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Resumen

Los flavonoides son compuestos de origen vegetal que se encuentran en una gran cantidad
de alimentos, el mas abundante es la quercetina la cual tiene diferentes propiedades benéficas
para la salud como la capacidad de reducir el estrés oxidante provocado por especies reactivas
de oxigeno. La quercetina tiene diferentes derivados como la avicularina con una estructura
quimica similar, pero con una arabinofuranosa en el carbono 3 del anillo C; la avicularina se
encuentra en las hojas de Psidium guajava que se usan en medicina tradicional. Para estudiar
los efectos de sustancias de uso tradicional en cuestion de salud se utilizan bioensayos que
permiten determinar su genotoxicidad; uno de los mas usados es la Prueba de Mutacién y
Recombinacién Somaticas (SMART) por ser facil de mantener, tener un ciclo de vida corto y

por la robustez de los resultados.

Summary

Flavonoids are compounds of plant origin that are found in a large number of foods, the most
abundant is quercetin, which has different beneficial properties for health, such as the ability to
reduce oxidative stress caused by reactive oxygen species. Quercetin has different derivatives
such as avicularin with a similar chemical structure, but with an arabinofuranose on carbon 3
of the C ring; Avicularin is found in the leaves of Psidium guajava which are used in traditional
medicine. To study the health effects of traditionally used substances, bioassays are used to

determine their genotoxicity; One of the most used is the Somatic Mutation and Recombination




Test (SMART) for being easy to maintain, having a short life cycle and for the robustness of the

results.

INTRODUCCION

Los flavonoides tienen un papel fundamental para el desarrollo y buen funcionamiento de las
plantas, éstos son metabolitos secundarios que se pueden encontrar en sus tejidos, frutos y
semillas en forma de glicosidos (Martinez et al., 2000). De las diversas funciones que tienen
estos compuestos destaca la funcion protectora contra agentes ionizantes de la luz UV, contra
la infeccidn por organismos fitopatégenos y contra la herbivoria (Martinez-Florez et al., 2002).
Actualmente se han identificado un aproximado de 5000 tipos de flavonoides; compuestos de
una muy amplia distribucion, encontrandose facilmente en casi todos los productos vegetales
producidos para la alimentacion humana y que presentan actividad antioxidante (Ross et al.,
2002). Los flavonoides tienen relacion con la salud humana debido a su capacidad antioxidante
qgue ayuda a reparar o prevenir el dafio causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS,

por sus siglas del inglés Reactive Species Oxygen) (Cartaya y Reinaldo, 2001).

Figura 1: Estructura quimica de los flavonoides (Tomado de Escamilla et al., 2012).




La estructura basica de los flavonoides esta compuesta de dos anillos fenilos (A y B), ligados
mediante un anillo C pirano heterociclico, siendo esta estructura la que les permite tener
distintos grupos funcionales en sus anillos de carbono (Limon et al., 2010; Martinez-Flores et
al., 2002) (Figura 1), en funcién de esto los flavonoides cuentan con diferentes estructuras
moleculares, las cuales con base en su funcién y sus caracteristicas estructurales se clasifican
en cinco grupos principales (Martinez-Flores et al., 2002): Las isoflavonas, representadas por
la genisteina que tiene dos grupos -OH unidos a la posicién 1 y 3 del anillo C; los flavanos,
como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del anillo C; los flavonoles, representados
por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en posicién 4 y un grupo -OH en posicién 3
del anillo C; los flavanonoles en los que destaca la taxifolina, que se caracteriza por la union
de un grupo —OH al carbono 1, 2 y 3 del anillo C (Limén et al., 2010); las antocianidinas, que
tienen unido el grupo -OH en posicion 3, pero ademas poseen un doble enlace entre los

carbonos 3 y 4 del anillo C (Figura 2).
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Figura 2: Estructura general de los flavonoides comparada con sus derivados
(Tomada de: Limon et al. 2010).

El valor medio de ingesta de flavonoides se estima cerca de 100-100mg/dia, (Vicente-Vicente
et al., 2013), siendo predominantes los flavonoles especialmente la quercitina. Las fuentes
alimenticias principales de los flavonoles son, entre otras, el té negro, las cebollas, las

manzanas, la pimienta negra que contiene cerca de 4 g/Kg de quercitina y bebidas alcohdlicas




como vino y cerveza; en una dieta diaria el consumo de flavonoles es de unos 20 mg/dia, de

los cuales la quercetina esté representada en alrededor de 10 mg/dia (Kawabata et al., 2015).

Quercetina

La quercetina es un flavonoide que posee grupos hidroxilo (-OH) unidos a las posiciones 3 C,
5y7A, 3 y4’ By se encuentra comunmente como un glucosido (Figura 3). La quercetina es
una molécula lipofilica no polar, la cual tiene diferentes derivados glucorinidados, metilados y
sulfatados. Esta presente en una amplia variedad de frutas y verduras, entre otros alimentos,
como lo son: la cebolla blanca y la roja, las manzanas, las bayas (por ejemplo, los arandanos,
las fresas, las cerezas negras y las bayas azules), el perejil, el aceite de oliva, el cacao, las

frutas citricas, el té (verde, negro o blanco) y el vino tinto (Harris et al., 2016; Costa et al.,

2016).
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Figura 3: Estructura de la quercetina.
(Tomada de Tenorio-Lopez et al., 2010).




Se ha reportado que la quercetina tiene diferentes propiedades benéficas para la salud las
cuales son antiinflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas y antioxidantes; y por esta
ultima se ha sugerido que la quercetina y/o sus derivados actian modulando los propios
mecanismos de defensa antioxidantes de la célula y ademds, ayuda a reducir el estrés
oxidante provocado por las ROS (Costa et al.,, 2016); la quercetina no solo cuenta con
propiedades benéficas para la salud, también puede actuar como un prooxidante al ingerirse
una cantidad mayor a 100 uM al dia (Halliwell, 2008). En estudios in vitro la quercetina
demostré tener capacidades citotdxicas en células cancerigenas (Harris et al., 2016). EI IARC
la reporta en el Grupo 3 (1999) porque no se cuenta con reportes que demuestren que la
guercetina, sea clasificable como cancerigena en humanos, porque la evidencia es inadecuada

para los humanos o inadecuada y limitada en animales experimentales.

Avicularina

Entre los derivados de la quercetina se encuentra la avicularina (quercetina-3-O- a-L-
arabinofurandésido) que es un glicosidico de la quercetina (Massi, et al., 2007). La avicularina
tiene un arabindsido unido al esqueleto de quercetina (Figura 4) y a la fecha no hay algun
reporte de que se comporte como genotoxico, sin embargo, si se tiene reporte de que este
compuesto actiia como citotéxico al inhibir células hepaticas cancerigenas y células epiteliales
cancerigenas (Wang et al., 2020). Ademas, la avicularina tiene efectos antibacterianos como
fue demostrado en un estudio en el cual se utilizaron extractos metandlicos de las hojas de
Psidium guajava, Lespedeza cueneta y Lindera erythrocarpa los cuales fueron utilizados como
inhibidores del crecimiento de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y

Candida spp (Pérez et al., 2008).
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Figura 4: Estructura de la avicularina. Tomado de Wang
et al. 2020)

En la actualidad, se han estudiado mas los efectos genotoxicos de la quercetina y se ha
encontrado que si puede tener efectos genotoxicos, esto se atribuye a su biotransformacion
que se lleva a cabo por la familia de citocromos P450 (CYP450s). Sortibran et al. (2011)
reportaron que en la cruza estandar (ST) de la prueba SMART en ala, a la concentracion de
50 uM, la quercetina fue genotoxica y es probable que tenga un efecto prooxidante en D.
melanogaster. Sin embargo, como ya se mencioné anteriormente, se sabe muy poco sobre los
efectos genotéxicos que puedan tener la quercetina y sus derivados (Castafieda et al., 2011).
Por esa razon es muy importante el estudio de este flavonoide y de sus derivados. ya que se

encuentra en diferentes alimentos o bebidas de consumo humano y de uso medicinal (Pérez

et al., 2008).

ROS y su efecto en el ADN

Un radical libre es una condicién quimica, ya sea atdbmica o molecular, que contenga uno o
mas electrones desapareados, en un orbital molecular o atbmico; esto podria deberse a la
ganancia o pérdida de un electron del o los atomos de un radical. Los electrones desapareados
modifican generalmente la reactividad quimica de un atomo o de una molécula, lo que provoca

gue se formen diferentes tipos de radicales libres. Aunque los radicales libres pueden ser




derivados de muchos elementos o moléculas quimicas, los mas conocidos son aquellos
derivados del oxigeno denominados como ROS (Zorrilla-Garcia, et al 2004) o los del nitrégeno
conocidos como RNS, término que se refiere a un grupo de moléculas que contienen nitrégeno
con diferente reactividad quimica. Como ya se menciond, las ROS incluyen a los radicales
libres, los iones de oxigeno y los peroxidos. Los mas conocidos y estudiados son los iones de
la molécula de oxigeno (O2) los cuales son producidos por una reduccion quimica parcial. En

este grupo de ROS se incluyen los superoxidos (O2*-) y el radical hidroxilo (OH"). Ademas,

existen otras especies reactivas como el radical alcohoxilo, el radical peroxilo, el diéxido de
nitrogeno y el hidroperoxido o lipoperéxido (LOOH). Los principales ROS son el anion
superoxido, el radical hidroxilo y los productos derivados del perdxido de hidrégeno (H202). Al
ser las moléculas parcialmente reducidas por tener un electréon adicional en estado
desapareado, se provoca que dichas moléculas sean inestables y hace que tengan una facil
reaccion con lipidos, proteinas y acidos nucleicos de su entorno. Las ROS se generan en
varios sistemas celulares los cuales se encuentran en la membrana plasmatica, en el citosol,
en el reticulo endoplasmico y en la mitocondria principalmente (Vaquero-Rayaa et al 2005).
La mayoria de las ROS se generan en la mitocondria, por ejemplo, en ésta se generan los
aniones superoéxido (O2*-), que son producidos en los complejos | y Il de la cadena de
transporte de electrones, mediante la transferencia del oxigeno molecular. Ya que el (O2*-) es
el principal ROS que se produce en la célula y da origen a otros ROS como son el radical
hidroxilo y el peroxilo. Sin mecanismos antioxidantes eficientes en la célula, la mitocondria,
mediante su actividad, llevaria a un aumento del superéxido, lo cual comprometeria la
sobrevivencia celular (Carvajal 2019).

Las ROS también se forman por la actividad llevada a cabo en el reticulo endoplasmaético a

través de una cadena de transporte de electrones, cuya funcion es el metabolismo de los




xenobiodticos y la introduccion de dobles enlaces en los acidos grasos. Este sistema esta
constituido por un grupo de citocromos conocidos como citocromos P450 (CYP450s) y las

enzimas B5. (Zorrilla-Garcia et al., 2004).

Otra forma en que se producen es por la actividad de enzimas como las NADPH oxidasas,
(NOXSs) a nivel vascular; estas enzimas producen una gran cantidad de ROS, particularmente
de superoxido. Ademas, las NOXs se consideran un sistema enzimatico responsable de la
produccion de ROS en enfermedades como la hipertension, la aterosclerosis y la diabetes tipo
1 y 2 (Carvajal 2019). Las ROS pueden ser las causantes de distintos padecimientos,
incluyendo las enfermedades coronarias, el cancer y el envejecimiento. Las mas conocidas
provocan la reaccién del radical hidroxilo con lipidos insaturados y la reaccién de radicales con
proteinas puede llevar a la oxidacién de cadenas laterales reactivas de aminoacidos, al
entrecruzamiento de proteinas, a la desnaturalizacion, a la union con el ADN, e incluso dafar

a las proteinas cercanas (Esper et al., 2016).

El dafio al ADN por ROS es de suma importancia ya que se pueden generar mutaciones y
éstas pueden producir enfermedades hereditarias. Se han podido estudiar alrededor de 20
tipos de modificaciones estructurales de las bases debido a las ROS, lo cual provoca la
fragmentacion del ADN y que aparezcan fragmentos formados por la ruptura del ADN gue esta
entre los nucleosomas, ocasionando alteraciones en las propiedades morfofuncionales de la
misma cromatina, lo cual juega un papel importante en la regulacion de la transcripcion génica

(Tecalco-Cruz et al., 2021).

El ADN es una molécula que constantemente tiene modificaciones debido a la exposicion a las
ROS, lo cual es relevante, ya que por consecuencia presenta disminucion o pérdida de la

homeostasis. Las ROS dafian a la molécula de ADN cuando reaccionan con las bases




nitrogenadas, rompe el esqueleto azlucar-fosfato en una o las dos hebras, satura y fragmenta

el anillo de la timina y forma enlaces cruzados (cross-links) ADN-ADN o ADN-proteina(s).

Algunos de los dafios que se producen en el ADN por las ROS son:

1. Modificacién de bases del ADN: se conoce que el dafio al ADN por radicales libres

enddgenos ocurre de forma espontanea y existe un nivel normal de bases modificadas
por ROS en éste. La accion del (OH") da lugar a mas de 20 modificaciones y entre ellas

la mas frecuente es la 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-dG) que tiene un potencial
altamente mutagénico al igual que la 5-hidroximetil-2-desoxiuridina (Delgado-Roche et
al., 2010).

2. Eliminacion de bases del ADN: los sitios apurinicos o apirimidinicos (AP), se generan

por ruptura del enlace glicosidico, que puede resultar del ataque al azucar por parte del
(OH"). Estas lesiones presentan la base correspondiente a los pares A:T y G:C de una

manera opuesta a la lesion.

3. Rupturas de una cadena del ADN: se producen por escision del enlace fosfodiéster.
Ocurren por el ataque quimico o de radicales libres a la porcién desoxirribosa del
esqueleto del ADN. Se ha demostrado que sustancias carcindgenas, generadoras de
ROS, provocan la aparicion de estas rupturas y ademas de provocan modificaciones de

bases (Delgado-Roche et al., 2010).

La manera que tienen las células para reparar los dafios producidos por ROS, son los
mecanismos de reparacion del ADN que se activan en el momento en que éste presenta
modificaciones, éstos actian continuamente e impiden que exista una inadecuada secuencia
de bases en la molécula de ADN; en caso de existir alguna mutacion (ya sea ruptura,

entrecruzamiento o eliminacion de bases, entre otros dafos) reparan el dafio causado. La




reparacion por escision de bases (BER, por sus siglas en inglés) es el proceso mas importante
en el caso de la modificacion oxidativa. Cuando la modificacion afecta regiones mas extensas
del ADN, actua el sistema de reparacion por escision de nucleotidos (NER, por sus siglas en
inglés), removiendo todo el segmento dafiado a través de nucleasas, para ser reemplazado el

fragmento por las ADN polimerasas y las ligasas (Cardenas-Rodriguez et al., 2006)

Bioensayos

Un agente genotdxico puede ser fisico o quimico y tiene la capacidad de inducir de forma
directa o indirecta, alteraciones en el material genético de los seres vivos; estos agentes
pueden bloquear y alterar la replicacion del DNA y promover la aparicion de mutaciones que
derivarian en patologias. Son muy dafinos para los seres vivos por lo cual se debe estudiar el
efecto que éstos tengan; para estudiarlo se ha propuesto utilizar ensayos a corto y a largo
plazo, los cuales se dividen en cuatro tipos de bioensayos: in vitro, ex vivo, in silico e in vivo
este Ultimo tiene la ventaja de que se puede observar como actlan las sustancias sobre el

metabolismo de los organismos como Drosophila melanogaster (Zuluaga et al., 2009)

Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster es un insecto que pertenece al Orden Diptera, solo su primer par de
alas es funcional y el segundo se ha transformado en 6rganos del equilibrio, los llamados
halterios o balancines (Ramos, 1993). Durante su ciclo de vida (Figura 5) D. melanogaster
pasa por los estadios de huevo-larva-adulto; etapas en las que pueden ser expuestos a
diversos tratamientos experimentales y que puede durar desde 10 dias a 25 + 2 °C y 65 % de

humedad relativa, o llegar a durar hasta dos semanas a 18-21 °C.
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Figura 5: Ciclo de vida D. melanogaster. Modificado de
Montalvo, 2020

El ciclo de vida completo comienza con la ovoposicién, en la que la hembra puede depositar

Pupa

entre 600 a 800 huevos en sus 40 — 60 dias de vida. El huevo de D. melanogaster mide menos
de medio milimetro de largo, es translucido y presenta dos micrépilos que le permiten respirar
y flotar en los jugos de frutas fermentadas en donde puede ser ovopositado; del huevo
eclosiona la larva e inmediatamente comienza a alimentarse. La larva pasa por tres estadios:
el primero a las 24 h, el segundo a las 48 hy el tercero a las 72 h. Durante la fase larvaria, la
ingesta de alimento es continua, llegando a consumir de 3 a 5 veces su peso, incrementando
de 0.5 a 2.0 mg. Durante el desarrollo tardio de la larva, la metamorfosis, los discos imaginales
(bolsas epiteliales de 20 a 50 células) (Figura 6) se diferencian y forman las estructuras y
tejidos presentes en el adulto (Castafieda- Partida et al., 2013). “Después de 240 horas emerge
el imago con un cuerpo alargado de color blancuzco y las alas enrolladas en el dorso. Después
de unos minutos expande el exoesqueleto lo que permite que se endurezca al contacto con el

aire y el color de éste se oscurece; también hace fluir la hemolinfa por las venas de las alas,




expandiéndolas y rigidizandose al contacto con el aire; para que sean maduros sexualmente,
deben de pasar entre 6 y 8 h en el caso de los machos, y entre 10 y 12 h para el de las

hembras” (Castafieda-Partida et al., 2013).
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Figura 6: Discos imaginales de Drosophila melanogaster (Méndez, 2009)

Bioensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster

Un agente genotoxico puede ser fisico o quimico y tiene la capacidad de inducir de forma
directa o indirecta, alteraciones en el material genético de los seres vivos; estos agentes
pueden bloquear la replicacion del DNA y promover la aparicion de mutaciones que derivarian
en patologias (Zuluaga et al., 2009). Para estudiar los efectos de sustancias nocivas como son

los genotdxicos, se han utilizado modelos invertebrados, como la mosca de la fruta Drosophila




melanogaster. El género Drosophila ofrece una serie de ventajas como sistema de prueba en
genotoxicidad in vivo y permite estudiar la expresion de genes durante el desarrollo (Lewis et
al. 1995). Este pequeiio eucarionte prolifera rapidamente y es facil de mantener, su ciclo de
vida es corto, por lo que se obtienen resultados rapidamente de cualquier experimento donde
se utilice (Llorens, 2009), ademas de estar secuenciado su genoma totalmente (Adams et al.,
2000). La similitud entre mamiferos y D. melanogaster en las secuencias de nucleotidos y de
aminoacidos en proteinas es de aproximadamente 40% entre homédlogos y entre los dominios
funcionales conservados puede ser de 80 a 90% o mayor (Pandey y Nichols, 2011). Drosophila
es un modelo eucarionte con 70% de genes homoélogos funcionales que se asocian a
enfermedades en humanos (Schneider, 2000).

Uno de los bioensayos para no usar animales vertebrados y determinar la genotoxicidad de
agentes fisicos o quimicos es la Prueba de Mutacion y Recombinacién Somaticas (SMART,
por sus siglas en inglés: Somatic Mutation and Recombination Test) en ala de D. melanogaster
(Graf et al., 1984). Esta consiste en exponer larvas de tercer estadio de D. melanogaster a un
agente (quimico o fisico) que provoca la pérdida de heterocigosis de marcadores que en
homocigosis se expresan en las alas del adulto; ya que las células de los discos imaginales se
dividen de manera constante durante la metamorfosis en la fase pupal; si se produce una
mutacién en las células expuestas, ésta dara lugar a una alteracién del fenotipo que se
expresard como un grupo de células mutantes (mancha o clon) distinguibles en las alas de la
mosca adulta (Graf et al., 1984).

El ensayo de recombinacion y mutacién somaticas SMART en ala de D. melanogaster ha sido
disefiado para detectar dafios genéticos de una forma certera y estadisticamente confiable. La
prueba se aplica in vivo; su fundamento es que, durante el desarrollo temprano de la mosca,
grupos de células llamados discos imaginales, proliferan mitéticamente durante todo el periodo

larval hasta la diferenciacion en el estado pupa de las diferentes estructuras de la mosca adulta




(Graf et al., 1984). Es posible, a través de este ensayo, evaluar el potencial de un agente
xenobidtico directo o indirecto para inducir la pérdida de heterocigosis, resultado de una
mutacién, recombinacion somatica, delecion del segmento de un cromosoma o aneuploidia

(pérdida del cromosoma) (de Andrade et al., 2004; Graf et al., 1984).




Figura 7: Eventos que se observan en SMART en ala: a) Fenotipo normal de los
tricomas en el ala, b) Pérdida de heterocigosis (mwh +/ + flr3) por aneuploidia, c)
Pérdida de heterocigosis por recombinacion cercana al centromero, d) Pérdida de
heterocigosis por recombinacién distal al centrémero, €) Pérdida de heterocigosis
por mutacion puntual, f) Pérdida de heterocigosis por delecion. (Fotos
proporcionadas por Frei, 1996).

Cruza de bioactivacién elevada (CBE).
La CBE produce genotipos transheterocigotos ORR(1)/+; ORR(2)/+; mwh,flr3+/mwh+,flr3 con

alas de fenotipo silvestre y heterocigotos ORR(1)/+; ORR(2)/+; mwh flr3+/mwh+ flr3+, TM3,BdS
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con alas de fenotipo Serratia. Cuando en esta cruza hay pérdida de heterocigosis se pueden
detectar los dafios ocasionados por mutagenos (Graf et al.,1992). En las moscas
transheterocigotas con fenotipo silvestre se pueden ver dafios como mutaciones y
recombinacién, ya que no esta presente la inversion mdultiple, expresandose como manchas
simples y gemelas y en las heterocigotas con alas Serratia, s6lo se observan manchas simples
causadas por mutaciones debido a que la inversion multipleTM3 impide la recombinacion

somatica por recombinacion entre homoélogos (Graf et al., 1984).

ANTECEDENTES DE LA QUERCETINA' Y LA AVICULARINA

Quercetina

Ranganathan y Halagowder (2015) reportaron que la quercetina tiene propiedades
quimioprotectoras lo que fue evaluado en células cancerigenas de mama MCF-7 y MDA-MB-
231 expuestas a concentraciones de 34 y 40 uM durante 8, 16 y 24 h, en este tiempo hubo un

incremento apoptotico en la fase G1.

Harris et al. (2016) observaron que la quercetina induce apoptosis mediante la induccién del
factor de respuesta antioxidante Nrf2 y promueve la expresion de la proteina p53 en tejido de

melanoma DB-1 en concentraciones de 4-40 uM.

Costa et al. (2016) demostraron que la quercetina promueve la reduccion de células
cancerigenas, e induce la apoptosis en tejido de melanoma DB-1 en concentracion de 60 uM

aplicado durante 6 h.

Nam et al. (2016) reportan que la quercetina tiene un efecto quimioprotector contra el tungsteno
a concentraciones de 30 mg/Kg aplicado durante 30 dias, y a concentraciones de 0.5, 5, 50

mg/Kg aplicada por 45 dias tiene efecto quimioprotector contra policlorados.




Avicularina

Wang et al. (2019) utilizando diferentes concentraciones de avicularina (25, 50 y 100 pug/mL)
reportan que ésta funciona como supresor de tumores en el HCC (carcinoma hepatocelular),
e investigaron su influencia en la migracion e invasion de las células Huh (células hepaticas
humanas que se cultivan en laboratorio). Ademas, hubo una marcada disminucion en la
acumulacion de células de la fase S en el grupo tratado con avicularina, similar al sorafenib,
particularmente a la concentracion de 100 pg/mL. Estos datos sugirieron que la inhibicion de
la proliferacion celular por la avicularina estaba relacionada con un aumento en la fase G0/G1

y una disminucion de la fase S del ciclo celular.

Wang et al. (2020) encontraron que la avicularina a diferentes concentraciones (10, 30, 100 o
300 puM) durante 24, 48 y 72 h inhibio significativamente la viabilidad de células escamosas de
carcinoma cutaneo en un ensayo CCK-8 de una manera dependiente de la dosis y el tiempo,
en comparacion con las células de control sin tratamiento. Estos resultados sugirieron que la
avicularina tenia efectos citotoxicos sobre las células SCC13 (células de carcinoma escamoso

humano de piel) de una manera dependiente de la dosis y el tiempo.

JUSTIFICACION

Se ha reportado que la quercetina y su derivado glucosidico (avicularina) cuentan con
diferentes propiedades benéficas para la salud ya que reducen las ROS; aunque también se
menciona que la quercetina tiene un efecto genotoxico (Sortibran et al., 2011); para la
avicularina no se cuenta con estudios sobre sus posibles efectos genotoxicos. Por lo anterior,
se decidio realizar el ensayo SMART con este glucésido de la quercetina para contribuir al

conocimiento de los posibles efectos genotoxicos que pueda o0 no tener esta molécula.




OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto genotdéxico en SMART en ala de Drosophila melanogaster de diferentes

concentraciones de avicularina, que es un derivado glucosidico de la quercetina.

MATERIALES Y METODO

Se utilizaron las cepas mwh y OR(R)-flare de D. melanogaster del Laboratorio de Toxicologia
Genética de la FES lztacala, UNAM, donadas originalmente por el Dr. Ulrich Graf del Instituto
de Toxicologia (Swiss Federal Institute of Technology) y de la Universidad de Zurich,

Schwerzenbach, Suiza.

Ambas cepas fueron cultivadas en frascos de vidrio de 250 mL conteniendo 5 g de hojuela de
papay 20 mL de solucion conservadora (5 mL de tegosept al 12% en etanol (EtOH) y 5 mL de
acido propibnico, aforados a 1 litro de agua) y 0.15 g de levadura seca (Duefias et al., 2002),
posteriormente fueron colocadas en una incubadora a una temperatura de 25 + 2 °C y

humedad relativa (HR) de 65 % a oscuridad total.

Después de 15 dias de cultivo se trasvasaron los organismos parentales OR(R)-flare a otro
frasco de cultivo junto con las moscas nacidas ese mismo dia, se esperd un periodode 1 h a
gue emergieran nuevos imagos, este procedimiento se repiti6 hasta que no emergieron mas
moscas, tras sedar con CO:2 a las moscas se aislaron a los machos de las hembras OR(R)-
flare y se colocaron 20 organismos de estas ultimas en un tubo de fondo plano con 0.5 g de
hojuelas de puré de papa hidratadas con solucién conservadora; se esperaron de 3 a 5 dias
para comprobar que no hubiera larvas en los tubos lo que verifica que fueran virgenes. Se

pusieron 60 hembras virgenes en un frasco de 250 mL con 5 g de hojuelas de puré de papa




hidratadas con solucion conservadora y 20 machos mwh para realizar la cruza de bioactivacion
elevada (CBE), se les dej6 un periodo de tres dias para una mayor fecundacion de las

hembras.

Se preparé un medio de colecta con levadura fresca (Saccharomyces cerevisiae) y se vertio
en frascos de vidrio, dejando secar 24 h y se colocaron las moscas parentales de la CBE para
gue depositaran sus huevecillos durante un periodo de 8 h, tras 72 + 4 h se recuperaron las
larvas de tercer estadio con agua corriente y una coladera de malla fina; las larvas recuperadas

se usaron para realizar los experimentos crénicos con la avicularina.

Se alimentaron cronicamente las larvas de 72 + 4 h a concentraciones de 0.38, 0.19, 0.095,
0.047 y 0.023 mM de avicularina disuelta en una solucion de acetona+ EtOH 2%; como testigo
positivo de la bioactivacion elevada se usé 4-NQO (2 mM) (Graf et al., 1989); como testigo
positivo potencialmente prooxidante vitamina C (5.6 mM) (Duefas-Garcia et al., 2017); como
testigo disolvente agua milli-Q hasta la emergencia de los imagos. Se hicieron tres
experimentos independientes con tres réplicas cada uno y al final se colectaron los adultos
sedandolos. Los imagos fueron recolectados sedados con CO:2 y conservados en EtOH 70%,
posteriormente las alas de los individuos con alas silvestres (mwh +/ + fIr3) fueron disectadas
y montadas en preparaciones permanentes con resina Entellan®. Se revisaron al microscopio
optico a 40x las superficies de las alas por secciones (Figura 8) de un minimo de 55 individuos
(tamafio 6ptimo de muestra) (Frei y Wirgler, 1995), registrando las manchas pequefias,

grandes y gemelas de acuerdo con Graf et al. (1984).
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Figura 8 Alas de D. melanogaster
dividida en sectores.

Analisis estadistico

Los resultados se evaluaron mediante la prueba de Kastenbaum-Bowman (K-S) a nivel de
significancia de P < 0.05 con el software para PC, no publicado, de Wirgler, que permite medir
el grado de concordancia que existe entre la distribucién del conjunto de datos y una
distribucion teodrica especifica derivada de la tasa espontanea de mutacion y recombinacion
del testigo negativo (Frei y Wiirgler, 1988). Los resultados indecisos o débiles se analizaron
con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney-Wilcoxon con P < 0.05 (Frei y Wirgler,

1995).

RESULTADOS

Se sometieron larvas de tercer estadio hasta el inicio de la fase pupa, a cinco distintos
tratamientos de avicularina [0.023 mM, 0.047 mM, 0.095 mM, 0.19 mM y 0.38 mM], 4NQO [2
mM], como testigo positivo de la actividad de los Cyp450s, vitamina C [5.6 mM] como testigo
positivo potencialmente prooxidante, agua como testigo negativo y acetona-EtOH 2% como

testigo disolvente.
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Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos con el programa SMART 2.1 para la cruza de
bioactivacion (CBE) elevada en el ensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster .

NUMERO Manchas Manchas Manchas Manchas Clones
TRATAMIENTOS DE pequefias (1-2 | grandes (>2 emelas m=5 totales mwh
INDIVIDUOS | células)m=2 | célulasym=5 | ¢ = M=2
AGUA VS TESTIGOS

AGUA MILLI-Q 58 047 | @7) [-Joo2 | @] -Joos5] @) [-]053] @1/ - 31
TESTIGO

4ANQO 66 0.52 (34) | +| 1.38 (8 + | 0.58 (3)8 + | 2.47 %)6 + 145

[2mM]

VITAMINA C

(5.6 mM] 64 031 | (20) |-| 003 | (2| - |002]| (1) | - 036 | (23) |- 22
ACETONA-

ETANOL 63 011 | (7 |-| o010 |@®) | - |002]| @) | -|0.22]| (14) | - 14

[2%)]

AVICULARINA VS ACETONA-ETANOL 2%

ACETONA-

ETANOL 63 011 | ) | - | 010 | ®) | - |002]| (@) | - |0.22| (14) | - 14

[2%0]
AVICULARINA

[0.023 mM] 59 042 | (25) | + | 003 | (2| - |002]| (1) |-|047 | (28) | + 28
AVICULARINA

[0.047 mM] 59 036 | (21) | + | 007 | (4| +|002]| (1) | +| 044 | (26) | + 26
AVICULARINA

[0.095 mM] 58 014 | 8) | - | 0.07 | 4 | - 0 © [-]1021]| (12 | - 12
AVICULARINA .

[0.19 mM] 58 012 | (7) |- | 0.09 | (5) | - 0 © [ -]1021]| (12 | - 11
AVICULARINA

[0.38 mM] 59 027 [(16) | + | 005 | (3) | - |002| (1) | -|034] (20) | - 20

. *Diagnéstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988, 1995) comparados con su testigo correspondiente: -. negativo; +, positivo; i, no
concluyente; m, factor de multiplicacion de riesgo minimo para asignar un resultado positivo (p< 0.05)
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Gréfica 1. Frecuencia de los tres tipos de manchas: pequefias, grandes y gemelas entre tratamientos de avicularina y
testigo disolvente. *P < 0.05.
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Gréafica 2. Frecuencia de manchas de los diferentes testigos, donde se comparan las frecuencias de los tres tipos de manchas:
pequefias, grandes y gemelas. *P < 0.05

E



£ 03

s

3025

D

©

o 0.2

2 "N N AVICULARINA 0.023 *
§015 , & & & & & & AVICULARINA 0.047 &

g 0.1 A " AVICULARINA 0.38* Siaturberis
‘g " AVICULARINA 0.19

S 0.05 * AVICULARINA 0.095 x

§ 5 -~ - '6" '7ACETONA-ETANOL 2% x

N b~

.

Tamano del clon mwh

Gréfica 3. Distribucidn, frecuencia y comparacion entre manchas mwh obtenidas en los tratamientos con avicularina y el testigo
disolvente. *P < 0.05.

La comparacion entre las frecuencias de manchas de los testigos (Tabla 1 y Gréfica 1) confirma
el efecto genotodxico del testigo positivo 4ANQO (2 mM), pero sefiala que la vitamina C (5.6 mM),
que se utilizé como testigo pro-oxidante, no fue genotdxico y se descarta como testigo positivo.
El testigo disolvente acetona-etanol 2% tuvo una aparente disminucion en la frecuencia de
manchas pequefias en comparacion con el testigo agua. Esto pudo suceder por algun dafio
ocurrido en la primera fase larvaria que indujera apoptosis en algunas células, sin embargo,

no causo6 dafios estadisticamente significativos.

Tres de las concentraciones (0.023, 0.047 y 0.38 mM) del compuesto avicularina parecen tener
mayor frecuencia de manchas pequefias y totales con respecto al testigo disolvente (acetona-
etanol 2%) (Tabla 1 y Grafica 2), sin embargo al aplicar la prueba estadistica de U, prueba no
paramétrica que compara diferencias individuales, se obtuvo que solo las concentraciones
0.023, 0.047 mM fueron significativas para estos tipos de manchas, y por lo tanto la avicularina
a estas dos concentraciones es genotoxica. También los resultados muestran que con la
concentracion de 0.047 mM de avicularina, las manchas grandes y gemelas resultaron
significativas. Dado que para esta concentracion la frecuencia de manchas grandes es igual a

la de 0.095 mM vy a la de gemelas con 0.023 mM, se propone que las diferencias estadisticas
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se deban a las diferencias individuales que detecta la prueba de U y no a la frecuencia

correspondiente, o bien sean resultados falsos positivos.

En la Gréafica 3 se muestra la frecuencia y distribucién en el tamafio de clones mwh de los
tratamientos de avicularina y testigo disolvente acetona-etanol 2%, con un aumento de células
de 1 a 8 por tratamiento; al realizar la prueba estadistica de Kolmogorof-Smirnov para el
analisis de la distribucién acumulada nos arroja que en cuatro tratamientos y el testigo
disolvente los datos son significativos P < 0.05; esto indica que hubo alteraciones en la division

de células en los discos imaginales que formaron las alas.

DISCUSION

Los resultados de la prueba SMART muestran que a concentraciones bajas la avicularina es
un agente genotoxico (Graf, 1984,1989). Los testigos agua y disolvente no fueron genotoéxicos;
como se esperaba el testigo positivo 4NQO fue genotodxico y el testigo pro-oxidante vitamina
C, no fue adecuado porque no provocoO los efectos esperados. Los resultados positivos
obtenidos con las concentraciones 0.023 y 0.047 de avicularina fueron en la frecuencia mayor
de manchas pequefas que provocaron que las manchas totales fueran positivas. Las manchas
pequefias pueden originarse por dos eventos: (1) por la produccion de clones aneuploides que
detuvieron la division celular o (2) por moléculas genotoxicas que se hubieran generado por
un metabolismo lento en el organismo, después de la exposicion (Graf, 1989). Los efectos de
los tratamientos 0.023 y 0.047 mM podrian deberse a un efecto pro-oxidante derivado de la
exposicién a una concentracion del flavonoide mayor a la normal-, dado que los flavonoides
con un grupo 3-OH en combinacién con un doble enlace entre los C2y C3 en el anillo B (Figura
1) tienen normalmente una actividad antioxidante (Van Acquire, 1996). Se propone que los
efectos negativos de las concentraciones mayores (Tabla 1, Graficas 1 y 2) podrian ser
resultado de un efecto toxico que provocara la muerte celular, lo cual coincide con los
resultados de la comparacion estadistica de la distribucion acumulada de clones mwh (Grafica
3) que indican una alteracion de la division celular de las células imaginales que dieron origen
a las alas. Los resultados positivos para las manchas grandes y gemelas, con el tratamiento
0.047 mM de avicularina, podrian ser resultado de las diferencias entre los individuos tratados,
ya que estas mismas frecuencias se presentan en otros tratamientos no significativos, por lo

gue podrian ser falsos positivos, y se decide que dichos resultados son discutibles.
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CONCLUSIONES

El ensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster cruza de bioactivacion elevada (CBE)
mostré que a concentraciones bajas el compuesto avicularina es genotoxico, porque si se
detectd dafio significativo, lo que se puede atribuir a su estructura molecular y las

concentraciones utilizadas en este bioensayo.
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