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RESUMEN

En respuesta a condiciones cambiantes o estresantes, los organismos poseen
mecanismos de defensa de tipo quimica como el metabolismo xenobiético, el cual
favorece la eliminacion de los compuestos quimicos extrafios o xenobioticos (Xbs), que
pueden ser directos o indirectos, éstos ultimos requieren ser activados durante la Fase |,
mediante reacciones provocadas por los citocromos P450 (CYPs), para provocar danos
en acidos nucleicos y proteinas, ademas de, mutaciones tanto en células somaticas como
germinales; tal es el caso del 4-NQO, un potente mutageno, cancerigeno y generador de
ROS, que ademas ha sido reportado mediante la prueba SMART como recombinégeno
en ala de Drosophila melanogaster (cruzas estandar, ST y bioactivacién elevada, HB), y
que involucra a los genes Cyp450s. D. melanogaster ha resultado ser un buen modelo
biolégico, ya que el 77% de su genoma es homologo con el de Homo sapiens, y se han
identificado algunos de los Cyp450s que son inducidos por Xbs, en particular por
fenobarbital (FBB) y cafeina (CF). En el presente estudio se determinaron los perfiles de
expresion de algunos Cyp450s de larvas de tercer estadio (L3) expuestas a 4-NQO 2 mM,
validando los resultados con lo reportado para FBB 1 mM y CF 7.7 mM.
Aproximadamente, 50 L3 de D. melanogaster fueron expuestas via oral mediante medio
instantaneo Drosophila (DIM) hidratado con 4-NQO 2 mM, y usando dos controles
positivos: FBB 1 mM y CF 7.7 mM, y dos controles negativos: acetona 2 % y agua miliQ.
Después de extraer el RNAt y disefar oligonucleétidos especificos para 15 genes
Cyp450s y para actina 42A empleado como gen constitutivo, se normalizaron las
condiciones de RT-PCR y se obtuvo la expresion relativa de los mismos. Con 4-NQO
2mM las L3 aumentaron significativamente la expresion relativa de 13 de los 15 Cyp450s
estudiados; con el control acetona 2 % el incremento también fue significativo para 12
Cyp450s, que a pesar de ser un buen disolvente de 4-NQO, éste también resulté un buen
inductor de Cyp450s. Ademas, los resultados obtenidos para Cyp4dl, Cyp4d2 y Cyp9f2,
reportados como posibles genes con funcién desintoxicante, permitieron confirmar la

importancia de éstos en la respuesta a Xbs.

Palabras clave: Metabolismo xenobidtico, xenobidticos, Cyp450s, 4-NQO, cafeina,

fenobarbital.



INTRODUCCION

Los organismos poseen mecanismos de defensa, de tipo inmune y quimica, para
responder a condiciones cambiantes o estresantes; ambos son inducibles y tienen como

resultado la regulacién de la expresién génica y/o la sintesis de proteinas (Coutifio, 2011).

Siendo de igual importancia que la inmune pero menos conocida, la defensa quimica se
da mediante el sistema enzimatico complejo constituido por tres fases, es decir, el
metabolismo xenobidtico (MX) (fuera del metabolismo energético y de sintesis tradicional),
que es capaz de favorecer la eliminacion de los compuestos quimicos extrafos, también
conocidos como xenobidticos (Xbs), a los cuales los seres vivos estan expuestos, se
estima que de 1 a 3 millones a lo largo de su vida, y que van desde productos de uso
cotidiano hasta contaminantes ambientales, ya sean: farmacos, aditivos de alimentos,
cosmeéticos, detergentes, pesticidas, derivados de la combustion de carburantes, residuos

industriales, entre otros (Idle y Gonzalez, 2007; Coutifio, op cit).

Metabolismo xenobioético

En general, los Xbs son compuestos lipofilicos, no polares, por tanto pueden atravesar
membranas biolégicas de manera relativamente facil, su absorcion se da por via de la
ingestion, inhalacion y ruta epitelial. Pueden ser mutagenos/cancerigenos directos o ser
promutagenos/procancerigenos indirectos, éstos ultimos requieren ser activados durante
la denominada Fase | o de funcionalizacion, seguida de la Fase Il o de conjugacion
(ANEXO 1) del MX, lo que aumenta su solubilidad y favorece la excrecion rapida mediante
la bilis y la orina (Donato, 2004; Heres y Castafieda, 2009; Rodriguez et al., 2006).

Fase | del MX: Tiene lugar principalmente en el reticulo endoplasmico liso, y durante esta
fase los Xbs indirectos son modificados por la adicion de grupos funcionales polares
(hidroxilo, amino, carboxilo, etc.), mediante reacciones de oxidacion, reduccion o
hidrdlisis, siendo mas frecuentes las de oxidacidon que, junto con las de reduccion,
involucran a las oxidasas de funcion mixta (MFO) o monooxigenasas dependientes de los
citocromos P450 (CYP450s) (Donato, op cit; Ruiz y Cano, 2013).



Citocromos P450

Identificados y definidos como pigmentos celulares reducidos, unidos a membrana, con un
pico de absorbancia a 450 nm (1968) bajo una atmdsfera de mondxido de carbono, y
masa molecular de entre 45 a 62 kD; constituyen una gran familia de hemoproteinas
encontradas en todas las especies, cuyos productos génicos estan unidos
preferentemente a la region citoplasmatica del reticulo endoplasmico liso, ademas de, a la
membrana interna de la mitocondria en donde intervienen en la sintesis de colesterol en
humanos. Estructuralmente, estan conformados por regiones a-hélice y hojas-f que
rodean a un grupo hemo (centro catalitico de la enzima) (Figura 1); el extremo C-terminal
se encuentra mas conservado que el extremo N-terminal y el menor grado de
conservacion corresponde a las secuencias intermedias, por lo que un 30% de identidad

en estas Ultimas es significativo (Jezequel, 2009; Donato, 2004).

hojas-beta : v §
/)

grupo hemo

Figura 1. Estructura 3D del Cyp6gl de D. melanogaster
(Tomada de la base de datos STRING)



La nomenclatura de los CYP450s esta determinada a partir de la homologia estructural: el
simbolo CYP (Cyp en Drosophila spp) se refiere a la abreviatura de citocromo P450 (en
italica si se trata de un gen), seguido de un numero que designa la familia (cuya
secuencia de aminoacidos tiene una identidad de >40%), una letra que refiere a la
subfamilia (>55% de identidad) y por ultimo, otro numero que corresponde al gen/proteina
en particular (p. e. CYP3A4 de Homo sapiens y Cyp6gl de D. melanogaster) (Nelson et
al., 1993; Gonzales-Mendoza, 2007)

Los CYP450s catalizan principalmente reacciones de mono-oxidacion, es decir, en
presencia de dos electrones y dos protones insertan un atomo de oxigeno en el
xenobiético o sustrato (S): 1) se lleva a cabo la unién hemoproteina-sustrato (P450%), con
ello se originan cambios en el estado de spin, en el potencial redox y en el maximo de
absorbancia; 2) reduccion del complejo hemoproteina-sustrato al estado ferroso, donde el
Fe** del grupo prostético hemo pasa a Fe®" por ganancia de un electrén cedido por el
cofactor NADPH; 3) unién del oxigeno molecular para formar oxicitocromo P450
(P450°Fe**0,), que acepta un segundo electrén donado por el citocromo bs; 4) liberacién
de un atomo de oxigeno en forma de una molécula de agua; 5) el otro atomo de oxigeno,
aun unido al centro catalitico, oxida al xenobiético; y finalmente 6) el xenobidtico
hidroxilado (SOH) es liberado del complejo (Figura 2) (Molina-Ortiz et al., 2012).
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Figura 2. Ciclo catalitico de los CYP450s



Cyp450s homélogos en Homo sapiens y D. melanogaster

Ademas de lo ya reportado a cerca del 77 % que comparte el genoma de D. melanogaster
con Homo sapiens, la base de datos del genoma humano GRCh38.p6 (Genome
Reference Consortium Human Build 38 patch release 6) actualizado en el 2015, incluye
57 genes y 58 pseudogenes (genes que no producen proteinas funcionales) de Cyp450s
agrupados en 18 familias y 43 subfamilias. Las familias CYP1, CYP2, CYP3 y CYP4
humanas son las de mayor importancia en el metabolismo oxidativo de la mayoria de los
Xbs; CYP3A4 ha sido el mas estudiado porque es responsable de la oxidacion metabdlica
del 44 % de los 110 farmacos analizados, es inducido por barbituricos y silenciado por
antibiéticos como la eritromicina, seguido de CYP2D6 (41 %), CYP2C19 (26 %), CYP1A2
(9 %), y CYP2C9 (4 %) (Coutifio, 2011; Pan et al., 2016). Para el caso de D.
melanogaster, se reportan 90 genes y 4 pseudogenes en la base de datos Flybase (2017)
de los cuales se han identificado los esenciales para llevar a cabo procesos endoégenos
(Familia Cyp300), reproductivos (Familias Cyp4, Cyp6), y soélo algunos Cyp450s que
participan en el metabolismo de Xbs (Familias Cyp4, Cyp6, Cyp9, Cyp12, Cyp28). Mas de
la mitad de estas secuencias de Cyp450s se agrupan en solo dos familias: la Cyp4 que
incluye secuencias homologas con vertebrados y la Cyp6 que es especifica de insectos.
La mayoria de las secuencias estan localizadas en el cromosoma 2, y ausentes en los

cromosomas Y y 4 de D. melanogaster (Figura 3) (Tijet et al., 2001; Chung et al., 2009).
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Figura 3. Cromosomas de D. melanogaster.




En la base de datos FlyAtlas y Homophila se encuentran registrados los Cyp450s de D.
melanogaster que presentan alineamientos cercanos (valor e) con CYPs de Homo
sapiens, entre ellos: Cyp4dl (9e-11) con CYP11B1; Cyp4d2 (6e-12), Cyp4dl4 (1e-12) y
Cypl2d1 (6e-11) con CYP2C8; Cypde2 (4e-11), Cyp6a8 (5e-12) y Cyp6gl (8e-11) con
CYP11A; Cyp6wl (9e-11) con CYP27B1l; Cyp6al7 (2e-11) y Cyp6d5 (8e-11) con
CYP2D6; Cyp6a2 (1e-11) y Cyp6a23 (2e-11) con CYP11B2; Cyp9b2 (9e-12) con
CYP17A1; Cyp9f2 (3e-11) con CYP2EL; y Cyp28a5 (2e-11) con CYP2C9. En NCBI
HomoloGene se reporta al Cyp9b2 con un 32 % de identidad con CYP3A5 y al Cyp9f2
con un 33 % de identidad con CYP3A4 de Homo sapiens.

Experimentalmente se ha determinado que Cyp6gl es homdlogo a CYP3A4, que confiere
resistencia a insecticidas, tolerancia al metilmercurio, y que es inducido por barbituricos
(p- e. fenobarbital) y/o cafeina (Rand, 2012). En contraste, se han generado modelos
homologos para los genes Cyp6a2, Cyp6gl y Cypl2dl de D. melanogaster basados en la
estructura cristalina del CYP3A4 de Homo sapiens, con el fin de predecir el metabolismo
de diferentes insecticidas o de otros compuestos que pueden ser sustratos o inhibidores

de estas importantes enzimas (Jones et al., 2010)



Drosophila melanogaster: Un buen modelo en estudios de genotoxicidad

Utilizado desde 1900 en estudios de genética, este modelo bioldgico ofrece ventajas
como un breve ciclo de vida a 25 °C, genera un gran numero de organismos, brinda
unidades experimentales representativas, su mantenimiento requiere de poco espacio y
un medio de cultivo de bajo costo. Su genoma se encuentra completamente secuenciado,
el 77 % de los genes de enfermedades humanas estan representados en D.
melanogaster, para ser exactos, 548 genes segun la base de datos Homophila (Adams et
al., 2000; Abolaji et al., 2013). Ademas, D. melanogaster tiene sitios analogos donde se
lleva a cabo el MX: el intestino medio, el cuerpo graso y los tubulos de Malpighi que son
equivalentes al higado y al sistema inmune de vertebrados (Figura 4) (Yang et al., 2007;
Good et al.,, 2014). El empleo de dicho modelo ha permitido identificar compuestos
quimiopreventivos, establecer concentraciones subtdxicas, y estudiar compuestos
promutagenos o procarcindgenos (Duenas-Garcia et al., 2005) de importancia médica y
experimental como el 4- Nitroquinolina-1-Oxido (4-NQO), fenobarbital y cafeina, entre
otros (Heres-Pulido et al., 2004; Willoughby et al., 2006; Sun et al., 2006).
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Figura 4. Estructura de una L3 (72 + 4 h) de D. melanogaster.
En negritas los sitios donde se lleva a cabo el MX.



4-Nitroquinolina-1-Oxido (4-NQO)

El 4-NQO es un compuesto heterociclico aromatico, cuyo efecto mutageno y cancerigeno
se conoce desde 1958, tanto el grupo NO; en la posicion 4 como el 6xido en la posicion 1
del anillo de quinolina son necesarios para que los derivados de 4-NQO sean precursores
o inductores de cancer (Nakahara et al., 1957) (Figura 5). Este compuesto fue introducido
desde 1973 como modelo de estudio para cancer escamoso oral (OSCC) (Wallenius y
Lekholm, 1973), por generar dafo similar al producido por otros cancerigenos presentes
en el tabaco, entonces, su importancia radica en estudios de antimutagénesis y desarrollo

de terapias para este tipo de cancer.

Es un xenobidtico indirecto, es decir, durante la Fase | del MX el 4-NQO es reducido en su
grupo nitro, lo cual da lugar a tres principales metabolitos: 4-hidroxiaminoquinolina-1-6xido
(4-HAQO), 4-aminoquinolina-1-6xido (4-AQO) y 4-aminoquinolina (4-AQ). El 4-HAQO es
acetilado, formando asi: acetil-4-hidroxiaminoquinolina 1-6xido o diacetil-4-
hidroxiaminoquinolina 1-oxido (Ac-4HAQO, diAc-4HAQO) (Figura 6), estos ultimos
metabolitos reaccionan con el DNA formando tres monoaductos covalentes, dos en
guanina y uno en adenina: N°G (dGuo-N2-AQO) > C®G (dGuo-C8-AQO) > N°A (dAdo-N6-
AQO). Actua como UV mimético, ya que activa el mismo sistema de reparacion del DNA
(NER) y genera ROS (Bailleul, 1984; Fronza et al., 1992; Gama, 2010).
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Figura 5. Estructura del 4-NQO y sus metabolitos acetilacion del 4-HAQO.



Inductores clasicos de los Cyp450s de D. melanogaster

Fenobarbital (FBB). Es un barbitirico de accion prolongada, hipnético, antiepiléptico y
sedante, y un potente inductor enzimatico segun el Comité de Medicamentos de la
Asociacién Espanfola de Pediatria (201). En mamiferos produce cancer de higado, donde
se ha observado que inhibe la proliferacion celular y la sintesis de DNA, produce ROS,
provoca la acumulacion de 8- hidroxi- 2- deoxiguanosina (8-OHdG) que es un marcador
de dafio a DNA y causa apoptosis (Kakehashi et al., 2013). En D. melanogaster, se han
caracterizado los Cyp450s que induce el tratamiento por fenobarbital, incluyendo a los
genes involucrados en la resistencia al DDT: Cyp6a2, Cyp6a8 y Cyp6gl, entre otros
Cyp450s (Tabla 1).

Cafeina (CF). Es una droga comunmente utilizada en estudios de desintoxicacion ya que
es un natural y efectivo pesticida producido por varias especies de plantas. A
concentraciones milimolares (mM), de 0.5 mM a 10 mM, tiene efectos citotoxicos, es
capaz de inhibir la actividad de la proteina quinasa al anular la respuesta de chekpoints
durante el ciclo celular, e incrementa la produccion de ROS. Es considerada como modelo
de vias de desintoxicacion, se ha empleado para caracterizar los genes Cyp450s que son
inducidos en D. melanogaster, induce a Cyp6a8 y sobreexpresa (UpR) a Cyp6gl, entre
otros Cyp450s (Zhuo, 2014) (Tabla 1).

Ambos Xbs producen danos similares y son frecuentemente utilizados como inductores de

los Cyp450s en D. melanogaster.



Tabla 1. Cyp450s empleados en el presente estudio y algunos compuestos (Xbs y

endégenos) que los regulan. Estudios realizados en L3 de D. melanogaster.

Gen Compuesto

Referencia

Cyp4d1* Ecdisona
Cyp4d2* CH,0O
Cyp4d14 FBB

CF

Cyp4e2 FBB
CF

CH,O

Cyp6a2 FBB
CF

Cyp6a8 FBB
CF

Cyp6al7** FBB
PCF

Cyp6az23 FBB
Cyp6d5 FBB

CF
Cyp6g1l FBB y CF

Cyp6bwl FBB y CF

Cyp9b2 FBB
CF

Cyp9f2* CH.O

Cypl2dl  FBByCF

Cyp28a5 FBB
CF

CH,O

Flybase (2017); Yang et al., 2007.*
Wang et al., 2012; Yang et al., 2007.*

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009.
Willoughby et al., 2006; Zhuo, 2014.

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009; Giraudo et al., 2010.

Willoughby et al., 2006; Giraudo et al., 2010.
Wang et al., 2012.

Chung et al., 2009; Willoughby et al., 2006; Giraudo et al., 2010.

Willoughby et al., 2006; Zhuo, 2014.

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009.
Willoughby et al., 2006; Zhuo, 2014.

Boey, 2011.
Monti, 2014.**

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009.

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009.
Willoughby et al., 2006; Giraudo et al., 2010; Zhuo, 2014.

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009; Giraudo et al., 2010;

Zhuo, 2014.

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009; Giraudo et al., 2010;

Zhuo, 2014.

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009.
Zhuo, 2014.

Wang et al., 2012; Yang et al., 2007.*

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009; Giraudo et al., 2010.

Willoughby et al., 2006; Chung et al., 2009.
Zhuo, 2014.
Wang et al., 2012.

* Posible funcion desintoxificante

** Cyp450 poco estudiado
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ANTECEDENTES

Cyp450s en larvas de tercer estadio (L3) de D. melanogaster.

Los perfiles de expresion del MX en D. melanogaster, fueron establecidos en el 2007,
Yang y colaboradores confirmaron que el principal sitio de defensa contra DDT
corresponde al intestino medio, y mencionan que el cuerpo graso es mas extenso en
larvas que en adultos, por lo tanto, los genes que son abundantes en dichos tejidos, tales
como: Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp6gl, Cyp28a5, entre otros, podrian tener un rol significativo

en estudios de toxicidad larval.

Chung y colaboradores (2009), establecieron los perfiles de expresion larval de D.
melanogaster en condiciones normales, obteniendo la expresion en intestino medio,

cuerpo graso y/o tubulos de Malpighi de 81 de los 90 Cyp450s reportados.

Cyp450s regulados por FBB y/o CF en D. melanogaster.

En el 2006, Willoughby y colaboradores reportaron los Cyp450s que son regulados por el
tratamiento con FBBI 1 mM y 10 mM: Cyp4d14, Cyp4de2, Cyp6a2, Cyp6a8, Cypb6a23,
Cyp6d5, Cyp6gl, Cypbwl, Cyp9b2, Cypl2dl y Cyp28a5, ademas de los regulados por
CF 7.7 mM en L3 de D. melanogaster: Cyp4d14, Cyp4e2, Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6d>,
Cyp6gl, Cyp6wl y Cypl2dl.

De igual manera en el 2006, Kuruganti, determind6 mediante PCR tiempo real, los
Cyp450s que se expresan en adultos de D. melanogaster, Canton S al ser expuesta a
FBB 4 mM y CF 16 mM. Obtuvo que con ambos se sobreexpresan los mismos Cyp450s:
Cyp4d2, Cyp4d14, Cyp4de2, Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6a23, Cyp6ds, Cyp6gly Cypbwl.

Otro estudio realizado en el 2006, corresponde al trabajo de Sun et al. mediante PCR
tiempo real evaluaron la expresion diferencial de 17 genes, entre ellos algunos Cyp450s,
trabajaron con L3 y adultos de D. melanogaster, después de tratar a las L3 con FBB 0.1%
por 24 h, fueron inducidos siete Cyp450s: Cyp4dl14, Cyp6gl, Cyp6wl, Cyp6a2, Cyp6as,
Cyp6d5 y Cypl2dl.

11



Toxicidad del 4-NQO en D. melanogaster

Mediante la prueba SMART, que permite la deteccion de pérdida de heterocigosidad, se
ha demostrado que el 4-NQO es un potente mutageno y recombinégeno en larvas de D.
melanogaster (cruzas estandar, ST y de bioactivacion elevada, HB), ya que produce los
tres tipos de manchas en ala: manchas individuales pequefias, manchas individuales
grandes y manchas gemelas, lo cual sugiere un dafo directo por estrés oxidante,
formacion de aductos mediante MX, que inducen los sistemas de reparacion y conllevan a
eventos de recombinacién somatica, por tanto, que involucra a los Cyp450s (Heres-Pulido
et al., 2004).

La LCso de 4-NQO fue 2.10 mM en la cepa flare y 3.05 mM en la cepa Oregon-flare, las
concentraciones fueron probadas en el laboratorio de Toxicologia Genética de la FESI,
UNAM (Duenas-Garcia et al., 2005). 4-NQO a 2.10 mM mostré una tasa de mortalidad del
8.95 % y a 3.05 mM fue del 8.82 %, sin diferencias estadisticamente significativas en las

cepas de D. melanogaster.

Genotoxicidad del 4-NQO en Homo sapiens.

Kranendonk y colaboradores (2016), trabajaron con dos cepas derivadas de E. coli y dos
cepas derivadas de S. typhimurium (con expresiéon de CYP1A2 de Homo sapiens).
Emplearon el test de Ames para probar tres agentes de daifo directo al DNA, entre ellos:
4-NQO 0.000123 mM; realizaron lecturas de fluorescencia (485 nm a 510 nm) a 90, 120,
150, 180 y 240 minutos de incubacion y obtuvieron, en todas las cepas, respuestas
maximas de induccién del sistema de reparacion de emergencia (SOS) a los 120 min con
4-NQO 0.000123 mM.
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JUSTIFICACION

La mayoria de los estudios realizados con Cyp450s se enfocan en los inductores clasicos,
tales como FBB y CF, de los que se tienen bien establecidos los Cyp450s que regulan;
otros autores sélo reportan la posible participacién de algunos Cyp450s en el MX, por lo
tanto, considerando dichos Cyp450s, en el presente trabajo se determiné la respuesta
molecular al tratamiento por 4-NQO 2 mM, cuya importancia radica en estudios de
antimutagénesis y desarrollo de terapias para OSCC, y que ademas ha sido reportado

como posible inductor de Cyp450s en larvas de D. melanogaster.

HIPOTESIS

D. melanogaster presenta mecanismos de respuesta a inductores clasicos de Cyp450s,
como FBB y CF; si dichos Xbs producen dafos similares y regulan de manera afin los
Cyp450s, entonces con 4-NQO, que tiene en comun la generacién de ROS, se obtendran

resultados semejantes en cuanto a los perfiles de expresion de los Cyp450s estudiados.

OBJETIVOS
General

e Determinar los perfiles de expresion de algunos Cyp450s cuando las larvas de
tercer estadio (L3) (72 £+ 4h) son expuestas a 4-NQO 2 mM.

Particulares

e Determinar al 4-NQO como inductor de Cyp450s en L3 (72+ 4h) de D.
melanogaster.

e Validar los oligonucleétidos disefiados, mediante lo reportado en la literatura para
los Cyp450s regulados por FBB 1 mMy CF 7.7 mM.

e Correlacionar la induccién de los Cyp450s reportados con posibles roles de

desintoxicacion en D. melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS

Quimicos

XU 4-nitroquinolina-1-6xido: CyHsN,O3;, CAS No0.56-57-5, 97% de pureza. Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

&U Acetona: C;HsO, CAS No. 67-64-1, 99.9% de pureza. Sigma- Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

§U Fenobarbital: C1,H{,N,O3;, CAS No. 50-06-6. Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA)

\U Cafeina: CgHoN4O,, CAS No. 58-08-2. Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA).

\USqucmn conservadora: 5 mL de Tegosept 12% (EtOH), 5 mL de &cido

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

Biolégicos
}g:g Cepa Canton-S de D. melanogaster. Donada por el laboratorio de Toxicologia
Genética, FES lztacala, UNAM, obtenida originalmente del Laboratorio de la Dra.
Norma Velazquez Ulloa, de Lewis & Clark University, Portland, USA.
;% Medio instantaneo Drosophila (DIM), obtenido de Carolina Biological Supply Co.
;% Hojuelas de papa deshidratada Maggie® (medio de cultivo estandar).

#}? Levadura fresca activada La Florida®, sacarosa y agua.

Verificacion de las secuencias de Cyp450s en D. melanogaster

De la base de datos para Drosophila spp. (FlyBase), se recuperaron las secuencias de
todos los genes etiquetados como miembros de las familias Cyp4, Cyp6, Cyp9, Cyp12 y
Cyp28, y se compararon in silico (BLASTn) con la base de datos del Centro Nacional para

la Informacién Biotecnolédgica (NCBI).

De dichas secuencias se llevd a cabo la reconstruccion filogenética mediante el método
UPGMA (Unweighet Pair Group Method with Arithmetic mean) y distancia p, usando la
version 5 de MEGA (Tamura et al.,, 2011), al mismo tiempo se obtuvo la matriz de

distancia génica para determinar la identidad (%) entre los miembros de cada familia.
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Cultivo y propagacién de D. melanogaster

Se propago y sincronizo la cepa Canton-S de D. melanogaster en frascos de vidrio de 250
mL con 5 g de medio de cultivo estandar y 20 mL de soluciéon conservadora en una
incubadora a 25 °C y 65 % de humedad relativa. Las moscas adultas, sexualmente
maduras, obtenidos de la sincronizacion fueron trasvasados a frascos de vidrio de 250 mL
con levadura fresca y se mantuvieron durante 8 h a total oscuridad, para colecta de
huevos a 25°C y 65% de humedad relativa; posteriormente las moscas adultas se
retiraron de los frascos y la colecta de huevos siguié en incubacion. Finalmente, al tercer

dia, se realizé una segunda colecta para recuperar L3 (72 + 4 h).

Disefio experimental

Controles positivos: FBB 1 mM, CF 7.7 mM.

Controles negativos: Agua miliQ, acetona 2 %.

Tratamiento problema: 4-NQO 2 mM.

Unidad poblacional: Aproximadamente, 50 L3 (72 + 4 h) de D. melanogaste.
Experimentos independientes: Dos por tratamiento (A y B).

Las larvas recuperadas fueron tratadas via oral por 24h, se colocaron en tubos plexiglas
acondicionados con una malla en la parte inferior, donde se alimentaron con DIM Carolina
Biological Supply Co, hidratado con 18 mL de cada tratamiento. El 4-NQO 2 mM, fue
disuelto en acetona 2% v/v (Palacios-Lopez, 2014; Duefias-Garcia et al., 2017); FBB 1
mM y CF 7.7 mM, ambos fueron disueltos en agua miliQ; acetona 2 %, diluida en agua
miliQ, y por ultimo, agua miliQ. Una vez transcurridas las 24 h, las larvas fueron
colectadas en tubos Eppendorf de 1.5 mL, congeladas y maceradas en nitrégeno liquido.
Se conservaron a -70 °C en 1 mL de TRIzol® para posteriormente extraer el RNAt. Al
mismo tiempo, se colectaron L3 (72 + 4h) sin tratar y se conservaron a -70 °C para la

extraccion de DNAg.
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Disefno y sintesis de oligonucledétidos especificos de Cyp450s

Tomando en cuenta una Tm de 58 °C a 60 °C, un tamano del producto de +200 pb,
ciertos parametros termodinamicos como AGmax >-34, horquillas >-3.5 a >-4.5,
homodimeros y heterodimeros AG > -3.5, fueron disefiados manualmente vy
posteriormente analizados en el programa oligo analyzer los oligonucledtidos para actina
42A (gen constitutivo), y para las cinco familias de interés: Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp4dl4,
Cypde2, Cypb6a2, Cyp6a8, Cypb6al7, Cyp6a23, Cyp6d5, Cyp6gl, Cyp6wl, Cyp9b2,
Cyp9f2, Cypl2dl, Cyp28a5, los cuales fueron enviados a sintetizar. Con estos cebadores
se realizaron reacciones de amplificacion a 30 ciclos, empleando DNAg de L3 (72 + 4h)
de D. melanogaster extraido mediante DNAzol®, se sometieron a separacion
electroforética en gel de agarosa al 1 %; posteriormente se secuenciaron (Laboratorio de
Biologia Molecular, UBIPRO, FES Iztacala) y de esas secuencias se obtuvo la secuencia
consenso, mediante ClustalW2, para cada Cyp450s y para actina 42A; éstas fueron
comparadas in silico mediante un alineamiento local (BLASTn) con las secuencias
depositadas en la base de datos NCBI para corroborar que los amplicones

correspondieran con los fragmentos de interés.

Normalizacion de las condiciones de amplificacion semicuantitativa de los

transcritos de Cyp450s por PCR acoplada a transcripcion reversa (RT-PCR)

El RNAt fue extraido mediante Trizol® y Quick-RNA™ MiniPrep, su concentracion se
determiné por absorbancia (260/280 nm) en nanodrop y se analizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % en condiciones libres de RNAsas. Se aplicé 1.5
pML/40min de TURBO DNA-free™ Kit, siguiendo el tratamiento intensivo del kit, para
descartar la contaminacion por DNAgQ. A partir de 2 ug de RNAt se sintetizé la cadena
complementaria de DNA (cDNA) por transcripcién reversa empleando oligo dT-GAGA y la
reverso transcriptasa Super Script Il (Invitrogen, California USA), siguiendo las

instrucciones del proveedor.

Posteriormente, se estandarizaron las condiciones de amplificacion mediante RT-PCR
usando actina 42A a 30 ciclos, para ello se considerd el ciclo previo a la saturacion de

transcritos de la reaccién para cada tratamiento.
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Una vez establecidos los ciclos de amplificacion, se llevé a cabo una RT-PCR, ahora
usando el cDNA anteriormente sintetizado y como oligonucleétidos los 15 Cyp450s
disefiados, mas el disefado para actina 42A. Los productos de amplificaciéon fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1 % y posteriormente digitalizados en
fotodocumentador con luz UV con el propdsito de determinar la densitometria de cada

amplicon.

Determinacion semicuantitativa de los transcritos de Cyp450s

Se describieron las imagenes de los geles obtenidos mediante la RT-PCR de cada
experimento independiente (A y B), y se determinaron los genes regulados, es decir, los
genes que fueron sobreexpresados (UpR) e inhibidos (DownR), con respecto al gen

constitutivo actina 42A para cada tratamiento.

Analisis densitométrico

Para cada imagen, obtenida con el fotodocumentador, fue seleccionada cada banda
visible utilizando la herramienta de rectangulo del software GelQuant.NET. Comenzando
con la banda de actina 42A y luego las de los Cyp450s, se obtuvo la intensidad (pixeles)
para cada una. Por ultimo se normalizaron los datos tomando actina 42A como 1, para
obtener la cantidad relativa de transcritos de los Cyp450s. Posteriormente se obtuvo la
cantidad relativa media (A y B), valor que también fue utilizado para elaborar los

densitogramas y determinar los perfiles de expresion de los Cyp450s estudiados.

Analisis estadistico

Se llevé al cabo la prueba t de Student para determinar las diferencias significativas en las
cantidades relativas medias de Cyp450s para el tratamiento 4-NQO 2 mM contra el
control negativo agua miliQ; para el tratamiento 4-NQO 2 mM contra el control negativo
acetona 2 %; y para ambos controles negativos. También se realizé un analisis de
varianza de un factor (ANOVA) (a=0.05) con los promedios obtenidos de la cantidad

relativa de transcritos de Cyp450s (GelQuant.NET) para comparar entre si los resultados
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de los tratamientos 4-NQO 2 mM, FBB 1 mM y CF 7.7 mM contra agua miliQ; el

planteamiento de la hipétesis fue:

Ho: Las medias de la cantidad relativa de transcritos de Cyp450s entre los cuatro
tratamientos son iguales y, por lo tanto, los tratamientos tienen el mismo efecto

sobre el nivel de expresién de los Cyp450s.

Ha: Al menos un par de medias de la cantidad relativa de transcritos de Cyp450s

es diferente entre si.

Cuando la Ho fue rechazada se llevé a cabo la prueba de Fisher o de Diferencia Minima

Significativa (LSD), con a = 0.025 con el propésito de determinar en dénde radica(n) la(s)

diferencia(s).
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RESULTADOS

Miembros de la familia Cyp450 de D. melanogaster

De los 94 Cyp450s registrados en Flybase, 61 conformaron las familias implicadas en el
metabolismo de xenobidticos: Cyp4, Cyp6, Cyp9, Cyp12 y Cyp28 (Feyereisen, 2005;
Willoughby et al., 2006). El analisis filogenético de éstas se llevo a cabo usando la version
MEGA 5 (Tamura et al.,, 2011), en la Tabla 2 se muestra la identidad promedio (p-
distancia= +40%) entre los miembros de cada familia y las distancias génicas obtenidas
de la matriz de distancia (ANEXO 1).

Tabla 2. Identidad media (%) entre los miembros de cada familia de Cyp450s de D. melanogaster.

Familia Miembros Distancia génica media Identidad media
Cyp4 22 0.643 35.7%
Cyp6 23 0.625 375%
Cyp9 5 0.526 47.4 %
Cyp12 7 0.546 454 %
Cyp28 4 0.561 43.9%

TOTAL= 61

La reconstruccion filogenética mediante el método UPGMA (Unweighet Pair Group
Method with Arithmetic mean) (Figura 7), permitié observar que la pareja Cyp6al7 y
Cyp6a23 presentd la menor distancia génica (0.158) y por lo tanto la mayor identidad
(84.2 %) respecto a los demas miembros de la familia Cyp6; de la familia Cyp9 la pareja
Cyp9bl y Cyp9b2 con 74.7 % (0.253); de la Cyp28 la pareja Cyp28d1 y Cyp28d2 con 67.6
% (0.324); de la Cyp4 la pareja Cyp4el y Cypde2 con 80.6 % (0.194); y por ultimo, de la
familia Cyp12 la pareja Cypl2a4 y Cyp12a5 con 76.1 % de identidad (0.239).
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Figura 7. Reconstruccidén filogenética de las familias Cyp4, Cyp6, Cyp9, Cyp12 y Cyp28 de D.

melanogaster. Elaborada por el método UPGMA vy distancia p (MEGA 5), en base a las secuencias de
aminoacidos de 61 Cyp450s. Los 15 Cyp450s que fueron seleccionados para nuestro trabajo se indican con

triangulo negro.
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Secuencias e identidad de los oligonucleétidos disefiados para Cyp450s

La Tabla 3 muestra la secuencia de los 15 oligonucledtidos especificos que fueron
disefiados para los Cyp450s con expresion modulada por FBB y/o CF (Willoughby et al.,
2006), y los posiblemente implicados en metabolismo de Xbs (Yang, et. al., 2007) en L3
(72 + 4h) de D. melanogaster; incluye también la secuencia del control de expresion
constitutiva actina 42A, y el tamafo de los amplicones generados a partir de DNAg y

RNAL.

Tabla 3. Relacién de los 16 genes empleados (constitutivo y Cyp450s) de D. melanogaster.

En todos los casos el tamafo de los amplicones fue verificado experimentalmente.

Gen Amplicén Amplicon
Secuencia 5’-3’ zb Gen Secuencia 5’-3’ pb
Actina Fw GTCCCTGGAGAAGTCGTAC 234(DNAG) (o os Fw TTGATCGCACTTCTAGTGTC 241 (DNAg)
422 Rv GCACAGTGTTGGCGTACAG 234 (RNAY) yp Rv CAAGTCGGTGATGACAGCA 241 (RNA)
Cvoad1 W CGGTGAAGACCATATCAATG 252(DNAg) o FW TTGGACTGGATGTTGATAGC 262 (DNAg)
yp Rv CAGAAGGATGTCCAGGAAG ~ 252(RNA) VP Rv TATATTGTTCTGTTCCCTGAG 224 (RNAY)
Cvpdd2 Fw AAAATCCCAATCTGCCCTATG 200 (DNAg) Cvobal Fw GAGCCTGAAGCCGTTCTAC 236 (DNAg)
yp Rv AATGTTCTCGGTAAAGTCGTG 200 (RNAY) ypog Rv ATCCGAAGGGTTGATATGCC 176 (RNAY)
Cvodd1a W ATGTGCTGCTGAAGTCCAC 265(DNAg) . o . FwCTTGGACTACTTATGTGCCC 230 (DNAg)
yp Rv CAGAGACTCCTTTATCACGC 265 (RNAY) yp Rv TTGCGGAGTGTCTCGTTGA 225 (RNAY)
Cvpgez TWATTCATACTCAGCAGTCAGAC — 178(DNAg) . o,  Fw TCGTCCTTCCAGAGACAAC 261 (DNAg)
yp Rv TCTCGTTCATCACCTCGTG 178 (RNAY) yp Rv GGTCCCTCATCACGCTGA 216 (RNA)
cvosaz TV ACGGAAAGAAGTGGAAGGAC 194 (DNAg) Cyp9f2 Fw CTCTGAGTCCGGCATTTACA 202 (DNAg)
yp Rv CACATCGGTGGTGAACCTG 194 (RNA) yp Rv GGCGATCACATCATTGGTGA 202 (RNAL)
Cvosag W ATACTGATTAAGGACTTCTCG  174(DNAg) . ..,  Fw TTGACCCTCTTCCAGACCT 125 (DNAg)
yp Rv CTACGGTCGGATACATTAAC 174 (RNAY) yp Rv ACTGTCATTGAGAGTTCGCT 125 (RNAg)
Cvoba17 W GAGTCTTCTACAACGAGATC 28(DNAg) 5o e FWTGGGTCGTAATAAGGAGGACA 321 (DNAg)
yp Rv GTGCCACCAGATCCACAAC 228 (RNAY) yp Rv TGAAGCAGTAGTGAGGTACAA 255 (RNAL)
Fw: Directo
Rv: Reverso

21



La Figura 8 corresponde a los productos de PCR obtenidos de la amplificacion con los 16
oligonucledtidos disefiados (Cyp450s y actina 42A) y DNAg de D. melanogaster como
molde, todos generaron bandas definidas a 30 ciclos, con una temperatura de
alineamiento de 60°C.

3000

1000
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pb

Figura 8. Amplicones obtenidos con los oligonucleétidos disefiados y DNAg de L3 de D.
melanogaster. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carriles M: Marcador de peso molecular; 1:
Actina 42A; 2: Cyp4dl; 3: Cyp4d2; 4: Cyp4dl4; 5: Cypde2; 6: Cyp6a2; 7: Cyp6a8; 8: Cyp6al7; 9:
Cyp623; 10:Cyp6d5; 11: Cyp6gl; 12:Cyp6wl; 13: Cyp9b2; 14: Cyp9f2; 15:Cypl2dl; 16: Cyp28a5.

Los productos de la reaccion fueron purificados y secuenciados, de las secuencias
obtenidas (ANEXO Il), se obtuvieron las secuencias consenso (ANEXO Ill), el
alineamiento local (BLASTn) de estas ultimas (secuencias query) arrojoé una identidad de
entre 96 % a 100 % con las secuencias de RNA mensajero de Cyp450s y del gen
constitutivo depositadas en NCBI. En la Tabla 4 se resumen los resultados de este
analisis, el valor e < E-10"" indica que la similitud entre las secuencias no se debid al azar
y que corresponden a los genes que se pretendié amplificar.

Tabla 4. Porcentaje de identidad de los oligonucleétidos de Cyp450s disefiados.

Parametros obtenidos de la base de datos NCBI.

Primer Query Valore Identidad Primer Query Valore Identidad
Actina42A 100%  le-97 100 % Cyp6a23 100% 6e-121 100 %
Cyp4di 100% 2e-116 98 % Cyp6d5 77%  6e-52 98 %
Cyp4d2 75%  3e-63 100 % Cyp6g1 100% 6e-121 100 %
Cyp4di4 100%  2e-135 100 % Cypbwli 100% 2e-109 99 %
Cypde2 100%  3e-87 100 % Cyp9b2 77% 3e-80 100 %
Cyp6a2 100% 7e-98 100 % Cyp9f2 100% 2e-68 96 %
Cyp6a8 100%  5e-85 100 % Cyp12d1 100% 1le-50 97 %
Cyp6al7 98%  3e-114 100 % Cyp28a5 79% 2e-61 99 %
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Normalizacion de las condiciones de amplificacion semicuantitativa de los
transcritos de Cyp450s por RT-PCR

El RNAt de cada uno de los tratamientos fue extraido de aproximadamente 50 L3 (72 +
4h) de D. melanogaster, en ambos experimentos independientes (A y B); en la Figura 9 se
muestra la integridad del RNAt extraido en el experimento A, las dos bandas que se
observan pertenecen a las subunidades mayores 28s y 18s del RNA ribosomal.
Adicionalmente se determiné su concentracion mediante nanodrop, la razén de pureza
(A260/280) de cada muestra fue de >2 (Tabla 5).

28s
<+— 18s

Figura 9. Integridad del RNAt de D. melanogaster en gel de agarosa al 1.5 % Obtenido de
aproximadamente 50 L3 (72 + 4h) tratadas con 1: agua miliQ; 2: FBB 1 mM; 3: CF 7.7 mM; 4:
4-NQO 2 mM y 5: acetona 2 %. M: Marcador de peso molecular (Experimento A).

Tabla 5. Concentracion y pureza del RNALt. Incluye los valores de ambas

extracciones (A, superior y B, inferior) de RNAt de L3 de D. melanogaster.

Tratamiento RNA total A260/280
4-NQO 2 mM 1979255.:31 nngg//p“LL 5(1);
FBB1mM 2378160.65nng%/p“LL 3282
CF 7.7 Mm 14;701..72nngg;/upLL 3:82
Acetona 2 % 4429 gl 1L 204
o 2
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La Figura 10 se incluye como ejemplo de la normalizacion de las condiciones de RT-PCR
que se llevé a cabo con cada una de las extracciones de RNAt, se tomaron alicuotas de
los productos de amplificacion a 15-30 ciclos usando el gen constitutivo actina 42A.

En el caso que se presenta, que corresponde a 4-NQO 2 mM del experimento A, se
observa que entre el ciclo 28 y 30 la concentracion del amplicbn no se modificé de
manera ostensible, es por eso que se determind el ciclo 27 como adecuado para
visualizar las diferencias de expresibon de los Cyp450s mediante PCR.
Asi mismo, para ambos controles negativos: acetona 2% y agua miliQ, se determiné el
ciclo 29; y para los controles positivos: FBB 1 mM y CF 7.7 mM, el ciclo 28 y el ciclo 26,
respectivamente (Experimento A).

Figura 10. Normalizacion de las condiciones de amplificacién por RT- PCR
(15- 30 ciclos) usando gen constitutivo actina 42A. L3 (72 + 4h) de D.

melanogaster tratadas con 4-NQO 2 mM del experimento A (ciclo éptimo 27).
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Determinacion semicuantitativa de los transcritos de Cyp450s.

De manera subjetiva se analizaron los geles obtenidos mediante la RT-PCR y se infirieron
los genes que fueron sobreexpresados (UpR, Upregulated), e inhibidos (DownR,
Downregulated), en L3 (72 + 4h) de D. melanogaster expuestas a 4-NQO 2 mM, acetona
2 %, agua miliQ, FBB 1 mMy CF 7.7 Mm.

4-NQO 2 mM. Los Cyp450s que fueron, aparentemente, regulados por el 4- NQO 2 mM
en L3 de D. melanogaster fueron, en promedio, 14 de los 15 empleados (considerando A
y B). Se obtuvieron bandas definidas para: Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp4dl4, Cypde2, Cypba2,
Cyp6a8, Cyp6al7, Cyp6a23, Cyp6gl, Cypbwl, Cyp9b2, Cyp9f2, Cypl2dl y Cyp28a5.

En la Figura 11A se observa expresion similar de Cyp6gl con el control actina 42A, los
otros 10 genes fueron DownR: Cyp4d2, Cyp6a2, Cyp6bwl, Cyp9b2 y Cyp9f2; seguidos de
Cyp4d14, Cypde2, Cyp6al7 y Cyp28a5; y por ultimo, el Cyp6a23.

En el segundo experimento independiente (Figura 11B), los Cyp450s con expresion
similar al control fueron: Cyp4d2, Cyp4d14, Cyp6a2, Cypbwl, Cyp9b2, Cyp9f2 y Cyp28a5;
en este caso Cyp6gl fue UpR; y los seis genes restantes fueron DownR: Cyp4dl,
Cyp4e2, Cypb6al7, Cyp6a23 y Cypl2dl; incluso se aprecia una banda muy tenue para
Cyp6a8 (la RT-PCR permitié observar tres Cyp450s mas en éste ultimo experimento).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

11 12 13 14 15 16

Figura 11. Amplicones de transcritos de Cyp450s de L3 (72+4h) de D. melanogaster
tratadas con 4-NQO 2 mM. Dos experimentos independientes: A (27 ciclos) y B (30 ciclos);
M: Marcador de peso molecular, 1: Actina 42A; 2:Cyp4d1; 3:Cyp4d2; 4: Cyp4dl14; 5:Cyp4de2;
6: Cyp6a2; 7:Cyp6a8; 8:Cyp6al7; 9: Cyp6a23; 10: Cyp6d5; 11: Cyp6gl; 12: Cypbwl; 13:
Cyp9b2; 14: Cyp9f2; 15: Cypl2dl y 16: Cyp28a5.
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Control negativo: acetona 2 %. Empleada como vehiculo disolvente del 4-NQO 2 mM,
fueron regulados 13 de los 15 Cyp450s empleados: Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp4dl4, Cypde2,
Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6al7, Cyp6a23, Cyp6gl, Cypbwl, Cyp9f2, Cypl2dl y Cyp28a5.

En el experimento A (Figura 12A), Cyp6a2 y Cypl2dl se expresaron de forma similar que
el control; mientras que, Cyp6gl, Cyp6wl, Cyp9f2 y Cyp28a5 fueron UpR. Los genes
DownR fueron: Cyp4e2; seguido de Cyp4d2; ademas de Cyp4d1l4 y Cyp4dl.

En el experimento B (Figura 12B), los genes Cyp6gl, Cyp9f2 y Cyp28a5 también fueron
UpR, igual que en la Figura 12A. Se obtuvieron los mismos Cyp450s DownR que en el
experimento A, y en este caso la RT-PCR permitié detectar bandas para tres Cyp450s
mas; de manera que, los genes DownR fueron: Cyp4d2, Cyp4dl4, Cyp6wl, Cypde2,
Cyp6a2; seguidos de Cypl2dl, Cyp4dl, Cyp6a8, Cyp6a23y Cyp6al7.

M 1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1000
750
500

250

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 12. Amplicones de transcritos de Cyp450s de L3 (72+4h) de D. melanogaster
tratadas con acetona 2%. Dos experimentos independientes: A (29 ciclos) y B (29 ciclos); M:
Marcador de peso molecular, 1: Actina 42A; 2:Cyp4dl; 3:Cyp4d2; 4: Cyp4dl4; 5:Cyp4e2; 6:
Cyp6a2; 7:Cyp6a8; 8:Cypbal7; 9: Cyp6a23; 10: Cyp6d5; 11: Cyp6gl; 12: Cypbwl; 13: Cyp9b2;
14: Cyp9f2; 15: Cypl2d1 y 16: Cyp28a5.
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Control negativo: agua miliQ En estas condiciones las L3 expresaron en promedio 12
de los 15 Cyp450s empleados: Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp4dl4, Cypde2, Cyp6a2, Cyp6a23,
Cyp6g1l, Cyp6wl, Cyp9b2, Cyp9f2, Cypl2dl y Cyp28a5.

A excepcion de los genes Cyp6gl y Cyp9f2 del experimento A (Figura 13A), que
aparentemente se expresan igual que actina 42A, en ambos experimentos independientes
los Cyp450s fueron DownR, como se esperaba. En el experimento B (Figura 13B), la RT-
PCR brind6 bandas para Cyp4dl y Cyp6a23, que no fueron visibles en el experimento A
(Figura13A).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
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Figura 13. Amplicones de transcritos de Cyp450s de L3 (72+4h) de D. melanogaster
tratadas con agua MiliQ. Dos experimentos independientes: A (29 ciclos) y B (27 ciclos); M:
Marcador de peso molecular, 1: Actina 42A; 2:Cyp4dl; 3:Cyp4d2; 4: Cyp4dl4; 5:Cypde2; 6:
Cyp6a2; 7:Cyp6a8; 8:Cyp6al7; 9: Cyp6a23; 10: Cyp6d5; 11: Cyp6gl; 12: Cypbwl; 13: Cyp9b2;
14: Cyp9f2; 15: Cyp12d1 y 16: Cyp28a5.
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Control positivo: FBB 1 mM Se tuvo la expresion de 13 de los 15 Cyp450 empleados:
Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp4dl4d, Cypde2, Cypb6a2, Cyp6a8, Cypb6al7, Cyp6gl, Cyp6wl,
Cyp9b2, Cyp9f2, Cypl2dl y Cyp28a5. De los 13 Cyp450s obtenidos, 10 son los
reportados por Willoughby y colaboradores (2006), como regulados por fenobarbital 10
mM en L3 de D. melanogaster.

De la Figura 14A, se infiri6 que la expresion de Cyp6gl y Cyp9f2 no cambio
ostensiblemente respecto a la de actina 42A; los demas Cyp450s fueron DownR con
intensidades similares entre ellos. Cabe sefalar la presencia del Cyp6al7 en este
experimento, el cual no fue visible mediante la RT-PCR del experimento B (Figura 14B).

En la Figura 14B, en cambio, el Cyp6gl fue UpR; en cuanto a los Cyp450s restantes
también fueron DownR; ademas se observaron bandas para Cy4dl, Cyp4d14 y Cyp6a8,
que no estuvieron presentes en el experimento A (Figura 14A).

1000

250

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 14. Amplicones de transcritos de Cyp450s de L3 (72+4h) de D. melanogaster
tratadas con FBB 1 mM. Dos experimentos independientes: A (28 ciclos) y B (28 ciclos); M:
Marcador de peso molecular, 1: Actina 42A; 2:Cyp4dl; 3:Cyp4d2; 4: Cyp4dl4; 5:Cypde2; 6:
Cyp6a2; 7:Cyp6a8; 8:Cyp6al7; 9: Cyp6a23; 10: Cyp6d5; 11: Cyp6gl; 12: Cypbwl; 13: Cyp9b2;
14: Cyp9f2; 15: Cyp12d1 y 16: Cyp28a5.
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Control positivo: CF 7.7 mM Se obtuvieron bandas para 13 de los 15 Cyp450s: Cyp4d1,
Cyp4d2, Cyp4dl4, Cypde2, Cypb6a2, Cyp6a23, Cyp6d5, Cyp6gl, Cyp6wl, Cyp9b2,
Cyp9f2, Cypl2dl y Cyp28a5. De acuerdo con Willoughby et al., (2006), siete de estos
Cyp450s son inducidos por cafeina 7.7 mM en L3 de D. melanogaster.

El primer experimento independiente (Figura 15A), supone que los genes Cyp4d2,
Cypde2 y Cyp28a5 no fueron regulados con cafeina 7.7 mM, ya que presentaron
expresion similar al control; por otro lado, Cyp6a2, Cyp6gl y Cypl2dl fueron UpR; los
seis Cyp450s restantes fueron DownR.

En el segundo experimento (Figura 15B), en contraste con la Figura 15A, las bandas de
Cyp6a2 y Cypl2dl fueron similares a la de actina 42A. El Cyp6gl fue UpR; y finalmente,
los otros 10 Cyp450s fueron DownR. En este ultimo experimento se obtuvo banda para
Cyp4d1, la cual no se aprecio en el experimento A (Figura 15A).
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Figura 15. Amplicones de transcritos de Cyp450s de L3 (72+4h) de D. melanogaster
tratadas con CF 7.7 mM. Dos experimentos independientes: A (26 ciclos) y B (29 ciclos); M:
Marcador de peso molecular, 1: Actina 42A; 2:Cyp4dl; 3:Cyp4d2; 4: Cyp4dil4; 5:Cypde2; 6:
Cyp6a2; 7:Cyp6a8; 8:Cyp6al7; 9: Cyp6a23; 10: Cyp6d5; 11: Cyp6gl; 12: Cypbwl; 13: Cyp9b2;
14: Cyp9f2; 15: Cypl2d1 y 16: Cyp28a5.
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Anadlisis densitométrico de los transcritos de Cyp450s (GelQuant.NET)

Se empled el programa GelQuant.Net para analizar las bandas generadas por los
Cyp450s mediante la RT-PCR, los valores de intensidad relativa fueron expresados como
cantidad/expresion relativa de transcritos de los Cyp450s, después de normalizar con
actina 42A. En la Tabla 6, se resumen los datos de dicho analisis para el caso de 4-NQO
2 mM. A partir de las cantidades relativas se elaboraron los densitogramas
correspondientes, debido a que en ambos experimentos independientes la tendencia de
los picos fue similar en cada tratamiento, se tomé la cantidad relativa media para
determinar los perfiles de expresion de los Cyp450s. Dicho lo anterior, con 4-NQO 2 mM,
sélo Cyp6gl fue 1.38 de actina 42A (UpR), los demas Cyp450s se expresaron por debajo
del control constitutivo; Cyp6d5 no fue detectado con este tratamiento (Grafica 1).

Tabla 6. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450s en D. melanogaster. L3 (72 + 4h) tratadas con
4-NQO 2 mM. Intensidad relativa del amplicon obtenida mediante GelQuant.NET.

GEN IA/IB CR X GEN IA/IB CR X
Actina 42A 882??2 1 1 Cyp6a23 gggggg 822 0.24
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IA/IB: Intensidad experimento A/B  CR: Cantidad relativa X: CR media S/A: Sin amplicén
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Grafica 1. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450 en relacion al gen constitutivo actina
42A. L3 (72 + 4h) de D. melanogaster tratadas con 4-NQO 2 mM.
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Control negativo: acetona 2 %. En este caso, el Cyp6gl también fue UpR (2.84 de
actina 42A), ademas de Cyp9f2 (2.41 de actina 42A) y Cyp28a5 (1.51 de actina 42A); los
Cyp450s DownR fueron 10; y por ultimo, Cyp9b2 y Cyp6d5 no fueron detectados (Tabla 7;

Grafica 2).

Tabla 7. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450s en D. melanogaster. L3 (72 +4 h) tratadas con

acetona 2 %. Intensidad del amplicon obtenida mediante GelQuant.NET.

GEN IA/IB CR X GEN IA/IB CR
Actina42s  00oaos 1 1 Cypeaz3 o.oS(@m o.%a
Oyp4dl  (ioar  oos 004 | Cypess SA o
Cypadz (2 oes 047 Cypbol 02015 539
Oypadl4 (o osa  OM | omenl (O ow
Oypde o0 oz 041 | Cypsb2 A o
Ope2 e o0as 04 | owo2 il D
Cyp6as 0.()8(;:83 o.(())s 0.01 Cypl2dl 8:8:24312 8::2
Cyp6al? 0.()8(;:26 o.(())z 0.01 Cyp28as 8:1 ;ggg 1 ?S

X

0.01

2.84
0.85
0
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Grafica 2. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450 en relacion al gen constitutivo

actina 42A.

L3 (72 £+ 4h) de D. melanogaster tratadas con acetona 2 %.
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Control negativo: agua miliQ Los Cyp450s que se expresaron en estas condiciones
fueron 12 y se encontraron por debajo del gen constitutivo; Cyp6a8, Cyp6al7 y Cyp6d5
no fueron detectados (Tabla 8; Gréfica 3).

Tabla 8. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450s en D. melanogaster. L3 (72 + 4h) tratadas

con agua miliQ. Intensidad del amplicén obtenida mediante GelQuant.NET.

GEN
Actina 42A
Cyp4dl
Cyp4d2
Cyp4d14
Cyp4e2
Cyp6a2
Cyp6a8

Cyp6al7

IA/IB CR X GEN IA/IB CR
0.19626 1 1 Cyp6a23 SIA 0
0.23094 1 0.01175 0.05

SIA 0 0.12 Cyp6ds SIA 0
0.05723  0.24 SIA 0
0.07089  0.36 0.30 Cyp6g1l 0.17004 0.86
0.05789  0.25 0.16331 0.70
0.07827  0.39 0.22 Cyp6w1 0.04817 0.24
001531  0.06 0.06302 0.27
0.04067  0.20 0.19 Cyp9b2 0.04504 0.22
0.04206  0.18 0.09342 0.40
0.02671  0.13 0.13 Cypof2 0.17401 0.88
0.03074  0.13 0.11736 0.50

SIA 0 0 Cypl2d1 0.03511 0.17

SIA 0 0.03464 0.14

SIA 0 0 Cyp28a5 0.11482 0.58

SIA 0 0.08932 0.38

|

0.02

0.78

0.25

0.31

0.69

0.15

0.48

IA/IB: Intensidad experimento A/B  CR: Cantidad relativa X: CR media S/A: Sin amplicén
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Grafica 3. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450 en relacion al gen constitutivo

actina 42A. L3 (72 + 4h) de D. melanogaster tratadas con agua miliQ.
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Para determinar si hubo diferencias en la expresion de los Cyp450s con 4-NQO 2 mM, los
resultados de este tratamiento se compararon contra el control agua miliQ y también
contra el control acetona 2 % (Gréafica 4)

Agua miliQ vs. 4-NQO 2 mM. El 4-NQO 2 mM aumento significativamente (p < 0.05) las
cantidades relativas de los transcritos de Cyp450s en las L3, respecto a los niveles de
expresion basal (agua miliQ) (Grafica 5).

Acetona 2 % vs. 4-NQO 2 mM. Al comparar contra el disolvente, las cantidades relativas
de los Cyp450s no aumentaron significativamente (p > 0.025) con 4-NQO 2 mM. En la
Tabla 9, se muestran las diferencias en el nivel de expresion de los Cyp450s (Grafica 6).
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Grafica 4. Comparacion de las cantidades relativas de los transcritos de Cyp450s. L3 tratadas

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

con agua miliQ, acetona 2 % y 4-NQO 2 mM.

Agua miliQ vs. 4-NQO 2 mM Acetona 2 % vs. 4-NQO 2 mM

Agua miliQ

0.8

4-NQO [2mM] Acetona 2% 4-NQO [2mM]

Grafica 5. Diferencias entre 4-NQO 2 mM y el Grafica 6. Diferencias entre 4-NQO 2 mM y el
control negativo agua miliQ. Se indica con control negativo acetona 2%. Sin diferencias

asterisco la media que resultd significativa. significativas.
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Tabla 9. Diferencias en el nivel de expresion (DNE) de los Cyp450s de D. melanogaster. L3 (72 + 4h)

tratadas con agua miliQ, acetona 2 % y 4-NQO 2 mM. Se indica con asterisco la media con diferencias

significativas.

Agua 4-NQO Acetona 4-NQO

Gen m‘?“Q ch“zn DNE  Gen o Zm?w DNE
Actina42A 1 1 0 Actina42A 1 1 0
Cyp4di 0.17 0.19 -0.02  Cyp4di 0.04 0.19 -0.15
Cyp4d2 0.3 0.57 -0.27  Cyp4d2 0.47 0.57 -0.10
Cyp4di4q 0.22 0.57 -0.35 Cyp4di4g 0.44 0.57 -0.13
Cypde2 0.19 0.26 -0.07  Cypde2 0.41 0.26 0.15
Cyp6a2 0.13 0.68 -0.55  Cyp6a2 0.45 0.68 -0.23
Cyp6a8 0 0.03 -0.03  Cyp6a8 0.01 0.03 -0.02
Cyp6al7 0 0.37 -0.37 Cyp6al7 0.01 0.37 -0.36
Cyp6a23 0.02 0.24 -0.22  Cyp6a23 0.01 0.24 -0.23
Cyp6d5 0 0 0 Cyp6d5 0 0 0
Cyp6g1 0.78 1.38 -0.6 Cyp6g1 2.84 1.38 1.46
Cyp6wl1 0.25 0.68 -0.43  Cypbwl 0.85 0.68 0.17
Cyp9b2 0.31 0.63 -0.32  Cyp9b2 0 0.63 -0.63
Cyp9f2 0.69 0.85 -0.16 Cyp9f2 2.41 0.85 1.56
Cypi2d1 0.15 0.19 -0.04 Cypi2di 0.45 0.19 0.26
Cyp28a5 0.48 0.58 -0.1  Cyp28a5 1.51 0.58 0.93

X=0.293 X=0513*

X=0.681 X=0.513

Al no existir diferencias entre el vehiculo disolvente (acetona 2 %) y el 4-NQO 2 mM, se
comparé acetona 2% contra agua miliQ, las cantidades relativas de los Cyp450s
aumentaron significativamente (p < 0.025), cuando las L3 (72 + 4h) fueron expuestas a
acetona 2 % (Gréfica 7).
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0.5 -
04 -
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Agua miliQ vs. Acetona 2%

Agua miliQ

Acetona 2%

Grafica 7. Diferencias entre ambos controles negativos. Se indica

con asterisco la media que resulto significativa.

34



Continuando con el analisis densitométrico, se midieron las bandas de los controles
positivos: con FBB 1 mM se obtuvieron nueve de los once Cyp450s reportados, y con CF
7.7 mM se obtuvieron siete de los ocho descritos por Willoughby et al. (2006).De acuerdo
con lo planteado en los objetivos, con estos resultados se pretendid validar lo obtenido

con 4-NQO 2 m

M.

Control positivo: FBB 1 mM. Los nueve Cyp450s que corresponden a lo reportado son:
Cyp4d14, Cypde2, Cyp6a2, Cyp6a23, Cypbgl, Cypbwl, Cyp9b2, Cypl2dl y Cyp28a5;
ademas de estos, se tuvo la presencia de Cyp4d2 y Cyp9f2. En contraste con el gen
constitutivo, el Cyp6gl fue 1.13 de actina 42A, los 10 Cyp450s restantes presentaron
cantidades relativas de transcritos por debajo del control (DownR) (Tabla 10; Grafica 8).

Tabla 10. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450s de D. melanogaster. L3 (72 + 4h) tratadas con

FBB 1 mM. Intensidad del amplicén obtenida mediante GelQuant.NET.

GEN IA/IB CR X GEN IA/IB CR X
Actina 42A 0.20975 1 1 Cyp6a23 S/IA 0 0
0.28990 1 S/A 0
Cyp4d1 SIA 0 0 Cyp6d5 SIA 0 0
0.00329 0.01 S/A 0
Cyp4d2 0.04035 0.19 0.14 Cyp6gl 0.22993 1.09 113
0.02929 0.10 0.34009 1.17
Cyp4d14 SIA 0 0.01 Cyp6w1 0.03448 0.16 0.19
0.01074 0.03 0.06697 0.23
Cyp4e2 0.04870 0.23 0.12 Cyp9b2 0.05193 0.24 0.15
0.00792 0.02 0.02083 0.07
Cyp6a2 0.03185 0.15 0.09 Cyp9f2 0.17604 0.83 0.64
0.01419 0.04 0.13225 0.45
Cyp6a8 S/A 0 0 Cypl2dl 0.02456 0.11 0.07
0.00329 0.01 0.01263 0.04
Cyp6al7 0.08701 0.41 0.20 Cyp28a5 0.07442 0.35 0.29
S/A 0 0.06861 0.23
IA/IB: Intensidad experimento A/B  CR: Cantidad relativa X: CRmedia S/A: Sin amplicén

Cantidad relativa
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Grafica 8. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450s en relacion al gen constitutivo actina 42A.

L3 (72 + 4h) de D. melanogaster tratadas con FBB 1 mM.
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Control positivo: CF 7.7 mM. Los Cyp450s que corresponden a lo obtenido por
Willoughby, et al. (2006) son: Cyp4d14, Cypde2, Cyp6a2, Cyp6d5, Cyp6gl, Cypbwl y
Cypl2d1; pero también se obtuvo la expresion de otros seis genes: Cyp6a23, Cyp9b2,
Cyp28a5, Cyp4dl, Cyp4d2, y Cyp9f2. La cantidad relativa de transcritos de Cyp6a2 y
Cyp6gl se encontré por arriba del gen constitutivo, fueron 1.31 y 1.40 de actina42A,
respectivamente. El nivel de expresion de Cyp12d1 fue como el del control (1.04 de actina
42A) (Tabla 11; Gréfica 9).

Tabla 11. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450s de D. melanogaster. L3 (72 +4 h) tratadas con
CF 7.7 mM. Intensidad del amplicon obtenida mediante GelQuant.NET.

GEN IA/IB CR X GEN IA/IB CR X
Actina 42A 8:(1)228421 1 1 Cypéa23 8:81 ?Zg 8:(1); 0.09
P gogeo  oso O | OPES gopg  ghp 03
T S T
o O O an | e 0N 0T o
P42 gogmp oz 0% | OPZ oo o 02
RS2 giiegy g M| OB gy gy 048
Cyp6as oA 0 0 Cyp12dl oiiow  oso 10
Cyp6al? A 0 0 Cyp28as R

IA/IB: Intensidad experimento A/B  CR: Cantidad relativa X: CR media S/A: Sin amplicén

4
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Grafica 9. Cantidad relativa de transcritos de Cyp450s en relacion al gen constitutivo
actina 42A. L3 (72 +4h) de D. melanogaster tratadas con CF 7.7 mM.
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Se interpolaron las cantidades relativas medias del 4-NQO 2 mM en el analisis de los
controles positivos FBB 1 mM y CF 7.7 mM, de lo cual, mediante ANOVA (a = 0.05) y la
prueba de Fisher (LSD = 0.2602), se determiné que la cantidad relativa de los transcritos
de Cyp450s aumenté significativamente en L3 (72 +4h) tratadas con CF 7.7 mM;
seguidas de las expuestas a 4-NQO 2 mM; sin embargo, con FBB 1 mM, las cantidades
relativas permanecieron sin cambios respecto a las basales, tal y como lo reporta
Willoughby et al. (2006) a esta concentracién (Grafica 10; Tabla 12).

4
------ Agua miliQ
3 4-NQO [2mM]
FBB [1mM]
CF [7.7 mM]

&/ \Qx \0'1/

\’,\ PP
@ L L
& F & & o oF FFEEE K Ky

ORI

Grafica 10. Comparacion de las cantidades relativas de los transcritos de Cyp450s.
L3 (72 +4h) tratadas con FBB 1 mM, CF 7.7 mM y 4-NQO 2 mM, contra las tratadas con agua miliQ.

Tabla 12. Matriz de diferencias de medias (7) de los controles positivos contra agua miliQ.

Prueba de Fisher o de la Diferencia Minima Significativa (a= 0.025)

Yacua=0.2931 | Yrge=0.2518 | Y4nqo=0.5137 | Ye=0.5731
Y acua=0.2931 - 0.0413 0.2206 0.2800*
Y= 0.2518 - 0.2619* 0.3213*
Y 4ngo= 0.5137 - 0.0594
Ycr=0.5731 -
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La Tabla 13, se incluye como una sintesis de la dinamica de los 15 Cyp450s estudiados,
considerando como expresion basal lo obtenido con agua miliQ, la expresién relativa de
algunos Cyp450s incrementd significativamente con 4-NQO 2 mM (p < 0.05), acetona 2 %
(p <0.025) y CF 7.7 mM (a = 0.025), sin embargo, no se modific6 de manera significativa
con FBB 1 mM; ademas, algunos genes fueron inducidos y/o silenciados, otros no
cambiaron respecto a la expresion basal. Asi, por ejemplo, analizando la Tabla 13 por
filas: Cyp4d1l fue silenciado en L3 (72 +4h) expuestas a FBB 1 mM; pero con CF 7.7 mM,
aumento significativamente. Poniendo por caso al Cyp6a8, la expresién de éste sélo fue
detectada en larvas tratadas con 4-NQO 2 mM y con acetona 2 %. La expresion relativa
de Cyp6d5 solo fue detectada con CF 7.7 mM. Todavia cabe sefalar que la expresién
relativa de Cyp6g1 incremento significativamente con 4-NQO 2 mM, acetona 2% y CF 7.7
mM.

Tabla 13. Relacion de la expresion relativa de algunos Cyp450s (basada en la cantidad relativa

media de transcritos) en L3 (72 +4h) de D. melanogaster expuestas a cinco Xbs.

Gen Agua 4-NQO Acetona FBB CF
Mili Q 2mM 2% 1mM 7.7mM

Actina 42A 1 1 1 1 1
Cyp4d1 017 e 0.19 = 0.04 l 0 e 0.25 1
Cyp4d2 030 e 0.57 1 0.47 1 0.14 ! 0.64 1
Cyp4di4 022 e 0.57 1 0.44 1 0.01 ! 0.32 1
Cypde2 019 e 0.26 1 0.41 1 0.12 ! 0.64 1
Cyp6a2 013 e 0.68 1 0.45 1 0.09 R P S R
Cyp6a8 0 e 0.03 ) 0.01 o 0 = 0 =
Cyp6al7 0 o 0.37 ) 0.01 o 0.20 . 0 =
Cyp6a23 002 e 0.24 1 0.01 = 0 > 0.09 1
Cyp6d5 0 o 0 = 0 = 0 = 0.34 o
Cyp6g1 078 e 138" 1 284" ¢ 1.13"°% 1 140" ¢
Cyp6w1 025 e 0.68 1 0.85 1 0.19 ! 0.66 1
Cyp9b2 031 e 0.63 1 0 o 0.15 ! 0.32 =
Cyp9f2 069 e 0.85 T 2.4 1 0.64 ! 0.48 !
Cyp12d1 015 e 0.19 1 0.45 1 0.07 ! 1.04 1
Cyp28a5 048 e 0.58 t 15t g 0.29 ! 0.68 1
1 (aumenta) | (disminuye) o (inducido) ¢ (silenciado) = (expresion basal)  UpR (sobreexpresidn)
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DISCUSION
Miembros de la familia Citocromo P450 de D. melanogaster

Mediante el proyecto de secuenciacion del genoma se han identificado los Cyp450s de D.
melanogaster (incluyendo cuatro pseudogenes) (Sztal et al., 2007); en el presente estudio
se extrajeron 61 secuencias de Flybase que conforman las familias implicadas en el
metabolismo de Xbs: Cyp4, Cyp6, Cyp9, Cyp12 y Cyp28 (Feyereisen, 2005; Willoughby et
al., 2006). De acuerdo a Tijet et al. (2001); aproximadamente la mitad de las 90
secuencias de D. melanogaster pertenecen a solo dos familias: Cyp4 y Cyp6; de Flybase
se obtuvieron 22 miembros para la familia Cyp4 y 23 para la Cyp6 (Tabla 1),

representando el 47.8% de las secuencias de Cyp450s registradas.

Generalmente la identidad entre miembros corresponde al 40 %, sin embargo, existen
algunas excepciones a la regla en donde la identidad de aminoacidos de los miembros
agrupados en la misma familia es menor y son agrupados como tal, ya que conservan
residuos de cisteina (Scott, 2001); mediante nuestra reconstruccion filogenética de las 61
secuencias de Cyp450s por el método UPGMA (Figura 7), se pudo observar que las
familias Cyp9, Cyp12 y Cyp28 cumplen con la regla del 40 %, y las familias Cyp4 y Cyp6,

se encontraron ligeramente por abajo (35.7 % y 37.5 %, respectivamente).

Oligonucleétidos disenados para Cyp450s

Considerando las cinco familias implicadas en el metabolismo de Xbs (Feyereisen op. cit.;
Willoughby op. cit.), fueron disefiados los oligonucleé6tidos para 15 genes Cyp450s:
Cyp4di14, Cypde2, Cypb6a2, Cyp6a8, Cyp6al7 Cypb6a23, Cyp6d5, Cyp6gl, Cypbwl,
Cyp9b2, Cypl2dl y Cyp28a5, ya que han sido reportados como regulados,
principalmente, por FBB y CF en estudios realizados en L3 (72 +4h) de D. melanogaster
(Willoughby op. cit; Chung et al., 2009; Sun et al., 2006; Boey, 2011). Y también para
Cyp4dl, Cyp4d2 y Cyp9f2, debido a que han sido sugeridos con posible funcién
desintoxificante en L3 (72 +4h) de D.melanogaster (Yang et al., 2007; Chung op. cit), el
ultimo Cyp450 se encuentra recientemente registrado en NCBI HomoloGene con un 33 %
de identidad con CYP3A4 de Homo sapiens. Asi mismo, se diseid un par de

oligonucledtidos para actina 42A, empleado como gen constitutivo.
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Cambios en la expresion relativa de 15 Cyp450s en L3 (72 +4h) de D. melanogaster

después del tratamiento con cinco Xbs.
a) Determinacion semicuantitativa de los transcritos de Cyp450s.

De los geles obtenidos mediante RT-PCR (A y B), se infiri6 que con 4-NQO 2 mM sdlo
Cyp6g1l fue UpR (Figura 11); con acetona 2% los genes UpR fueron: Cyp6gl, Cyp6wl,
Cyp9f2 y Cyp28a5 (Figura 12). En el caso de agua miliQ, la expresién de los 12 genes fue
DownR (Figura 13); con el tratamiento por FBB 1 mM sélo Cyp6gl fue UpR (Figura 14); y
por ultimo con CF 7.7 mM los genes Cyp6a2, Cyp6gl y Cypl2d1 fueron UpR (Figura 15).

La regulacion de los Cyp450s, ya sea sobreexpresion (UpR), inhibiciéon (DownR) e incluso
expresion basal, afecta significativamente la disposicion de Xbs en los tejidos de los
organismos, alterando asi su efecto farmacoldgico o toxicoldégico. En D. melanogaster, la
UpR de Cyp450s resulta en un aumento de los niveles y actividad de la proteina Cyp450 y

a su vez en la desintoxificacion metabdlica de Xbs (p. e. insecticidas) (Yang, 2011).

b) Analisis densitométrico de los transcritos de Cyp450s (GelQuant.NET).

Para determinar los cambios en el perfil de expresion de los Cyp450s después del
tratamiento con 4-NQO 2 mM, acetona 2%, agua mili Q, FBB 1 mM y CF 7.7 mM, se
compararon las cantidades relativas de transcritos (obtenidas mediante GelQuant.NET)

de 15 Cyp450s con respecto a actina 42A en L3 (72 +4h) de D. melanogaster

4NQO 2 mM. La informacion acerca de los patrones de expresion de Cyp450s con 4-
NQO es escasa, solo CYP1A2 de Homo sapiens ha sido reportado (Kranendonk, et. al,
2016). Debido a ello, en el presente trabajo, la expresion relativa de los Cyp450s
obtenidos con 4-NQO 2 mM se validé con los Cyp450s expresados con FBB 1 mM y CF
7.7 mM (Willoughby et al., 2006).

Controles negativos. De manera basal 81 Cyp450s fueron los expresados en L3
(72 £4h) de D. melanogaster en el trabajo de Chung et al.,, 2009; los 15 Cyp450s
estudiados en el presente estudio se encuentran entre ellos y segun Chung (op. cit.):
Cyp4dl presenta un patron de expresion larval en el intestino medio y cuerpo graso;

Cyp4d2 y Cyp4d14 en intestino medio; Cyp4e2 y Cyp6a2 en intestino medio y tubulos de
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Malpighi; Cyp6a8 en tubulos de Malpighi; Cyp6a23 en intestino medio y tubulos de
Malpighi; Cyp6al7 y Cyp6d5 en intestino medio; Cyp6gl y Cyp6wl en intestino medio,
tubulos de Malpighi y cuerpo graso; Cyp9b2 y Cyp9f2 en intestino medio y tubulos de
Malpighi; Cyp12d1 en intestino medio, cuerpo graso y tubulos de Malpighi; y por ultimo,
Cyp28a5 en intestino medio.

Con nuestro control negativo, agua miliQ, las L3 (72 +4h) de D. melanogaster presentaron
transcritos para 14 de los 15 Cyp450s empleados, y sus cantidades relativas se
encontraron por debajo del gen constitutivo (Grafica 3; Tabla 7), resultados que eran

esperados en este control.

Por otro lado, la acetona es considerada como un buen inductor de Cyp450s (Chan et al.,
2014), en vertebrados se ha identificado la induccion del CYP2E1; y en insectos, acetona
0.4 % induce siete genes de la familia CYP6 en larvas de tercer y cuarto estadio de Aedes
albopictus Chan (op. cit), sin embargo, sugieren la realizacion de mas estudios, ya que su
trabajo constituye el primer reporte de induccion por acetona. En el presente trabajo, con
acetona 2 %, se obtuvieron cantidades relativas de trascritos para 13 de los 15 Cyp450s
estudiados: Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp4dl4, Cypde2, Cyp6a2, Cyp6a8, Cypb6al7, Cyp6a23,
Cyp6gl (UpR), Cyp6bwl, Cyp9f2 (UpR), Cypl2dl y Cyp28a5 (Tabla 6), considerando
nuestros resultados como el segundo reporte de induccién por acetona en insectos (Chan

op. cit).

4NQO 2 mM vs agua miliQ vs. acetona 2 %. Mediante la prueba SMART, se infiere que
el 4-NQO es activado a sus metabolitos genotdxicos por una via dependiente de los
Citocromo P450, ya que generd los tres tipos de manchas en ala de D. melanogaster:
pequenas, grandes y totales (cruzas estandar, ST y de bioactivacion elevada, HB) (Heres-
Pulido et al., 2004; Duenas-Garcia et al., 2017). En el presente trabajo, con el tratamiento
por 4-NQO 2 mM, se obtuvieron cantidades relativas para 14 Cyp450s: Cyp4d1l, Cyp4d2,
Cyp4di14, Cypde2, Cyp6a2, Cyp6a8, Cypb6al7, Cyp6a23, Cyp6gl, Cyp6wl, Cyp9b2,
Cyp9f2, Cyp12dl y Cyp28a5, aunque se descarta al Cyp4d1, ya que presento6 un perfil de
expresion similar al basal (0.17 de actina 42A con agua miliQ/ 0.19 de actina 42A con 4-
NQO 2 mM) (Tabla 13). Entonces, los niveles de expresion de los 13 Cyp450s, en
comparacion con los niveles basales (agua miliQ), aumentaron significativamente (p <

0.05) (Grafica 5; Tabla 9), sin embargo, cabe la posibilidad de que nuestros resultados se
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deban al disolvente utilizado (acetona 2 %), ya que la comparacion entre el 4-NQO 2 mM
y su control disolvente no mostro diferencias estadisticamente significativas (p > 0.025)
(Gréfica 6; Tabla 19), a pesar de lo obtenido para los genes Cyp4dl, Cyp6a2, Cyp6al?,
Cyp6a23 y Cyp9b2 (Tabla 13); y de la comparacion de acetona 2 % contra agua miliQ, el
incremento en las cantidades relativas fue significativo (p < 0.025) en larvas expuestas a
acetona 2 % (Gréfica 7). Dichos resultados obtenidos con acetona 2 % (Grafica 6),
concuerdan con Chan et al., (2014), donde explican que emplear acetona como disolvente
podria dificultar la interpretacién de resultados, ya que la induccién de los Cyp450s por
acetona en larvas estaria enmascarando la induccion por el compuesto de interés, en este
caso del 4-NQO en L3 (72+4h) de D. melanogaster.

Controles positivos. FBB 1 mM y CF 7.7 mM se emplearon para validar los
oligonucledtidos disenados a dichas concentraciones segun lo reportado por Willoughby
et al. (2006) en L3 (721+4h) de D. melanogaster.

Los Cyp450s regulados por tratamiento con FBB 10 mM por 4 h en L3 (72+4h) de D.
melanogaster son 11: Cyp4dl14, Cyp4e2, Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6a23, Cyp6d5, Cyp6gl,
Cyp6wl, Cyp9b2, Cypl2dl y Cyp28a5 (Willoughby op. cit.). En el presente estudio, a
excepcion del Cyp6d5 y Cyp6a8, se obtuvieron transcritos de los mismos Cyp450s con el
control FBB 1 mM, concentracion que también fue utilizada por Willoughby (op. cit.),
ademas en su trabajo reportan una respuesta de induccion bifasica para Cyp6a2 y
Cyp6a8, es decir, durante un periodo de 24 h en que las larvas fueron expuestas a FBB 1
mM, la induccion de estos genes tendié a disminuir, teniendo mayor induccion a las 4 h;
en nuestro trabajo las larvas fueron tratadas por 24 horas, lo que podria explicar la
ausencia del Cyp6a8 con este control positivo (Tabla 9; Figura 14). También obtuvimos
cantidades relativas de transcritos para otros dos Cyp450s (Tabla 9): Cyp4d2, registrado
en FlyAtlas con un alineamiento cercano (6e-12) con el CYP2C8 de Homo sapiens, y
reportado como involucrado en el metabolismo de algunos farmacos (Lazalde, 2012); y
para Cyp9f2, que se encuentra actualmente registrado en Flybase (2017) y relacionado
con el CYP3A4 de Homo sapiens, sin embargo, las cantidades relativas de los 11
Cyp450s obtenidas en nuestro trabajo no fueron significativas en comparacion con las
basales, lo que podria indicar una generalizacion de respuesta de induccién bifasica con

FBB 1 mM (Willoughby op. cit.) para los Cyp450s que estudiamos.
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CF 7.7 mM, regula ocho Cyp450s en L3 (72 +4h) de D. melanogaster: Cyp4d14, Cyp4ez2,
Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6d5, Cyp6gl, Cypbéwl y Cypl2dl (Willoughby et al., 2006). Siete,
excepto el Cyp6a8, fueron los obtenidos en el presente trabajo de los ocho reportados por
Willoughby (op.cit) con el control CF 7.7 mM (Figura 15). Ademas, se obtuvieron
cantidades relativas de transcritos para Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp6a23, Cyp9b2, Cyp9of2 y
Cyp28a5 (Tabla 10).

Zhuo (2014) reporta a Cyp9b2 y Cyp28a5, entre otros Cyp450s, como genes inducidos
por cafeina 8 mM en L3 (72 +4h) de D. melanogaster, incluso en HomoloGen, el Cyp9b2
esta registrado con un 32 % de identidad con CYP3A5 de Homo sapiens. Respecto al
Cyp4d1, esta localizado en intestino medio y tejido graso, considerados como principales
sitios de MX (Yang et al., 2007; Chung et al., 2009); Cyp4d2, junto con Cyp28a5, estan
relacionados respectivamente, con el CYP2C8 y CYP2C9 de Homo sapiens, que ademas
de metabolizar farmacos, estan implicados en el metabolismo primario de CF a
concentracién terapéutica (100 uM) (Kot y Wladyslawa, 2008); el Cyp9f2, esta registrado
en HomoloGen con un 33 % respecto al CYP3A4 de Homo sapiens; y por ultimo el
Cyp6a23, junto con el Cyp4d2, son sobreexpresados en la cepa Canton S de D.
melanogaster al ser expuesta a concentraciones mayores de CF (16 mM) (Coelho et al.,
2015).

La expresiéon adicional de los seis Cyp450s que obtuvimos con CF 7.7 mM (Tabla 10) y
que difieren con lo reportado por Willoughby et al. (2006), también podria deberse a la
diferencia en el tiempo de exposicion, en su trabajo las L3 (72 +4h) fueron tratadas por 4
h con CF 7.7 mM, obteniendo ocho Cyp450s, y en nuestro trabajo el tratamiento fue por
24 h, obteniendo 13 Cyp450s.

Entonces, de lo obtenido con los controles positivos: FBB 1 mM y CF 7.7 mM, conviene
subrayar que se obtuvieron cantidades relativas para nueve de los once Cyp450s que son
regulados con FBB 10 mM (Willoughby et al., 2006), y que resultaron sin diferencias
significativas (Tabla 12), corroborando lo obtenido por Willoughby (op. cit) a la
concentracién de 1 mM. Asi mismo, se obtuvieron siete de los ocho Cyp450s regulados
con CF 7.7 mM (Willoughby op. cit), con diferencias significativas (Tabla 12); por lo que

fue posible validar el disefio de los oligonucledtidos empleados.
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1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIONES

Con 4-NQO 2 mM las L3 (72 +4h) de D. melanogaster mostraron un aumento
significativo de las cantidades relativas de transcritos para: Cyp4d2, Cyp4d14,
Cyp4e2, Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6al7, Cyp6a23, Cyp6gl (UpR), Cypéwl, Cyp9b2,
Cyp9f2, Cypl2dl y Cyp28a5. No modificé al Cyp4dl, e indujo al Cyp6a8 y

Cyp6al?, en contraste con los perfiles basales.

La validacion de los oligonucleétidos disefiados se logré mediante la expresién
relativa de nueve de los once Cyp450s que son regulados por FBB 10 mM y por

siete de los ocho que son regulados por CF 7.7 mM.

Acetona resulté ser un buen inductor de Cyp450s en L3 (72 +4h) de D.
melanogaster que, a pesar de ser un buen disolvente para 4-NQO, podria dificultar

la interpretacion de los resultados del compuesto principal.

Con acetona 2% el incremento también fue significativo, se obtuvieron cantidades
relativas de transcritos para: Cyp4dl, Cyp4d2, Cyp4dl4, Cypde2, Cypb6a2,
Cyp6a8, Cyp6al7, Cyp6gl (UpR), Cyp6wl, Cyp9f2 (UpR), Cypl2dl y Cyp28a5
(UpR). No modifico a Cyp6a23, indujo a Cyp6a8 y Cyp6al7, y el Cyp9b2 fue
silenciado, respecto a los perfiles basales. Considerando lo anterior como el

segundo reporte de respuesta a acetona en insectos.

En el caso de Cyp4d1l, este disminuyd con acetona 2 %, fue silenciado por FBB 1
mM, y aumentd significativamente con CF 7.7 mM; Cyp4d2 aumento
significativamente con 4-NQO 2 mM, con acetona 2 % y también con CF 7.7 mM;
Cyp9f2 tuvo un incremento significativo con 4-NQO 2 mM y acetona 2 % (UpR);
por ultimo, Cyp6al7 aumenté significativamente con 4-NQO 2 mM. Lo cual

confirma la importancia de estos Cyp450s en respuesta a Xbs.
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ANEXOS

FASE Il DEL MX

ANEXO |

Esta fase se llleva a cabo en el citosol, donde el Xbs o los metabolitos generados durante

la fase | se conjugan con sustancias enddégenas como: glucoronato, glutation, sulfato

acetato y aminoacidos, mediante la union con los grupos reactivos de estos (hidroxilo,

amino, carboxilo, epdxido, halogenuro, etc). Las reacciones de conjugacion son llevadas a

cabo principalmente por transferasas y conjugasas, siendo mas comun la glutation-S-

transferasa (GST), cuyos conjugados son eliminados por la bilis, y en menor media por la

orina (Fréderic et al., 2005).

1) El xenobidtico reacciona con un intermedio endégeno activado o de alta energia:

XB + intermedio enddégeno activado - Producto conjugado

Glucordnicos, glucdsidos, sulfatos, derivados metilados y

2) El xenobiodtico es activado y entonces reacciona con un aceptor enddgeno:
XB activado + aminoacido - Producto conjugado

Conjugados de péptidos

3) El xenobidtico o su derivado son reactivos y reaccionan con el agente endégeno:

XB o M-XB reactivo + agente endégeno - Producto conjugado

Conjugados con glutation

Figura 16. Tipos de reacciones de conjugacion (Fase Il), segun el mecanismo.

FASE | FASE Il
- : METABOLITO METABOLITO
TéXlCO ’ Primario Secundario

OXIDACION | S

Reduccién | 'CONJUGACION |

Hidrélisis ‘

ELIMINACION

a) Inactivacion nactivos
b) Activacion Facil excrecién

Figura 17. Esquema general del metabolismo xenobidtico.
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ANEXO Il
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MATRIZ DE DISTANCIA GENICA
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ANEXO 1lI
PRODUCTOS DE LA SECUENCIACION DE LOS Cyp450s DISENADOS

Los productos (amplicones) fueron obtenidos mediante la amplificacion de DNAg de D.
melanogaster y los 16 oligonucledétidos disefiados (Cyp450s y actina 42A). Las Figuras 19
y 20 se anexan como ejemplo de los amplicones generados mediante el oligonucledtido
directo (Fw) y reverso (Rv) del Cyp4dl de D. melanogaster, respectivamente. En cada
figura se observa la proporciéon de las cuatro bases indicada en cada posicion de la

secuencia.
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Figura 19. Secuencia completa del Cyp4d1 de D. melanogaster. Amplicén generado por el
oligonucledtido directo (Cyp4dl Fw).
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Figura 20. Secuencia parcial del Cyp4d1 de D. melanogaster. Amplicon generado por el
oligonucleétido reverso (Cyp4dl Rv).
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ANEXO IV
SECUENCIAS CONSENSO

Se obtuvieron mediante el alineamiento multiple (Clustal W) de ambas secuencias de
amplicones que generd cada par de oligonucleétidos disefiados (secuenciacion, ANEXO

[lI). En sombreado se indican las secuencias de los oligonucledtidos disefiados.

Actina 42A
Actina 42A Directo

GTCCCTGGAGAAGTCGTACGAGTTGCCCGATGGACAGGTCATCACCATCG
GAAATGAGCGATTCCGTTGCCCCGAATCGCTGTTCCAGCCGTCGTTCCTC
GGCATGGAGGCCTGGCATTCACGAGACCACCTACAACTCAATCATGAAGT
GTGACGTCGACATCCGTAAGGATCTGTACGCCAACACTGTGC

Actina 42A Reverso complementario

Cyp4d1 Directo Cyp4d1l

CGGTGAAGACCATATCAATGGTGCTGCACAAGCGGATGTTCAACATTCTG
TACCGCTTCGACCTTACCTACATGCTGACCCCACTGGCGAGGGCGGAGAA
GAAGGCCCTGAACGTGCTCCAGCAGTTCACAGAGAAGAGCATTGTCAGCG
CAGGGAGGAGATCATCCGCGAAGGAAGCAGCCAGGAGAGCAGCAATGATG
ACGCGGACGTGGGCGCCAAGCGAAAGATGGCCTTCCTGGACATCCTTCTG

Cyp4d1 Reverso complementario

Cyp4d2
Cyp4d2 Directo yp

AAAATCCCAATCTGCCCTATGTCCAGGCTGTCAATGAGTGAGTGTAATGA
TAGGTCGAATCCCCACAGTTCTGATGAATTCTTCCTTGTGACAGTGTCAC
CAACATCTTGATTAAACGTTTTATCCACGCTTGGCAGCGGGTGGACTGGA
TTTTCCGGCTAACGCAGCCAACAGAAGCTAAACGCCAGGACAAAGCTATC
AAGGTAATGCACGACTTTACCGAGAACATT

Cyp4d2 Reverso complementario

Cyp4d14
Cyp4d14 Directo

ATGTGCTGCTGAAGTCCACCATCGATGGGGCTCCGTTGAGCAACGACGAC
ATCCGCGAGGAGGTAGACACCTTCATGTTCGAGGGTCATGACACTACGAC
CAGTAGCATTGCTTTTACCTGTTATTTGCTGGCTCGACATCCTGAGGTTC
AGGCTCGCGTCTTCCAGGAGGTCAGAGATGTTATCGGTGATGACAAGTCG
GCTCCAGTTACTATGAAGCTACTCGGCGAGCTCAAGTACTTAGAGTGCGT
GATAAAGGAGTCTCTG

Cyp4d14 Reverso complementario
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Cyp4e2 Directo Cyp4e2

ATTCATACTCAGCAGTCAGACGCTGATCACAAAGTCCGACATTTATCAAC
TAACACACCCTTGGCTGGGATTAGGTCTCCTCACCAGTACTGGCAGCAAA
TGGCATAAACACCGCAAGATGATCACCCCAGCATTCCACTTCAACATCCT
GCAGGACTTCCACGAGGTGATGAACGAGA

Cyp4e2 Reverso complementario

Cyp6a2
Cyp6a2 Directo yp

ACGGAAAGAAGTGGAAGGACATGCGCCAGAGGCTGACGCCGACTTTCACC
TCGGGCAAGATGAAGTTCATGTTCCCGACGGTGATCAAGGTGTCTGAGGAGTTCG
TCAAGGTGATCACGGAGCAGGTGCCCGCCGCCCAGAACGGCGCTGTGCTCGAGATC
AAGGAGCTGATGGCCAGGTTCACCACCGATGTG

Cyp6a2 Reverso complementario

Cyp6a8 Directo Cyp6as8
ATACTGATTAAGGACTTCTCGAATTTCTCGAACAAGGGTATATTCTACAA
TGAAAAAGATGATCCCATTTCTGCCCATCTCTTCAATCTGGACGGTGCCC
AGTGGCGTTTGTTAAGGAACAAATTATCATCGACCTTTACATCCGGTAAA
ATGAAGTTAATGTATCCGACCGTAG

Cyp6a8 Reverso complementario

. Cyp6al7
Cyp6a17 Directo

GAGTCTTCTACAACGAGATCGATGATCCGCTGTCGGCCACCTTGTTCAGC
ATCGAGGGTCAGAAGTGGCGTCATCTGCGGCACAAACTGACACCCACTTT
TACGTCCGGCAAAATGAAGAACATGTTTCCGATTGTTGTGAAAGTTGGAG
AAGAAATGGATAAGGTCTTCAGAAGTAAAACCGCTGCGGATCGGGGTCAA
GTTTTGGAGGTTGTGGATCTGGTGGCAC

Cyp6a17 Reverso complementario

Cyp6a23 Directo Cyp6a23
TTGATCGCACTTCTAGTGTCACTGCTTTTGTTCATGGCCCGCCGACGTCA
TGGATACTGGCAGAGGCGGGGTATTCCGCACGATGTGCCCCATCCAATAT
ACGGAAACATGAAGGACTGGCCCAAGAAGCGACACATTGCGATGATCTTC
CGGGACTACTATACAAAGTACAAACGTTCCGTTTATCCGTTTGCCGGGTT
CTACTTCTTTTTCACCCGGTCTGCTGTCATCACCGACTTG

Cyp6a23 Reverso complementario
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Cyp6d5 Directo Cyp6ds
TTGGACTGGATGTTGATAGCTTTGCCGATCCCAACAACGAATTCCAGGTT
ATTAGCAAAAAAGTGAATCGTAACAACATTGAAGATATTATTCGTGGAAC
ATCTAGTTTCCTGTATCCCGGGTAAGTTGAAGGTGGACTTTATAGACTTT
ATAATTAAACATAAAACCTATATCTTTCAACCATTTGCAGGCTGGAGAAA
TTCTTTGTGAAAATCGGCTGGAAACAGGAGGCCACCGAAAGAATGCGCGA
GTTGTCCAATCCGAAACCGTCGATCTCAGGGAACAGAACAATATA
Cyp6d5 Reverso complementario

Cyp6gl
Cyp6g1 Directo ypog

GAGCCTGAAGCCGTTCTACGACTACACTCTCGAGAACGGAACCCCTGTGT
TCATACCCATCTATGCACTGCATCATGATCCAAAGGTATTCCATCACATT
GAGAAGTTCATAAGCCCCCTCCTCTAACTATCTGGTTATTCCTAGTACTG
GACCAATCCCAGCCAATTCGATCCGGAGCGTTTCTCACCCGCGAACCGCA
AGAACATAGTGGCCATGGCATATCAACCCTTCGGAT

Cyp6g1 Reverso complementario

Cyp6bwl
Cyp6w1 Directo yp

CTTGGACTACTTATGTGCCCAGGCAGCTGTTTTTCAGACCGCCGGATTTG
AAACTAGTGCGTCCACAATGACGATGACGCTTTACGAGCTGGCCAAGAAC
GAGGCTCTACAGGACCGTCTGCGGCAAGAGATCGTTGACTTCTTCGGGGA
CGAGGACCATATAAGCTATGAGCGTATTCAGGAGATGCCCTACCTATCTC
AGGTTGTCAACGAGACACTCCGCAA

Cyp6g1 Reverso complementario

Cyp9b2 Directo Cyp9b2
TCGTCCTTCCAGAGACAACTCACCGAGTTCTACGAACGCACTCGTCAACA
GTGAGTAGTTATGCGCCTGACTTCCAGTTGTTCAAACGCTAACAGACTGC
TTATCTGAATGCAGCAAACTGGTGGGCTTCTTCAATATGCGCACACCTAT
GATCACGCTAAACGACCCGGAGCTGATCAAAAAGGTCTGCGTAAAGGACT
TTGACCACTTCCCCAACCACCAGCCCTTCATCACCTCCAACGATCGCCTG
TTCAACGACATGCTCAGCGTGATGAGGGACC

Cyp6g1 Reverso complementario

56



Cypdf2 Directo Cypor2
CTCTGAGTCCGGCATTTACAGGCAGCAAAATGCTTGGCACTGTTCAGCTG
ATGACCAGGTGGCCAAGGAGGCCGTGGACTGTCTTAAGCAGGATGATTCA
AGGGTTCAGGAGAATGAACTGGACATGAAGGACTACTGCACACGATTCAC
CAATGATGTGATCGCC

Cyp9f2 Reverso complementario

Cyp12d1 Directo Cypl2dl

TTGACCCTCTTCCAGACCTCGAGGGATATTTTCCGTCTTCCATTTAGCTA
GACATTCAGCCCTCCTGTGGAAGATCATATCGACGCCCACCTACAGGAAA
ATGAAGCGAACTCTCAATGACAGT

Cyp12d1 Reverso complementario

Cyp28a5 Directo Cyp28a5
TGGGTCGTAATAAGGAGGACACAGAATCTTCTGCGAGAGGAGATTCGTTC
CCATCTGCAGGATGGCACCATTGCCTTTGAAAAGCTTAGCGATTTGCCCT
ACCTGGACGCTTGTGTGCAGGGTAAATTAAATAATTTTTCAAGCTGCAAT
TATTGTTTTTAACCGTATTTACCCATTTATTTTATAGAAACCATCCGACT
CTTCCCGCCCGGATTTATGTCGAATAAACTGTGCACCGAATCCATCGAGA
TTCCCAACAGGGAAGGTCCCAACTTCGTCGTGGAGAAGGGCACCACTGTG
GTTGTACCTCACTACTGCTTCA

Cyp28a5 Reverso complementario
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