the organisms treated with SCC in combination with 20 Gy of gamma
rays could also support the benefits induced by SCC. The lifespan was significantly
prolonged for both males and females. The results obtained from the relationship of mutation

frequency with lifespan could support the induction of adaptive advantages caused by SCC
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since individuals with a higher frequency of induced mutation (group treated with 20Gy) die
early, while flies in the group treated with SCC + 20 Gy died at a lower rate and prolonged
their lifespan. The mechanism that causes SCC to extend the lifespan is unknown. However
there are studies that reported that protoporphyrin-1X (PP-1X) a metal free porphyrin
prolonged the lifespan of a wild strain of D. melanogaster (Canton-S) (Pimentel et al., 2013)
and this observation could be the attributed to a Sod- mimetic effect (Afonso, 1999). Unless
there is no key evidence that establishes a direct causal link between oxidative stress and the
rate of aging it has been shown that SOD overexpression strongly increased lifespan in two
studies (Parkes et al 1998, Sun and Touner 1999).

Pimentel et al., 2013, found that radio protective effect of SCC is ion proportion with the
amount of copper present in the molecule that includes a copper center, it was shown that its
proportion is related to the magnitude of the decrease in induced genetic damage, the copper
center of the SCC through oxide reduction reactions is capable of donating electrons (Blumer
et al., 2008) and inactivating reactive oxygen species (ROS) (Tumolo and Lanfer-Marquez,
2012). The stabilization of FR ie hydroxyl (the most reactive of the FR) generated by the
accumulation of hydrogen peroxide (H202) (Zhang et al., 2012) and inhibit the induction of
point mutations, mitotic recombination events or deletions could be responsible (Morley and
Trainor, 2001) for the increased longevity in adults to of D. melanogaster treated with
SCC+20Gy. There is evidence supporting that SCC can also decreased lipid peroxidation in
mitochondria which could also explain the increase in the longevity observed in the present
study (Sato et al., 1984).

It has already been reported that the administration of antioxidant agents to D. melanogaster
such as cocoa (Bahadorani and Hilliker, 2008), resveratrol (Wang et al., 2013), trolox and
carnitine (Stvolinsky et al., 2016), increases the life span. Lifespan increased in 3 days in
males treated with ginger extract (2mg / ml) (Zhou et al., 2018), with anthocyanins, # the
increases was of 5 days (Wang et al., 2015). In females, the addition of resveratrol in the
culture medium combined whit a diet deficient in sugar and protein, increased their life span
by 15% (Wang et al., 2013). In general, the authors attributed this effect to the antioxidant
capacity of the agents, their modulation in the face of oxidative stress and / or the metabolic

conditions of the organisms. An increase in the longevity of D. melanogaster treated with




Curcumin (Shen et al., 2013), a natural product with antioxidant properties, was also

reported.

The individuals lifespan increase treated in the larval stage with SCC + 20 Gy of gamma rays
highlights that SCC not only inhibits IR-induced genetic damage, it probably also causes
other beneficial effects. It is possible that SCC may have a protective function of organelles
involved in the aging process such as mitochondria, since the biological mechanisms that
support the aging theory and the biological action of gamma rays are through similar
processes and both are mediated by the generation of ROS (Kuzmic et al., 2019). It has been
shown by electron-spin resonance that SCC is capable of directly inactivating FR (Kamat et
al., 2000). The stimulating the immune system through the activation of transcription factors
that overexpress proteins such as cyclines, and that favors apoptosis via caspases (Patar et
al., 2018), could contribute to the increase of the lifespan of the group of flies from the
SCC+20Gy treatment.

The mitochondria is strongly involved in the development of aging and chronic degenerative
diseases (Schapira, 2012; Jang et al., 2018), it is an important target of the biological effect
of IR (Kamat et al., 2000), and its functions can be enhanced with the administration of
antioxidants and prolong the lifespan of organisms (Schriner et al., 2005; Munro et al., 2019;
Shabalina et al., 2017). Additionally, it has been documented that when organisms are
exposed to a mutagenic agent combined with SCC, the levels of endogenous enzymes
increase their levels (Fulda and Kroemer, 2011). An in vivo and in vitro study demonstrated
that SCC protects the mitochondrial membrane from damage caused by different doses of IR
(Kamat et al., 2000). Sharma and Kumar, (2007) demonstrated that SCC decreases the
amount of intracellular ROS in irradiated mouse spleen cells attributed to the inactivation of
the oxygen singlet and hydroxyl. Kumar et al, (2001) proposed that SCC inhibits the
chelation of Fe (1) responsible for the generation of the hydroxyl radical.

6.- Conclusion:

Based on the relationship between the frequency of somatic mutation and lifespan, the free

radical theory of aging is supported, since the organisms that die in the first fortnight are




those with a higher frequency of mutations. It is important to mention that 60% of the genetic
damage produced by low energy transfer ionizing radiation (such as gamma rays) is the result
of the production of free radicals. SCC pretreatment caused a significant increase in the

lifespan of D. melanogaster, most likely due to its inhibition of oxidative damage.
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Tables and figures

Table 1. Larvae-adult viability of D. melanogaster (mwh + / + fIr®) pretreated with 69 mM

SCC alone or in combination with 20 Gy of gamma rays.

Treatment No. of larvae tested No. of viable adults % of
viability + SEM
Control 1500 1350 90.0+0.36
SCC (69 mM) 1500 1328 88.5+0.32
20 Gy 1500 1306 87.0 + 0.32*
SCC+20 Gy 1500 1282 85.5 £ 0.35*

Significant at a value of P < (0.05, with respect to the control.

Table 2. Lifespan of adult D. melanogaster (mwh + / + flr®) treated with SCC alone or in

combination with 20 Gy of gamma rays.

Treatment | No.of adults | MST (Days)*SDM | Comparisons P-value 2
tested
FEMALE
Control 270 102 £0.22
SCC 270 103+0.22 Control vs SCC <0.001 1
20Gy 375 80 + 0.21 SCC vs 20Gy <0.0001]
SCC+20Gy | 375 86 +0.20 20 Gy vs SCC+20 Gy | <0.00011
MALE
Control 270 104 £0.31
SCC 270 100+ 0.29 Control vs SCC <0.0001]
20Gy 375 78 +0.28 SCC vs 20Gy <0.0001
SCC+20Gy | 375 86 +0.30 20 Gy vs SCC+20 Gy | <0.00011

Curves were statistically compared between the mean lifespan of the experimental and the
control variants, using the Tarone-Ware, Wilcoxon and Logrank tests. MST: mean survival
time; | : significant reduction; 1 significant increase.




2 Test of equality of the survival distribution functions (DF= 3):

Statistic Observed  Critical P-value alpha
value value

Log-rank 10382.668 7.815 <0.0001 0.05

Wilcoxon 6763.653 7.815 <0.0001 0.05

Tarone-Ware 8452.777 7.815 <0.0001 0.05

Table 3. Somatic mutation frequency induced in larvae mwh +/+ flr® 72h age of D.
melanogaster after treated with 69 mM SCC alone or in combination with 20 Gy of gamma

rays
Treatment No. of Spots
wings small large twin Total
n siw n shw n sw n siw
(1-2 cells), m=2  (>2 cells), m=5 m=5 m=2
Control 170 32 0.19 10 0.06 4 0.02 46  0.27
SCC 170 30 0.18 7 0.03 4 0.02 41 0.24
20 Gy 293 145 049 903 3.08 90 0.31 1138 3.88
SCC+20Gy 293 97 030+ 578 0.10+ 60 0.03+ 735 |2.51+
Statistical diagnoses according to Frei and Wirgler (1988): +: positive; -: negative; w: weak

positive; i:

inconclusive, respect to control; m: multiplication factor. Probability levels: alpha

= beta = 0.05. One-side statistical test. s/w: spot per wing; |: significant reduction. Data
represent the results from three independent experiments performed with three replicates

each.
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Figure captions:

Figure 1. Population pots used for lifespan tests. The population pots include: 1) a hole
covered with gauze for air exchange; 2) a sponge screw cap that holds a 3) Petri dish with
regular culture medium placed and removed every other day.

Figure 2. Larva-adult development time of D. melanogaster (mwh + / + flr3), after being
pretreated for 24 h with SCC alone or in combination with 20 Gy of gamma rays

Figure 3. Survival curves (lifespan) of adults of D. melanogaster (mwh + / + flr®) pretreated
24h with 69 mM SCC and irradiated or not with 20 Gy of gamma rays in the second instar
larvae stage. a) Females; b) Males. Survival functions were estimated to obtain the
cumulative survival curves for each experimental group and for each sex.

Figure 4. Relationship between lifespan and the frequency of somatic mutation, induced in
adults of D. melanogaster mwh + / + flr® adults that dead every fortnight (-F), after being
treated for 24 hours with 69 mM SCC alone and in combination with 20 Gy of gamma rays




9. DISCUSION GENERAL

Los antioxidantes son moléculas que pueden proteger a los organelos celulares del dafio
provocado por los RL (Warraich et al., 2020) mediante diferentes mecanismos de accién
como inactivarlos, disminuir la produccion de ERO y proteger la membrana plasmatica
(Simioni et al., 2018) y como consecuencia, retrasar el proceso de envejecimiento entre otros

efectos positivos.

El AA reduce el estrés oxidante y los RL que pueden dafiar al ADN y a las membranas de
diversos 6rganos (Halliwell, 2006), también se ha demostrado que reduce significativamente

la genotoxicidad de algunos agentes mutagénicos (Odin, 1997).

Por esta razon, en esta investigacion se evaluaron varios indices tales como la viabilidad, la
tasa de desarrollo y el potencial anti-mutagénico del AA y la CCS. En el caso del AA
encontramos que no provoco modificacion de ninguno de los indices evaluados, solo o en
combinacién con 20 Gy de radiacion a diferentes RD a ninguna de las concentraciones
probadas, solamente disminuyd la viabilidad cuando la radiacion se administr6 a la RD més
alta (960 Gy/h). La RD es un factor fisico que puede modificar la respuesta bioldgica de la
RI1 (Brooks et al., 2016), nuestros resultados confirmaron esta teoria, el AA en combinacion
con 20 Gy a la RD mas alta (960 Gy/h), no causo reduccién en la frecuencia de dafio genético
con las concentraciones mas altas, posiblemente se debe a que la radiacion administrada a
una razon de dosis alta, provoca dafio severo. Fujii et al, (2010) reportd que el tratamiento de
AA provoco un incremento del porcentaje de sobrevivencia de fibroblastos humanos

irradiados con rayos X, este efecto no se observé cuando las células se irradiaron con iones




pesados, y sugirieron que la RD alta produce en mayor proporcién un dafio similar al efecto
directo de la RI, como rompimientos de doble banda. Los resultados de nuestro estudio
aportan evidencia de la capacidad protectora del AA en contra del dafio inducido por RI a
diferentes RD. EI efecto protector observado a una RDA con la concentracion mas baja de
AA pudo deberse a una sinergia con enzimas enddgenas. Yang et al., 2017 en Piccia
caribbiga encontr6 que la administracion de vitamina C increment6 la actividad de SOD y
CAT vy éstas disminuyeron los niveles de ERO en sus células. En mutantes de DJ-1p de
Drosophila tratadas con alfa tocoferol y vitamina C se observo que aumentaron la actividad
de catalasa y disminuyeron la cantidad de ERO en comparacién de los organismos que no

tuvieron el tratamiento de los antioxidantes (Casani et al., 2013).

Como se menciond anteriormente, la Rl induce dafio principalmente a través de la generacion
de los RL (Hiscock, 1999). Los RL pueden dafiar a moléculas de importancia biologica y
organelos celulares, este dafio se considera como el agente etiologico del proceso de

envejecimiento y es el principal sustento de la teoria propuesta por Harman (1956).

El envejecimiento es un proceso natural, en el que la integridad estructural de un organismo
disminuye a través del tiempo, esto provoca la pérdida de la funcionalidad del organismo, asi
como el incremento del riesgo de muerte (Lopez-Otin et al., 2013). Aproximadamente el
70% del dafio celular provocado por RI ocurre cuando excede los niveles de ERO lo que

favorece a un estado constante de estrés oxidante (Anuranjani, 2014).

Se ha demostrado que los tetrapirroles tales como la CCS son muy eficientes disminuyendo
el dafio genético provocado por el incremento del estrés oxidante debido a la exposicion a RI
(Zimmering et al., 1990). El efecto radioprotector de la CCS se demostro en células sométicas

de Drosophila melanogaster (Pimentel et al., 1999 Cruces et al., 2003; 2009; Pimentel et al.,
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2011) por esta razon en esta investigacion se considero evaluar su accion en el proceso de

envejecimiento o periodo de vida.

Los resultados obtenidos revelaron que la CCS pudo haber tenido algunos efectos benéficos
en los organismos. Los datos de viabilidad indican que la CCS por si sola, no fue toxica,
probablemente el pigmento provoco algin mecanismo ventajoso para las hembras. No hay
evidencia experimental de que esto ocurriera, pero el hecho de que la CCS haya prolongado
el PV de las hembras, podria indicar que esto pudo haber ocurrido. En contraste, la CCS por
si sola no tuvo efecto en los machos. Practicamente no se ha explorado. El efecto de la CCS
en el periodo de vida, sin embargo, se ha reportado que es antimutagénica (Abdel-Latif et al.,
2017); bactericida, (Kriger et al., 2019); antiparasitaria (Hader et al., 2016); anticancerigena
(Ozcan et al., 2018) y agente fotosensibilizador (Buchove et al., 2017). En todos estos
estudios se ha propuesto que la actividad antioxidante de la CCS es la responsable de los
efectos reportados. En el presente estudio, se confirmé que la CCS administrada como
pretratamiento provoca la disminucion de dafio genético inducido por la RI y, por un
mecanismo aun desconocido, la CCS per se provoco una prolongacién del periodo de vida
de las hembras pre-tratadas en estado larvario en contraste con la falta de efecto en este indice

en los machos.

Otro resultado relevante es que la CCS en combinacion con 20 Gy de rayos gamma provoco
que el periodo de vida se prolongara significativamente tanto de las hembras como de los
machos. Este resultado con la disminucién de mutaciones indica que muy probablemente la
CCS acttia como un inhibidor de dafio genético que ademas provoca ventajas adaptativas en

los organismos tratados. Lo anterior se basa en los resultados obtenidos de la relacién de la




frecuencia de mutacion con la longevidad. Los resultados evidencian que los organismos con

mayor frecuencia de mutacion, mueren mas rapidamente (Articulo 11).

En estudios previos se encontrd que la administracion de antioxidantes en D. melanogaster
como la cocoa (Bahadorani y Hilliker, 2008), el resveratrol (Wang et al., 2013), el trolox y
la carnitina (Stvolinsky et al., 2016) incremento su PV. En otro estudio se revelé que los
machos tratados con extracto de jengibre (2mg/ml) incrementaron 3 dias su PV (Zhou et al.,
2018), con antocianinas, aumentaron 5 dias (Wang et al., 2015). En las hembras, la adicién
de resveratrol en el medio de cultivo y una dieta deficiente en azucares y proteinas incremento
su PV un 15% (Wang et al., 2013). Los autores atribuyeron estos resultados a la capacidad

antioxidante de los agentes y las condiciones metabolicas de los organismos.

Por otro lado, se reportd que la protoporfirina (una porfirina sin centro metalico) prolonga
el PV de una cepa silvestre de D. melanogaster (Canton-S) (Pimentel et al., 2013) debido a
que la PP-IX se comporté como una Sod-mimética (Afonso, 1999). La estructura quimica
de la CCS incluye un centro de cobre el cual se ha demostrado que la proporcién de cobre
influye en la proporcién de disminucion de dafio genético, lo que resalta la importancia del
metal (Pimentel et al., 2013). El centro de cobre de la CCS mediante reacciones de 6xido
reduccién, es capaz de donar electrones (Blumer et al., 2008) e inactivar ERO (Tumolo y
Lanfer-Marquez, 2012). Una posible explicacion del incremento de la longevidad en los
adultos de D. melanogaster tratados con CCS+20 Gy, fue su capacidad para inactivar al
peroxido de hidrogeno (H202) (Zhang et al., 2012), el H202 es responsable de producir
mutaciones puntuales y eventos de recombinacion mitética y en menor proporcion deleciones
(Morley y Trainor, 2001). También se reportd incremento en la longevidad de D.

melanogaster tratadas con Curcumina (Shen et al., 2013) un tubérculo con propiedades
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antioxidantes. La disminucién de la peroxidacion lipidica en sistemas de organelos
membranosos como la mitocondria podria ser otro mecanismo de la CCS que causa un

incremento en la longevidad de D. melanogaster tratada con el pigmento (Sato et al., 1984).

El incremento del PV de los organismo tratados con CCS + 20 Gy de rayos gamma, destaca
el efecto protector de la CCS hacia la RI u otros inductores de dafio oxidante, asi como su
funcién protectora de organelos implicados en el proceso de envejecimiento como la
mitocondria, posiblemente los mecanismos bioldgicos que sustentan la MFRTA y la accion
bioldgica de los rayos gamma son mediante procesos similares, debido a que ambos son

mediadas por la generacion de ERO (Kuzmic et al., 2019).

Se ha demostrado por la resonancia de espin electronico, que la CCS es capaz de inactivar
directamente a los RL (Kamat et al., 2000). La inactivacién del radical hidroxilo, mediante
la estimulacidn del sistema inmune a través de la activacion de factores de transcripcién que
sobre expresan proteinas como las ciclinas, y que favorece la apoptosis via caspasas. (Patar
et al., 2018) podria contribuir al incremento del PV del grupo de moscas del tratamiento

CCS+20 Gy de rayos gamma.

La mitocondria estd fuertemente implicada en el desarrollo del envejecimiento y de
enfermedades cronico-degenerativas (Schapira, 2012; Jang et al., 2018), es un blanco
importante del efecto bioldgico de la RI (Kamat et al., 2000), y sus funciones pueden
potenciarse con la administracion de antioxidantes y prolongar el PV de los organismos

(Schriner et al., 2005; Munro et al., 2019; Shabalina et al., 2017).

Se ha documentado que cuando los organismos son expuestos a algin agente mutagénico

combinado con CCS, los niveles de enzimas enddgenas incrementan sus niveles (Fulda y




Kroemer et al., 2011). Un estudio in vivo e in vitro demostré que la CCS protege a la
membrana de la mitocondria por el dafio ocasionado por diferentes dosis de Rl (Kamat et al.,
2000). Sharma y Kumar, (2007) demostraron que la CCS disminuye la cantidad de ERO
intracelular de células de bazo de raton irradiadas por la inactivacion del radical singulete de
oxigeno y el hidroxilo. Los estudios de Kumar et al., (2001) propusieron que la CCS inhibe

la quelacion del Fe(l1) responsable de la generacion del radical hidroxilo.

10.CONCLUSIONES

El AA provoca una reduccion de dafio genético que depende de la razén de dosis con la que
se administra la radiacion gamma. Se confirmo que la CCS reduce la frecuencia de mutacion
y que prolonga el periodo de vida de las hembras per se pero no en los machos y en
combinacién con 20 Gy lo hace en ambos sexos. Se encontrd que los individuos con una
frecuencia de mutacion alta son los que mueren mas rapidamente y que una vez eliminados
los individuos con méas carga genética, los sobrevivientes mueren a la misma tasa. Los
resultados en su conjunto indican que muy probablemente el mecanismo de accion para
reducir el dafio genético tanto del AA como el de la CCS es a través de una accion
antioxidante provocando seleccion de los individuos mas aptos lo que sugiere que pueden ser

excelentes radio-protectores.
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