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Resumen

Alteraciones del proceso de inflamacién han sido relaciona-
das con el envejecimiento y con enfermedades neurodegen-
erativas como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la Esclerosis Amiotrépica Lateral, etc. De hecho,
varios autores han propuesto que algunos genes cuya ac-
tividad esta relacionada con efectos pro-inflamatorios estan
involucrados en el proceso de envejecimiento. En el presente
estudio se determind el efecto del tratamiento a largo plazo
con los antiinflamatorios no esteriodeos, ibuprofeno (IBU) y
meloxicam (MEL), asi como con acetaminofen (ACE) en la
sobrevida de la Drosophila melanogaster. Las concentracio-
nes evaluadas de los farmacos en su mayoria disminuyeron
la sobrevida en ambos sexos. Estos resultados sugieren un
predominio de los efectos adversos de dichos compuestos.

Palabras clave: Drosophila melanogaster, envejecimiento,
meloxicam, ibuprofeno, acetaminofen.

Dysregulation of inflammatory mechanisms are associated
to aging and neurodegenerative diseases. Several authors
have proposed that genes related to pro-inflammatory ef-
fects are involved in aging. In the present study, the effect
of long-term treatment with Ibuprofen (IBU), Acethaminophen
(ACET) and meloxicam (MEL) was evaluated in Drosophila
melanogaster. At the concentrations tested these drugs in-
duced in the mayority of the cases, a decrease of the lifespan
in both sexes. These results suggest that adverse effects of
these compounds predominate in this animal model.

Key words: Drosophila melanogaster, aging, meloxicam,
ibuprofen, acethaminophen.



Introduccion

El envejecimiento es un proceso complejo, caracterizado por
la acumulacion de dafio molecular y celular y aumento del
riesgo de enfermedad y muerte. Este proceso biol6gico ha
sido asociado con la induccion de un estado infamatorio de
bajo grado. Por ejemplo, estudios recientes han mostrado
que algunos genes relacionados con efectos pro-inflama-
torios estdn sobreexpresados durante el envejecimiento’2.
Hasta ahora se desconoce si la inflamacion esta ligada
causalmente al envejecimiento o es un epifenémeno de este.

El efecto de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs) sobre el envejecimiento y las enfermedades neu-
rodegenerativas es controversial, ya que algunos reportes
han revelado que su uso prolongado protege las funciones
cerebrales y retraza el deterioro cognitivo tanto en huma-
nos®® como en modelos animales®’. Sin embargo, estudios
también han reportado efectos adversos del tratamiento con
AINEs como la aspirina®®, mientras que los inhibidores se-
lectivos de la Cox-2, celecoxib y nimesulide y los inhibidores
no selectivos, ibuprofeno y flurbiprofeno aceleraron la senes-
cencia en un modelo in vitro en fibroblastos™.

La Drosophila melanogaster es un modelo animal amplia-
mente utilizado en el estudio del envejecimiento la cual po-
see actividad ciclooxigenasa'" al igual que otros invertebra-
dos'13, En este estudio se evalud el efecto del meloxicam,
ibuprofeno y del acetaminofén en la longevidad de la D.
melanogaster. Los resultados sugieren que el tratamiento a
largo plazo con estos farmacos estuvo asociado con un pre-
dominio de los efectos adversos, ya que disminuy6 significa-
tivamente la sobrevida de la Drosophila.

Materiales y métodos

Animales: Se utilizé la cepa Oregon de la mosca de la fru-
ta Drosophila melanogaster. Para todos los experimentos
se tomaron inicialmente moscas machos jovenes 24 horas
después de su eclosidn de las pupas. Las moscas fueron
mantenidas con un ciclo de 12 horas luz 12 horas oscuri-
dad y alimentadas con un medio estandar a base de harina
de maiz. Dicho medio estaba compuesto de 0.3 gramos de
agar-agar, 5 gramos de harina de maiz, 1.5 gramos de leva-
dura, 5 ml de una solucion saturada de azicar morena, 0.065
gramos de metil parahidroxibenzoato disuelto en 0,5 ml de
etanol al 100%, y 43.75 ml de agua. El grupo control era ali-
mentado con medio de cultivo estandar mientras que los gru-
pos tratados fueron mantenidos en medio suplementado con
una concentracion especifica de cada uno de los farmacos
como se detalla en la tabla 1. Los farmacos eran disueltos en
el medio justo antes de dispensar dichos medios en los tubos
de cultivo. Cada 3 dias las moscas se colocaron en tubos
que contenian medio de cultivo fresco.

tabla 1: concentraciones de los farmacos en el medio de cultivo
de drosophila

Concentracion Meloxicam Ibuprofeno  Acetaminofen
mg/ml

50 + - -

200 - + -

500 + + +
1000 + + +

Determinacién de la sobrevida:

Las moscas fueron colocadas en nimeros de cinco por tubos
de ensayo, los cuales contenian 2 ml de medio de cultivo. La
sobrevida fue evaluada simultaneamente en un grupo control
y los grupos experimentales cada 3 dias en el momento de
transferirlas al medio de cultivo fresco. La sobrevida era re-
gistrada como el nUmero de animales que permanecian vivos
cada dia en que se realizaba la observacion. Las moscas se
consideraron muertas cuando no se observaba ninglin movi-
miento al estimularlas mecanicamente con un pincel suave.
La Sobrevida Promedio se definié como el valor promedio de
la edad a la que muri6 el total de la poblacion.

Analisis de los datos

Los datos fueron procesados y analizados utilizando el pro-
grama Graph Pad Prism. La comparacion de los valores de
sobrevida promedio entre los grupos fue realizada por medio
del ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnet para
las comparaciones multiples. Las diferencias fueron conside-
radas significativas cuando el valor de la P fue menor de 0,05.

Resultados

Efecto de los farmacos en la sobrevida de las moscas
machos: El tratamiento con meloxicam (MEL) tuvo un efecto
dependiente de la dosis, ya que la concentracién de 50 pg/
ml no afectd la sobrevida (37,49 + 1,83 dias versus 38,94 +
1,01 dias en el grupo control). En contraste, el tratamiento
con 500 o 1000 pg/ml de disminuyé la sobrevida (27,62 +
1,19y 31,92 + 1.04 dias respectivamente). Por otra parte, el
tratamiento con IBU (200 y 500 pg/ml) disminuy6 significati-
vamente la sobrevida con respecto al grupo control (30,33
+ 1,53y 29,53 + 1,26 dias versus 40,66 + 0,96 dias respec-
tivamente, p< 0.05). En contraste, a la concentracién 1000
pg/ml no tuvo efecto significativo (37,53 + 1,77 dias versus
40,66 + 0,96 dias). Finalmente, el tratamiento con ACET no
afect6 la sobrevida a una concentracion de 500 pyg/ml (39,99
+1,72 versus 39,28 + 0,81 dias en el grupo control), mientras
que la concentracién de 1000 pg/ml de ACET aument? la so-
brevida (45,20 + 1,48 dias, p< 0,05).

Efecto de los farmacos en la sobrevida de las hem-
bras: El tratamiento con MEL disminuy6 significativamente
la sobrevida, siendo mayor dicho efecto en el grupo tratado
con 1000 pg/ml (53,93 + 1,22 en el grupo control versus
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37,45 + 2,06), mientras que las concentraciones de 50 ug/
ml y 500 pg/ml tuvieron un efecto moderado (43,32 + 2,18
y 43,21+1,87 resp.). Por su parte, el tratamiento con IBU no
afectd significativamente la sobrevida de las moscas a nin-
guna de las concentraciones evaluadas (51,40 + 1,28 dias,
50,70 + 2,46 dias y 48,95 + 1,83 dias respectivamente en
los grupos tratados con 200 pg/ml, 500 pg/mly 1000 pg/ml).
Finalmente, el tratamiento con ACET tuvo un efecto marginal
que no fue significativo a las dosis evaluadas (49,89 = 1,72,
y 48,64 + 2,19 versus 53,93 + 1,22 dias).

El presente estudio es el primer reporte del efecto de los inhi-
bidores de la enzima ciclooxigenasa 2, meloxicam MEL y del
ibuprofeno IBU y el acetaminofén ACET en el envejecimiento
de la Drosophila melanogaster. Se observé un efecto predo-
minantemente negativo del tratamiento con dichos farmacos.
El inhibidor selectivo tipo COX-2, MEL disminuyé la sobre-
vida tanto en las moscas machos como en las hembras. En
contraste, el IBU tuvo un efecto significativo en las moscas
macho a las concentraciones baja e intermedia, mientras que
en las hembras ninguna de las concentraciones indujo cam-
bios. Esta diferencia es interesante, ya que el principal be-
neficio que se le atribuye a los inhibidores selectivos es que
producen menos efectos adversos a nivel gastrointestinal.
Sin embargo, otros autores han sefalado que la inhibicion
selectiva de la COX-2 puede ocasionar un desbalance como
resultado de la inhibicion de la accion de la prostaciclina y por
consiguiente de la desrepresién de la actividad del tromboxa-
no'. Es posible que tales mecanismos estén asociados con
las diferencias observadas. Son necesarios estudios adicio-
nales para determinar las bases biolégicas de estos efectos
inducidos por este tipo de farmacos.

El hallazgo de estos efectos fue inesperado, ya que la teoria
inflamatoria del envejecimiento implica un desbalance del
sistema inmunitario y aumento en la expresion de mediado-
res proinflamatorios. Sin embargo, estudios observacionales

y ensayos clinicos han reportado ausencia de efectos bene-
ficiosos®'®'® o aun efectos contraproducentes' 8. Estudios
previos también mostraron que inhibidores no selectivos
de la COX, ibuprofeno, aspirina y flurbiprofeno aceleran la
senescencia en fibroblastos humanos en cultivo™. Sonnen
y colaboradores observaron una mayor cantidad de placas
neuriticas en el cerebro de individuos con un consumo ele-
vado de AINEs no selectivos durante un periodo de mas de
10 afos™.

Altas dosis de ACET han sido asociadas con necrosis hepati-
ca?*?! y con disminucién de los niveles de glutation, de acido
ascorbico y de actividad de la enzima Superoxido dismutasa
en el cerebro?. Por el contrario, a bajas dosis este farmaco
protegi6é cardiomiocitos sometidos a dafio por reperfusion®.
Por otra parte, algunos estudios han reportado un efecto in-
ductor de estrés oxidativo dependiente de la concentracion
en hepatocitos de rata en cultivo.

Un hallazgo interesante del presente estudio fue el efecto
contrastante del tratamiento con ACET en ambos sexos,
aumentando la sobrevida en los machos y disminuyéndola
en las hembras. Estudios previos han demostrado efectos
dimorficos de diferentes farmacos y toxinas en organismos
como la Drosophila?®?® y en humanos?. La toxicidad induci-
da por ACET en humanos y animales de laboratorio es de-
terminada por la depleciéon del glutation, el cual permite la
excresion del farmaco metabolizado?®. Una posible explica-
cién para esta respuesta dimérfica al tratamiento con aceta-
minofen podria ser diferencias en cuanto a la eficiencia de
los mecanismos de detoxificacion dependientes de glutation
entre ambos sexos.

Conclusion: La respuesta de la sobrevida de Drosophila me-
lanogaster fue dependiente de la dosis utilizada. En general,
los farmacos evaluados disminuyeron la sobrevida en ambos
sexos. Estos resultados sugieren un predominio de los efec-
tos adversos de los farmacos utilizados y recalcan la necesi-
dad de evaluar la relacion riesgo-beneficio en el tratamiento
a largo plazo con estos compuestos.



Figura 1: Efecto de los farmacos en la sobrevida de las moscas macho. Las moscas fueron tratadas con las concentraciones indica-

das de los farmacos meloxicam (MEL), ibuprofeno (IBU) o acetaminofén (ACET) en el medio de cultivo.
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Figura 2: Efecto de los farmacos en la sobrevida de las moscas hembra. Las moscas fueron tratadas con las concentraciones indica-
das de los farmacos meloxicam (MEL), ibuprofeno (IBU) o acetaminofén (ACET) en el medio de cultivo.
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