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RESUMEN

Los flavonoides que se encuentran mayormente en las plantas y se consumen
diariamente son los flavonoles, la avicularina es un flavonol glucorinado que se
extrae de diferentes plantas y es ademas, el componente principal de plantas
medicinales como Psidium guajava; a pesar de pertenecer a un grupo de
metabolitos ampliamente consumido sus propiedades biolégicas no han sido tan
ampliamente estudiadas como las de la quercetina. Esta correlacion es importante
cuando se utilizan plantas cuya composicion quimica y posibles efectos
genotoxicos se desconocen, por lo que para este trabajo se evaluo in vivo el

efecto de la avicularina utilizando SMART en alas de Drosophila melanogaster.

Se cruzaron hembras virgenes fIF/TM3, Bd**" con machos mwh/mwh para obtener
la cruza estandar (CE). Larvas de 72+4 h fueron alimentadas con avicularina
[0.023 mM, 0.047 mM, 0.095 mM, 0.19 mM y 0.38 mM] disuelta en Etanol +
Acetona [2% v/v]; 4ANQO [2 mM]; Vitamina C [5.6 mM] como testigos positivos;
etanol + acetona [2% v/v] y agua miliQ como testigos disolventes. Los tratamientos
se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes. Se revisaron las
alas trans-heterocigotas en microscopio 6ptico a 400x, se registré la frecuencia de
los clones mutantes y los resultados se analizaron con el programa SMART PC-
version 2.1.

El testigo disolvente etanol + acetona [2% v/v] tuvo una disminucion significativa
en la frecuencia de manchas pequefias en comparacion con el testigo agua. La
avicularina en todas las concentraciones utilizadas incrementd la frecuencia de
manchas pequefas con respecto a etanol + acetona [2% v/v] pero sin un efecto
significativo, sin embargo, si se vio alterada de manera significativa la distribucion
del tamafio de los clones mwh lo que indica una alteracion durante la division
celular. Se puede concluir que la avicularina, en este ensayo y a estas
concentraciones no provocé dafio genotdxico pero si afecté en el ciclo celular

provocando un dafio citotoxico en CE.



INTRODUCCION

FLAVONOIDES

Los flavonoides son una clase de productos quimicos naturales polifendlicos que
estan ampliamente distribuidos en el mundo vegetal (Micek et al., 2016). Son de
gran interés debido a sus efectos benéficos para la salud humana, entre los que
se encuentran efectos antiinflamatorios, antioxidantes, anticancerigenos vy
antimutagénicos. Se han identificado mas de 6,000 variedades de flavonoides
clasificados en seis clases segun la estructura quimica: flavonoles, flavonas,
flavononas, flavanoles, antocianidinas e isoflavonas (Figura 1) (Dias et al., 2021,

Jaganathan y Mandal, 2009).
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Figura 1: E.structura y tipos de flavonoides (Lakhanpal y Rai, 2007)

La estructura principal de los flavonoides esta compuesta por difenil-piranos (C6-
C3-C6) con 2 anillos de benceno A, B unidos por un anillo C de pirano
heterociclico; sus tres anillos son muy versatiles ya que pueden someterse a
hidroxilacién, acilacion y glicosilacion con monosacaridos u oligosacéridos

sustituidos en diferentes posiciones de la molécula (Proshkina et al., 2016).

Los flavonoides que se encuentran mayormente en las plantas y se consumen
diariamente son los flavonoles, que poseen una estructura con un grupo carbonilo
en posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C (Cartaya y Reynaldo,

2001).

QUERCETINA
El flavonol mas abundante es la quercetina (3,3",4",5,7-pentahidroxiflavona) que

representa del 60 al 75% del consumo diario de flavonoides en la dieta humana,

estos ultimos estimados de 100 a 1000 mg/dia (Vicente-Vicente et al., 2013;
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Koztowska y Szostak-Wegierek, 2014). Se encuentra disponible en cebollas,
brocoli, esparragos, pimientos verdes, tomates, manzanas, fresas, frambuesas
rojas,arandanos, té verde, vino, entre otros, y se ha reportado como un agente

anticancerigeno, antioxidante y citotéxico (Kang y Liang, 1997).

La quercetina, al ser una molécula lipofilica, es absorbida con facilidad a través de
las membranas celulares de los organismos que la consumen, dentro de sus
células se somete a hidrdlisis para posteriormente conjugarse a derivados
glucoronidados, metilados y sulfatados (Figura 2) (Massi et al., 2017; Kobylinska y
Janas, 2015).
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Figura 2: Formas derivadas de la quercetina después de la biotransformacion (1) = 3’O-
methylquercetina; (2) quercetina-3’-O-sulphato; (3) quercetina-3’-glucuronida (de Costa et
al., 2008).

AVICULARINA

La avicularina (quercetina 3-O-a-L-arabinofuranosida) (Figura 3) es un compuesto
glicorinado de la quercetina la cual que se extrae de diferentes plantas y es
ademas, el componente principal de plantas medicinales como Lespedeza
cueneta (sericea), Lindera erythrocarpa (arbusto de frutos rojos) y Psidium

guajava (guayabo), entre otras (Vo et al., 2012); a pesar de pertenecer a un grupo



de metabolitos ampliamente consumido sus propiedades biolégicas no han sido

tan estudiadas como las de la quercetina (Guo et al., 2018).

HO

HO

HO OH

Figura 3: Estructura quimica de la
avicularina (Zhou et al. 2016).

Muchos estudios han relacionado el potencial genotdxico que un compuesto
guimico puede tener sobre un organismo 0 sistema celular con su potencial
mutagénico y/o carcinogénico. Esta correlacion es importante cuando se utilizan
plantas cuya composicion quimica y posibles efectos se desconocen (Déciga-
Campos et al., 2007). En medicina tradicional se han descrito algunas especies
con "riesgo mutagénico" como Baccharis latifolia (chilca), Exostema caribaeum
(casacara sagrada roja), Ligusticum porteriy (chuchupati), Poliomintha longiflora
(orégano mexicano), Piper sanctum (hierva santa) (Mufioz-Chamba, 2019; Déciga-
Campos et al., 2007) por ello, se hace necesario generar datos que provean
informacion sobre la eficacia, calidad y seguridad de sus metabolitos secuenarios

al ser utilizadas tradicionalmente (Verschaeve y Van Staden 2008).



El ensayo de mutacibn y recombinacion somatica en ala de Drosophila
melanogaster (anexo 1) (SMART por sus siglas en ingles) utilizado en este
estudio, ofrece una serie de ventajas como sistema de prueba eucariético de
genotoxicidad in vivo, ya que es facil de cultivar y su ciclo de generacion es corto
(aprox. 10 dias) (Spand y Graf, 2012), ademas permite detectar la capacidad de
los agentes quimicos para inducir mutacion y recombinacion a nivel somatico en
alredor de 24000 de células por organismo, esto es importante pues existe una

correlacion entre la actividad recombinogénica y la carcinogénesis (Ordaz, 1991).



ANTECEDENTES

Autor y aio

Ensayo

Zhang et al. (2020)

Ensayo MTT en células
de osteosarcoma
osteoblastico humano
MG-63.

Resultados
La avicularina redujo de Ila
expresion de citocinas

inflamatorias y los niveles de
marcadores de estrés oxidante en
células MG-63.

Wang et al. (2019)

Ensayo MTT en células
carcinoma hepatocelular
Huh7

La avicularina regula la apoptosis
celular y el ciclo celular de una
manera dependiente de la dosis.

Estrella-Parra et al.
(2019)

Ensayo quimioprotector
in vivo en raton sin pelo
SKH-1

El extracto metandlico de
Dyssodia tagetiflora cuyos
componentes  principales  son

hiperdsido, avicularina y acetato
de avicularina, disminuye el dafio
causado por la exposicion aguda
y cronica a los rayos UV en
ratones SKH-1.

Duan et al. (2019)

Acoplamiento molecular
inverso.
Bioenriquecimiento Go y
KEGG Pathway

La avicularina esté estrechamente
relacionada con 16 targets
asociados con el cancer, y puede
significativamente influir las
sefales pro-supervivencia en la
via de sefalizacion de MAPK.

Guo et al. (2018)

Ensayo TUNEL

La avicularina provoca sinergia

en la citotoxicidad de 5-Fu o

DDP en células de cancer gastrico
mediante  la  induccion  de
apoptosis in vitro e in vivo con
pocos efectos secundarios.




An et al. (2005)

Ensayo de captaciéon de
radicales libres de
DPPH

y de hepatoprotecciéon
in

El extracto de avicularina
(quercetina 3-0-0-L-
arabinofuranosido) proveniente de
Juglans sinensis es capaz de

eliminar radicales libres y proteger

vitro contra  citotoxicos en células
hepéticas Hep G2.
Sortibran et al.|Preba de mutacion Quercetinay quercetina 3--d-
(2011) somatica y | glucésido no son

recombinacion del ala

(SMART)

genotoxicos en el ensayo de alas
de D. melanogaster

Robaszkiewicz et al.
(2007)

Ensayo MTT en células
A549 de cancer humano
Ensayo de actividades
enzimaticas

La quercetina en dosis de 1-20
MM

produce dependiente
concentracion, citotoxicidad,
aumenta la apoptosis y la
necrosis, mientras que a
concentraciones de 50-100 yM
actla como antioxidante.
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JUSTIFICACION
Existen pocos reportes sobre la genotoxicidad de la quercetina y derivados como

la avicularina, siendo esta ultima siendo un compuesto que hasta el momento no
se le han realizado ensayos in vivo sobre genotédxicidad, por lo cual es de
importancia estudiarlo debido a su alto consumo en la dieta humana y porque
puede ser una alternativa a la quercetina como antioxidante por su mayor tiempo

de disponibilidad dentro del organismo.

HIPOTESIS

La avicularina tiene una estructura quimica con un grupo arabinésido unido al
esqueleto de la quercetina, lo cual le permitiria actuar con mayor efectividad que la
guercetina reduciendo el estrés oxidante provocado por EROs (especies reactivas
de oxigeno) al pasar por el metabolismo, por esto se espera que la avicularina no
provoque dafio genotéxico en las células de los discos imagales de las larvas de

Drosophila melanogaster.

OBJETIVO

Evaluar el posible efecto genotdéxico de la avicularina (quercetina 3-O-0-L-
arabinofuranosido) a concentraciones de 0.023 mM, 0.047 mM, 0.095 mM, 0.190
mM, 0.380 mM en el ensayo in vivo SMART en ala de D. melanogaster cruza

estandar (CE).
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Quimicos
e Agua bidestilada (Milli-Q®)

e Avicularina. Co0H15011. CAS: 572-30-5
e Vitamina C. C¢HsOs (SIGMA-ALDRICH) CAS: 50-81-7

e Acetona. C3HsO. CAS No. 67-64-1, pureza 99.9%. Sigma-Aldrich (Saint Louis,

MO, EE.UU.).
e Etanol (EtOH). CAS No. 64-17-5. Sigma® St. Louis, MO, USA

e 4-Nitroquinolina 1-0xido (4-NQO). CoHsN,Os. CAS 56-57-5, pureza 97%. Sigma-

Aldrich (Saint Louis, MO, EE.UU)

e Medio instantdneo Carolina (MIC). Carolina Biological Supply Company.

Burlington, N.C. USA

e Solucién conservadora: 5 mL de tegosept 12% disuelto en EtOH (bactericida) y 5
mL de acido propidnico (fungicida) aforados a 1 L de agua a una proporcion (1:10)

(Dueiias et al. 2002)
e Entellan. CAS 1.07961. Merck® Darmstadt, Alemania
e Hojuela de papa Valleverde® (Walmart, MX)

e Hojuela de papa ldahoan® (Costco, MX)
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Bioldgicos
e Cepas mutantes de D. melanogaster: “flare” (fr 3 /TM3, Bd %) y “multiple wing

hairs” (mwh/mwh) del laboratorio de Genética Toxicologica de la FES-Iztacala,
UNAM. Donadas originalmente por el Dr. Ulrich Graf del Swiss Federal Institute of

Technology de la Universidad de Zurich, Schwerzenbach, Suiza.

METODOS

Cultivo y propagacioén de las cepas mutantes de D. melanogaster
Las cepas se propagaron en frascos de vidrio de 250 mL con un medio de cultivo

de hojuelas de papas deshidratadas marca Idahoan® a los que se les agregaron
20 mL de solucion conservadora (Duefas et al., 2002). Las cepas se mantuvieron
a temperatura y humedad ambientales (25 + 2 °C) con un ciclo de luz (11 h)
/oscuridad (13 h) debido a que los cultivos se cuidaron en el periodo de diciembre

— enero.

Cruza estandar (CE)
Se aislaron imagos de hembras “flare” en tubos con medio de hojuelas de papas

por un periodo de cinco dias, para verificar que fueran virgenes y que ningun
macho hubiese quedado entre éstas, después se realizo la cruza estandar (CE)
con las hembras “flare” y machos “multiple wing hairs” en una proporcioén de 3:1,
se incubaron por tres dias a 25+2°C y 65% de humedad relativa en total oscuridad
para asegurar que todas las hembras “flare” quedaran prefiadas antes de la

colecta de huevos.
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Colecta de huevos
En frascos estériles de 250 mL se coloc6 levadura fresca activada marca La

Florida® dejandola reposar durante 24 h. Tras lo anterior se colocaron en los
frascos las moscas adultas procedentes de la cruza estdndar y se incubaron
durante 8 h. Posterior a ese periodo de tiempo, se retiraron las moscas adultas y
los frascos con los huevos se regresaron a la incubadora. Después de 72 + 4 h se
recuperaron las larvas de tercer estadio diluyendo rapidamente el medio con agua
corriente y haciéndola pasar a través de una coladera de acero inoxidable de

malla fina.

Diseiio experimental

Se realizaron cuatro experimentos independientes con tres réplicas por
tratamiento, agregando aproximadamente la misma cantidad de larvas de 72+4 h
de edad en tubos de base plana que previamente contenian 0.5 g de medio
instantaneo Carolina (Drosophila Instant Medium) y 2 mL de los diferentes
tratamientos (ver Cuadro 1), posteriormente se colocaron los tubos en la
incubadora a 25°C y 65% de HR a completa oscuridad (Figura. 4) hasta que

emergieron los imagos (tratamientos cronicos de 48h).

Figura 4: Tratamientos experimentales.



Tratamientos

Las concentraciones de la avicularina utilizadas para los tratamientos que se
muestran en el Cuadro 1 fueron determinadas basandose en Kelly (2011) que
reporta que la cantidad minima y méaxima de la quercetina hallada en plasma
humano es 0.2 nM y 0.5 mM. Las concentraciones para Vitamina C (5.6 mM)
como prooxidante y 4NQO (2mM) como genotdxico fueron determinadas con base

en el trabajo de Duefias-Garcia et al (2017).

Cuadro 1.

Tratamientos cronicos administrados a larvas de + 48 h.

Testigos solventes Testigos positivos Tratamientos
Avicularina**

Agua Mili-Q 4NQO (2 mM)* 0.023 mM

Etanol + Acetona [2% v/v] | Vitamina C (5.6 mM)* 0.047 mM
0.095 mM
0.190 mM
0.380 mM

*Tomado de Duefias-Garcia et al. (2017)
**Tomado de Kelly (2011)

Diseccidn, montaje y lectura de alas
Se recuperaron los imagos y se fijaron en tubos con EtOH 70%; se separaron los

individuos con alas de fenotipo silvestre (genotipo mwh + / + fIr’) y se disectaron
las alas (cuidando mantener una proporcion 1:1 entre hembras y machos (Frei y

Wirgler, 1995)) realizando preparaciones permanentes con Entellan®.

Las laminillas se etiquetaron con una clave para evitar prejuicio en la revision de
los tratamientos y se analizaron en microscopio 6ptico a 400X una cantidad de 55

individuos por tratamiento (Frei y Wirgler, 1995). Se analiz6 la regién ventral y
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dorsal de las alas registrando la frecuencia y tipo manchas (pequefias, grandes y

gemelas) para los clones mwh y fIr* (Graf et al., 1984).

Mancha tipo mwh Mancha gemela Tricomas normales
, (fr* - mwh)

Figura 5: Tipos de manchas. Las manchas que son contabilizadas para la prueba

SMART pueden ser de tres tipos: La mancha tipo fIr’ que se muestra en forma de

“llama”, el mwh el cual es mas de un tricoma por célula simulando un “maguey”, y la
combinacién de ambas flr’— mwh. Fotografias tomadas por la autora de esta tesis.

Mancha tipo fir®

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos obtenidos se analizaron con el software SMART-PC version 2.1 de Frei

y Wirgler (1988) que evalla estadisticamente la frecuencia de las manchas
inducidas en las alas mediante la prueba de Ji? para proporciones (de una cola)
con un grado de libertad y probabilidad de (p < 0.05). Este analisis permite decidir
si la frecuencia de manchas inducidas en los tratamientos tiene un diagndstico

positivo, débil positivo, negativo o indeciso con base en las siguientes hipétesis:

Hipotesis nula (Ho): No hay diferencia en la frecuencia de mutacion entre los

controles y tratamientos.

Hipotesis alternativa (Ha): El tratamiento da como resultado una frecuencia de

mutacion aumentada que es “m” veces la frecuencia espontanea. Donde “m” es el
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factor de multiplicacion, utilizado para realizar este analisis estadistico, basado en
los resultados que se obtendrian al usar como agente mutagénico radiacion
ionizante, y que indica cuantas veces debe incrementarse el numero de eventos
de los tratamientos con respecto al testigo para considerar una respuesta
genotoxica positiva.Las manchas pequefias (1-2 células) son mas comunes que
las grandes (>3 células) y gemelas (células fi* y mwh en clones adyacentes), por
lo que el programa los analiza por separado para evitar una sobreestimacion de
las manchas menos frecuentes. Para asignar resultados positivos se emplea un
m=2 para las manchas totales y pequefas, y m=5 para las manchas grandes y
gemelas, con base en lo anterior pueden ser posibles las siguientes cuatro

decisiones (Frei y Wirgler, 1988):
Aceptar Ho y rechazar Ha: Negativo.
Aceptar Ha y rechazar Ho: Positivo.

Para analizar la distribucion de los clones mwh y determinar si la division celular
fue afectada, se realiz6 la prueba Kolmogorov-Smirnov. Los resultados débiles
positivos e indecisos fueron analizados con la prueba no paramétrica de U de
Mann-Wilcoxon (a = b = 0.05) que compara dos muestras con STATgraphics

version 6.0 (Frei y Wirgler, 1995).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al comparar los resultados obtenidos después de revisar 531 individuos (1062

alas), de los ensayos con los diferentes tratamientos y sus testigos, se observaron

datos no concluyentes para SMART, por lo que fueron sometidos a las pruebas de

U de Mann-Wilcoxon y Kolmogorov—Smirnoff (K-S). En el cuadro 2 se muestra el

resumen de los resultados de SMART después de analizar la frecuencia de

manchas por individuo.

Cuadro 2.

Resultados completos obtenidos para la cruza estandar en el ensayo en ala de Drosophila melanogaster

después de alimentar durante 48h a larvas de 72 +/- 4h con diferentes concentraciones de Avicularina y

sus controles.

Numero de manchas por individuo diagnéstico estadistico

NUmero de
Manchas Manchas
individuos Manchas Manchas totales Clones
Tratamiento pequefias (1 - 2 grandes (> 2
gemelas m=5 m=2 mwh
células) m=2 células) m=5
A. Agua vs testigos
Agua mili Q 62 0,24 (15) 0,08 (5) 0 0) 0,32 (20) 18
Etanol -
n
Acetona 58 014 (8 s]oos @3 0 (0) 019 (11) 11
S S
[2% viv]
n
Vitamina C 56 0,52 (29) s|] 0,16 9) 0,04 (2 0,71 (40) S 39
S
B. Etanol-Acetona [2% v/v] | Tratamientos Avicularina /| 4ANQO
Etanol -
Acetona 58 0,14 (8) 0,05 3) 0 0) 0,19 (12) 11
[2% viv]
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Avicularina n n n n

60 0,25 (15) 0,05 ?3) 0,02 (1) 0,32 (29) 19
[0.023 mM] S S s S
Avicularina n n n n

59 0,27 | (16) 0,03 ) 0,03 (2 0,34 (20) 19
[0.047 mM] S S S S
Avicularina n n n n

64 0,19 (12) 0,05 ?3) 0,02 (1) 0,25 (16) 15
[0.095 mM] S S S S
Avicularina n n n n

57 0,23 | (13) 0,02 Q) 0 0) 0,25 (14) 14
[0.19 mM] S S S S
Avicularina n n n n

60 0,2 (12) 0,02 Q) 0,03 (2 0,25 (15) 14
[0.38 mM] S S s S
4NQO 55 067 (37) s|145 (80) s|064 (35 s| 276 (152) s 134

*Diagnéstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988, 1995) prueba de U de Mann-Wilcoxon
comparados con su testigo correspondiente: ns. no significativo; s, significativo; m, factor de multiplicacion

de riesgo minimo para asignar un resultado positivo (p < 0.05)

En las figuras 6 y 7 se muestran los datos de la frecuencia de los diferentes tipos
de manchas y la distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh
respectivamente, después de exponerlos a los testigos disolventes (agua miliQ y
EtOH-Ac [2% v/v]) y positivos (vitamina C y 4NQO) los cuales tuvieron un
comportamiento esperado segun lo reportado por Duefias-Garcia et al. (2017)
donde los testigos positivos utilizados en este trabajo presentaron un mayor

namero de manchas que el agua miliQ y Etanol + Acetona [2% v/v].

La combinacion de Etanol + Acetona [2% v/v] hizo mas soluble el compuesto
avicularina, pero provoco dafio al compararlo con el disolvente agua miliQ, esto se

podria deber principalmente a que el etanol aumenta la produccién de radicales
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libres y la frecuencia de roturas de cadenas de ADN, ya que la acetona tiene
bajos niveles de toxicidad y solo produce aneuploidias a concentraciones mayores

a 2500 mg/Kg (Dietz, 1991; Yanpar et al., 2021; EPA, 2009).
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PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES

B MiliQ) mEtOH - C3HEO 2% Vit C W 4NQO
Figura 6: : Frecuencias de los diferentes tipos de manchas / mosca de los
testigos. Agua miliQ (disolvente), vitamina C (pro-oxidante), (EtOH-C3H60)
Etanol + Acetona [2% v/v] (disolvente) y 4NQO (genotoxico). * Diferencias
estadisticamente significativas con respecto al disolvente;
! Disminucién en la frecuencia de mancha/mosca.

0.45

04 |7

0.35 [

03

0.25 |~

0.2

0.15

0.1

EtOH - C3HBO 2% *
0.05

1 2 3-4 5-8 9-16 17-32 33-64 -128 - 256 = 256

BEMiliQ BEtOH - C3HEO 2% OVit C @4NQO
Figura 7: Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh por individuo después
de los tratamientos Etanol + Acetona [2% v/v] (EtOH-C3;HsO) y Avicularina (0.023,
0.047, 0.095, 0.19 y 0.38 mM). Donde 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-64, -128, -256 y
256 es el ntimero de células somdticas mutantes. X Diferencias estadisticamente
significativas



En la figura 8 se observa que existe una diferencia en el tamafio de manchas
pequefias entre los tratamientos de avicularina y el testigo Etanol + Acetona [2%
vlv, esto puede interpretarse como que la avicularina caus6 una disminucion del
dafno provocado por el disolvente Etanol + Acetona [2% v/v], sin embargo al
revisar los tratamientos de avicularina ( 0.023, 0,047, 0.095, 0.19, 0.38 mM) contra
etanol + acetona [2% v/v] con la prueba U estos datos no resultaron significativos
en ninguno de los casos, esto concuerda con lo observado por Sortibran et al
(2011) donde isoquercetina (quercetin 3-B-D-glucoside) otro glucosido de

guercetina no fue genotoxico en la prueba SMART en ala.

035 |
0.3 '
025 ;
02 -]
015
o

0.05

0

PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES
B EtOH - C3H60 2% B Avi 0.023 mM B Avi 0.047 mM B Avi 0.095 mM B Avi 0.19 mM & Avi 0.38 mM

Figura 8: Frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales por individuo
después de los EtOH-C3H6 2% y Avicularina (0.023, 0.047, 0.095, 0.19 y 0.38 mM).

Al comparar los datos obtenidos de la distribucion acumulada de los clones mwh
en tratamientos de avicularina (Avi) ( 0.023, 0,047, 0.095, 0.19, 0.38 mM) contra

Etanol + Acetona [2% v/v] y revisado bajo la prueba K-S todos los tratamientos
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fueron significativos (Figura 9), por lo tanto a pesar de ser negativos para la
prueba SMART, estos alteraron la distribucion del tamafio de los clones mwh del
disolvente por lo que podemos suponer que la avicularina alterd la division celular
induciendo citotoxicidad de los discos imagales que originan las alas, se puede
llegar a esta supocicion puesto que Wang et al (2019) reportaron que la avicularina
inhibié la viabilidad celular e indujo la apoptosis provocando citotoxicidad en
carcinoma cutaneo de células escamosas. Este comportamiento puede explicarse
con lo reportado por Duan et al. (2019) donde mencionan que la avicularina influye
sobre la via de sefializacion MAPK del ciclo celular, que puede activar una serie de
actividades celulares y participa en la regulacion de la proliferacion celular y

apoptosis.

0.25
0-2 ’
015 [ Avi0.38 ml\*
_ Avi 0.19 mM
i 77 Avi 0.005 mM ¢
bl Avi 0.047 mM .*.

Avi 0.023 mM _*_
EtOH - C3HBO 2%

il 2 34 5-8 9-1617-3233-64 -128 -256 > 256

B EtOH - CIHE0 2% @& Avi 0.023 mM m Avi 0.047 mM
B Avi 0.095 mM ®Avi 0.19 mM B Avi 0.38 mM

Figura 9: Distribucioén de la frecuencia del tamafio de clones mwh por individuo
después de los tratamientos EtOH-C3H6 2% y Avicularina (0.023, 0.047, 0.095, 0.19 y
0.38 mM). Donde 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-64, -128, -256 y 256 es el niimero de
células somdticas mutantes. X Diferencias estadisticamente significativa.
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CONCLUSION

¢ La avicularina no provocé dafio genotdéxico en la CE con las

concentraciones empleadas.

¢ Todas las concentraciones de avicularina alteraron la division celular de los
discos imagales de las alas quiza a consecuencia de un efecto citotéxico

gue confirma lo reportado para este compuesto en pruebas in vitro.
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ANEXO 1

PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS
(SMART)

Drosophila melanogaster es un excelente modelo para evaluar genotéxicos ya que
comparte alrededor del 77% de los genes implicados con enfermedades humanas
(Reiter et al, 2001), sirve como una gran alternativa de modelo animal ya que solo
requiere material de laboratorio basico y su alimento es de bajo costo, ademas su
ciclo de vida es rapido (aprox. 10 dias a 25°C) y solo se necesita de una
generacion para obtener resultados, asi mismo tiene la ventaja sobre la prueba en
ojo de que las alas pueden ser preservadas por largos periodos de tiempo en

lamillas con recina.

Este bioensayo utiliza marcadores letales recesivos que se expresan en la
superficie de los ojos y las alas, permite utilizar dos cruzas de D. melanogaster

adulta: la cruza estandar (CE) donde se utilizan las cepas flare (flr* , fenotipo alar

Serratia) y mwh, y la cruza de bioactivacion elevada (CBE) que utiliza las cepas

Oregon R(R)-flare (resistente a insecticidas, fenotipo alar Serratia y con

metabolismo xenobidtico alto) y multiple wing hair ( mwh, fenotipo alar silvestre).

La SMART de ala se basa en la pérdida de heterocigosis de los marcadores mwh
y fIr¥ en las células de los discos imagales que, tras la metamorfosis, se expresan
como clones mutantes o manchas en las alas siendo posible evaluar la actividad

recombinégena contra la mutagénica  detectando mutaciones puntuales,
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aneuploidias y recombinaciones somaticas provocadas por la exposicion a
distintas concentraciones de algun agentequimico o fisico, utilizando como modelo

experimental a Drosophila melanogaster (Spané y Graf, 1998).
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