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RESUMEN

La quercetina es el flavonoide mas consumido en el mundo debido a su abundancia en
frutas, verduras y otros alimentos; es reconocido por su gran capacidad antioxidante, sin
embargo, también existen reportes de que en ciertas condiciones puede volverse
prooxidante pudiendo causar dafios genéticos. Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la genotoxicidad de la quercetina mediante la prueba SMART en ala de D.
melanogaster que permite detectar agentes genotoxicos de forma rapida y economica.
Para ello, se realizaron dos cruzas, estandar (CE) y de bioactivacion elevada (CBE) que
difieren en la expresion de los CYP450; las larvas de ambas cruzas fueron alimentadas
con 5 concentraciones de quercetina (0.023, 0.047, 0.095, 0.19 y 0.38 mM), agua MiliQ,
acetona-etanol (2%), vitamina C (5.6 mM) o0 4NQO (2 mM). A los adultos procedentes de
las larvas tratadas se les diseccionaron las alas y colocaron en preparaciones
permanentes, para su observacién en microscopio a 400x, donde se obtuvieron las
frecuencias de cada tipo de mancha por tratamiento, y se compararon mediante el
programa informatico SMART PC-version 2.1 basado en la prueba de Kastenbaum-
Bowman (p<0.05), la prueba de U de Mann-Whitney (p<0.05) y la prueba de Kolmogorov-
Smirnov (p<0.05). Los resultados obtenidos mostraron que en la CE la quercetina no fue
genotdxica a ninguna concentracién, debido a su capacidad antioxidante. En cambio, en
la CBE se encontré dafio genotdxico, que pudo deberse a que la quercetina es capaz de
auto-oxidarse en anion superéxido y de interferir con la actividad de los CYP450.
Finalmente, en ambas cruzas se encontr6 efecto citotoxico probablemente provocado por
la activacion enzimatica de quercetina que produce o-semiquinona y o-quinona, las
cuales facilitan la formacién de superéxidos y H,0,. En conclusion, la quercetina sélo
caus6 genotoxicidad en la CBE reconociendo asi la participacion de los CYP450 en dicho

efecto; mientras que, en ambas cruzas provocé citotoxicidad.

Palabras clave: quercetina, citotoxicidad, Drosophila melanogaster, citocromo P450,
genotoxicidad.
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2. INTRODUCCION

2.1 Toxicologia

Etimologicamente, la palabra Toxicologia significa “ciencia que estudia los venenos”, ya
que proviene del latin toxicum “veneno” y del griego logia “estudio o tratado” (Pérez-Barly
et al.,2014); mas apropiadamente, la toxicologia es la ciencia que estudia todas aquellas
sustancias quimicas y agentes fisicos capaces de producir alteraciones patoldgicas en
los organismos, ademas, se encarga de evaluar los mecanismos de accion de tales
variaciones, los medios para contrarrestarlos, los procedimientos para identificar los
agentes toxicos y valorar su grado de toxicidad (Giannuzzi, 2018).

2.2 Toxicologia genética

Dentro de la Toxicologia como ciencia, se encuentra la Toxicologia genética, que es la
disciplina que se encarga del estudio e identificacion de todos aquellos agentes toxicos
gue son capaces de interactuar con el material genético de los organismos (genotoxicos),
provocandoles diversos dafios hereditarios desde minimos hasta letales, tanto en células
somaticas como germinales; es decir, analiza la relacion que existe entre la exposicion a
agentes xenobidticos y las posibles alteraciones genéticas que dicha exposicion puede
provocar (Smart y Hodgson, 2008).

2.3 Xenobhiéticos

Los xenobidticos, son aquellos agentes quimicos externos capaces de dafiar a un
organismo, y se llaman asi, debido a que no forman parte de su metabolismo natural, sin
embargo, si son capaces de incorporarse a las rutas metabdlicas en diferentes etapas
para ser procesados gracias a que poseen propiedades lipofilicas que les permiten
atravesar las membranas celulares con facilidad (Josephy, 2006).

Dentro de un organismo, el agente xenobidtico pasa por un proceso que se conoce Como
ciclo intraérganico (ADME) o metabolismo xenobiético, el cual tiene cuatro etapas:

1. Absorcién
2. Distribucion
3. Metabolismo
4. Excrecion

Cada una de las etapas del metabolismo xenobidtico posee diferentes rutas o variantes
(Anexo 1), sin embargo, la finalidad es la misma: transformar el xenobiotico para que el
organismo sea capaz de eliminarlo sin que provoque dafio alguno (Roldan-Reyes, 2016).
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En este sentido, es importante destacar la participacion de los citocromos P450 (CYP450)
(del griego citos: “célula” y croma: “color”) dentro de la etapa tres metabolismo
xenobiotico; que son una superfamilia de hemoproteinas monooxidasas del sistema
oxidasa (Rodriguez-Gonzalez y Rodeira-Guerra, 2014); descubiertos en las décadas de
los 50’s cuando el investigador aleman Martin Klingenberg, observo durante sus estudios
con el citocromo b5, la presencia de un pigmento unido al monoxido de carbono con una
banda de absorbancia maxima a 450nm de longitud de onda; por este motivo, se la
denomind citocromo P450 (P por pigmento y 450 por su pico de absorbancia en el UV)
(Gallego-Fernandez, 2011). Su funcién principal es transformar los xenobidticos en
moléculas més polares e hidrosolubles y, por tanto, mas faciles de excretar (Guengerich,
2012). Estan presentes en una gran variedad de tejidos como, rifién, intestino, piel,
pulmon, testiculos, placenta y principalmente en el higado (Ding y Kaminsky, 2003).
Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza: desde bacterias, protistas, plantas,
insectos, aves y hasta mamiferos (Nelson, 2011). En la actualidad se conocen mas de
18 000 secuencias de CYP450 agrupadas en diferentes familias, aunque estos datos
estan en constante evolucion (Guengerich, 2013).

Si bien, los CYP450 se encuentran en practicamente en todos los seres vivos; existen
algunos tipos exclusivos para una sola especie como es el caso de CYP2A6 que
metaboliza farmacos antiepilépticos y CYP3A4 que metaboliza fenobarbital,
carbamazepin, dexametaxona y glucocorditoides; los cuales se localizan solamente en
los seres humanos (Nelson, 2009). Aunque, también existen casos en que diferentes
especies comparten citocromos analogos, como es el caso de la familia Cyp6 en
Drosophila melanogaster y la familita CYP3 en vertebrados (Danielson et al., 1998).

Existen una gran variedad de xenobidticos, como farmacos, cosméticos, aditivos
alimenticios, pesticidas, contaminantes, etc., que son de origen industrial; sin embargo,
también existen los denominados xenobidticos de origen natural que se encuentran en
muchas plantas, frutos, hongos, etc., tales como las micotoxinas, alcaloides, saponinas,
glucosidos, flavonoides, etc. (Josephy, 2006; Valle-Vega y Lucas-Florentino, 2000).

2.4 Flavonoides

Los flavonoides, son un grupo de compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en
las plantas vasculares (Dixon y Pasinetti, 2010; Estrada-Reyes et al., 2012;), ya que, se
encuentran presentes en una gran variedad de frutas y vegetales tales como: uvas,
manzanas, cerezas, fresas, moras, zarzamoras cebollas, coles, etc. (Escamilla-Jiménez
et al., 2009; Estrada-Reyes et al., 2012), asi como en alimentos preparados como: el
chocolate, el té negro, el café, la cerveza y el vino rojo (Estrada-Reyes et al., 2012).

En las plantas, estos compuestos quimicos poseen diversas funciones como atraer
polinizadores y simbiontes, proteger las hojas contra radiacion UV, protegerlas contra
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bacterias, proteger contra el ataque de herviboros, e incluso participan en el crecimiento
de la planta y transporte de hormonas (Dixon y Pasinetti, 2010; Estrada-Reyes et al.,
2012). Asi mismo, poseen algunas propiedades benéficas a la salud humana, tales como
antiinflamatorias, antitrombdticas, antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales,
antiasmaticas y antioxidantes (Prior y Cao, 1999; Pietta, 2000; Russo et al., 2000).

Estructuralmente, los flavonoides poseen un esqueleto hidrocarbonado de tipo C6-C3-C6
(difenil-propano) derivado del acido shiquimico y de tres restos de acetato (Pérez-Trueba,
2003); este esqueleto estd compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través
de un anillo de pirano (C); los &tomos de carbono en los anillos Ay C se numeran del 2
al 8 y los del anillo B del 2’ al 6’ (Figura 1.)(Martinez-Flérez et al., 2002).

2 P
B
1 5
O
8 6
7 2
A C
6 3
5 4

Figura 1. Estructura general de los flavonoides
Tomado de: Rivas-Gonzalo y Garcia- Alonso (2002)

Esta estructura quimica es de suma importancia, ya que los grupos hidroxifendlicos que
posee, le confieren propiedades redox y quelantes de hierro, que convierten a los
flavonoides en buenos antioxidantes (Havsteen, 1983). También, son captadores de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como: oxigeno diatomico (0,), radical hidroxilo
(-OH) y peroxido de hidrogeno (H,0,) en concentraciones micromolares (Ozgova et al.,
2003); ademas, son capaces de inhibir algunas enzimas generadoras de dichas especies
reactivas, como: xantina oxidasa, ciclooxigenasa, lipooxigenasa y NADPH oxidasa, o por
el contrario, estimular otras enzimas con capacidad antioxidante: catalasa y superoxido
dismutasa (Mierziak et al., 2014).

Sin embargo, es importante mencionar que los flavonoides también pueden actuar como
prooxidantes (Boots et al., 2007); esto sucede cuando el consumo de flavonoides es alto,
ya que puede saturar el sistema, provocando una sobreproduccion de ROS, lo cual a su
vez provoca dafio al ADN y a sus procesos de replicacion (Pérez-Trueba, 2003; Spencer,
2009; Williams et al., 2004).

Tomando en cuenta su estructura quimica, los flavonoides se clasifican en base a la
insaturacion y sustituyentes del anillo C; por ejemplo, las flavonas, flavonoles,
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dihidroflavonas y calconas poseen un radical cetdnico, mientras que aquellos que no
poseen dicho radical en el anillo C son los flavanoles y las antocianidinas (Figura 2.)
(Rivas-Gonzalo y Garcia-Alonso, 2002).
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HO. HO
0 R 0 R
- . “OH
oH o OH OH
Flavonoles Antocianidinas
R R
OH _OH
HO HO |
. -0 R A0~ R
- OH
oH O OH
Dihidroflavonas Flavanoles

gura 2. Estructura de los diferentes tipos de flavonoides
Tomado de: Rivas-Gonzalo y Garcia- Alonso (2002).

Se estima que existen mas de 9,000 tipos diferentes de flavonoides (Mierziak et al., 2014),
siendo la quercetina el mas abundante representando el 60-75% del total de flavonoides
consumidos por humanos (Escamilla-Jiménez et al., 2009; Ross y Kasuman, 2002;
Vicente-Vicente et al., 2013).
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2.5 Quercetina

La quercetina (3, 3’, 4’, 5, 7-pentahidroxiflavona) (Figura 3.), pertenece al subgrupo de
los flavonoles, ya que posee un esqueleto de tipo 3-hidroxiflavona, el cual es
caracteristico de ese subgrupo; es de color verde-amarillento brillante y es totalmente
insoluble en agua, pero muy soluble en alcohol y lipidos (Kelly, 2011). Como se menciono
antes, es el flavonoide mas consumido en la dieta humana; se estima que el promedio
de ingesta por dia de quercetina es de 5-40 mg, pudiendo llegar hasta 500 mg cuando se
tiene una dieta rica en frutas, vegetales, vino rojo y té (Hertog et al., 1995; Vargas et al.,
2011). En las plantas, la quercetina se encuentra de manera predominante en forma
glucosada, es decir, estd unida a azucares como glucosa, ramnosa o rutinosa (Hollman
etal., 1999; Moon et al., 2000; Ross y Kasum, 2002; Shirai et al., 2002; Jovanovic y Simic,
2000).

Las frutas y verduras con mayor concentracion de quercetina son: cebollas (280-490
mg/kg), grosellas negras (37 mg/kg), uvas rojas (15-37 mg/kg) y cerezas (10-15 mg/kg)
(Garcia-Saura et al., 2005) (Figura 4); aunque también podemos encontrarla en menor
cantidad en manzanas, moras, coles, coles de Bruselas, coliflores, brocolis, alcaparras,
chalotes, tomates y nueces (Kelly, 2011).

OH O

Figura 3. Estructura molecular de la quercetina
Tomado de: Van der Woude et al. (2005)

if
JE %
cebolla grosella negra uva roja cereza

Figura 4. Frutas y verduras con mayor concentracion de quercetina
Tomado de: http://imagenes.4ever.e
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El consumo de quercetina, se ha relacionado con diversos efectos benéficos para la
salud, como la proteccibn contra enfermedades vasculares y cardiovasculares,
enfermedades pulmonares crénicas, asma, alergias, cistitis intersticial, cataratas, efecto
antinflamatorio, vasodilatador y antiviral, protege contra el dafio causado por el colesterol,
mejora de la memoria y contribuye a la prevencion de cancer (Nijveldt et al.,, 2001;
Vicente-Vicente et al., 2013). Ademas, se ha comprobado su efecto protector contra
especies reactivas de oxigeno (aniones superoxidos (- 0;)), radicales hidréxidos (-OH) e
hidroperoxidos (ROOH)) que pueden producir estrés oxidativo, mediante la neutralizacion
de radicales libres (Kelly, 2011; Nijveldt et al., 2001; Sankara, 1972).

Sin embargo, también existen reportes sobre los efectos adversos por el consumo de
este antioxidante en altas concentraciones, ya que la quercetina puede auto-oxidarse y
transformarse en una especie prooxidante por su capacidad de producir Fe?* y promover
la reaccion de Fenton. Teniendo consecuencias graves como: toxicidad (Dunnick y
Hailey, 1992; Sullivan et al.,, 1951; Vicente-Vicente et al., 2013), genotoxicidad
(aberraciones cromosomicas, formacion de micronucleos, roturas de ADN) (Hardwood et
al., 2007), carcinogénesis (Pamukcu et al., 1980) y deficiencia en la motilidad y viabilidad
del esperma (Rastogi y Levin, 1987).

2.6 Estudios de genotoxicidad

Para poner a prueba los posibles dafios al ADN provocados por algin compuesto como
la quercetina, que cuenta con la particularidad de poseer dos propiedades opuestas:
antioxidante y prooxidante; se hace uso de diferentes estudios genotdxicos in vivo que
utilizan diversos modelos biolégicos tanto procariontes, como la prueba de Ames, que
emplean cepas genéticamente modificadas de Salmonella typhimurium incapaces de
sintetizar histidina, para detectar mutaciones genéticas por dislocamiento del cuadro de
lectura o por sustitucion de pares de bases (Ames et al., 1975); u organismos eucariontes
como el ensayo de micronucleos en mamiferos, que permite la observacion de
micronucleos, los cuales pueden ser cromosomas completos o fragmentos de ellos
independientes del nlcleo, producidas por la fragmentacion del ADN como resultado de
un dafio mutagénico (Hayashi et al., 1994; Scarpato et al., 1990), asi como la Prueba de
Mutacién y Recombinacion Somatica (SMART, por sus siglas en inglés).

2.7 SMART

SMART es una prueba in vivo que permite detectar agentes genotoxicos de forma rapida
y economica; utiliza como modelo biolégico a Drosophila melanogaster (D.
melanogaster), (Graf et al., 1984), el cual es un insecto diptero, que posee un niumero de
cromosomas reducido (cuatro pares) y un ciclo de vida corto de 10-12 dias a 25° C (Anexo
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2) (Amorés, 2001). Comparte con los humanos aproximadamente el 61% de los genes
de enfermedades conocidas (Cullinton, 2000) ademas, posee enzimas dependientes de
CYP450 equivalentes a las de los humanos tales como hidroxilasas, dimetilasas y
transferasas como el glutation-transferasa (Hodgson y Randy, 199sal), lo que lo hace un
excelente modelo biolégico para llevar a cabo bioensayos de genotoxicidad.

SMART en ala de D. melanogaster se fundamenta en la pérdida de heterocigosis de los
genes marcadores multiple wing hairs (mwh) y flare (fIr3); esta pérdida de heterocigosis
(LOH por sus siglas en inglés), es un mecanismo genético por el cual una célula
heterocigota (de tipo somatica), pasa a un estado homocigoto debido a la pérdida del otro
alelo del cromosoma homologo (Happle, 1999); el LOH, puede suceder como resultado
de una mutacion génica, reordenamiento cromosomico, rotura cromosomica o pérdida
cromosomica (Rodrigues de Andrade et al., 2004).

El gen marcador mwh, es una mutacion recesiva homocigota localizada en el brazo
izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3) y se expresa en las alas como cerdas multiples por
célula en lugar de la cerda Unica de la condicion silvestre (Figura 5.), la cepa que posee
este marcador se llama “multiple wing hairs” (mwh/mwh). EI marcador flr3, en cambio, es
una mutacion recesiva localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-3.38) y en
homocigosis se expresa hasta con tres fenotipos diferentes de cerdas malformadas
(Figura 5.), la cepa que posee este marcador se llama “flare” (flr3/TM3, BdS) (Graf et al.,
1984). En condicién homocigota, el marcador flr3 es letal, por lo que la cepa flare posee
el balanceador TM3 que le permite mantener el marcador en heterocigosis; este se
reconoce indirectamente por la presencia del gen dominante Bd*¢" (Beaded-Serratia)
expresandose fenotipicamente con muescas en el borde de las alas del organismo adulto
(Figura 6.) (Graf et al., 1984; Graf y Van Schaik, 1992).

Figura 5. Expresion fenotipica de los marcadores mwh (en verde) y flr® (en azul)
Imagen: Aimeé Valderrabano
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Figura 6. Esquema de ala de D. melanogaster que expresa fenotipicamente el gen Bds¢"
Imagen: Aimeé Valderrdbano

La prueba consiste en exponer (en tratamiento cronico) larvas de D. melanogaster a un
determinado compuesto; ya que estas larvas poseen poblaciones celulares
denominadas: discos imagales (también llamados imaginales), los cuales dan origen a
estructuras del organismo adulto (alas, ojos, antenas, piezas bucales, etc.) (Figura 7.)
(Demerec, 1965; Rodrigues de Andrade et al., 2004), y si durante la division celular, algun
compuesto logra dafiar el ADN de las células imagales, dicho dafio seria visible en las
alas de los organismos a través de los marcadores mwh vy flr® (Rodrigues de Andrade et
al., 2004). Por lo que es posible, con esta prueba detectar cuatro tipos de mutaciones:
mutacion puntual, delecién, aneuploidia y recombinacion en células somaticas (Guzman-
Rincén y Graf, 1995).

Discos
imaginales

Piezas Antenay Pata Halterio Ala Genitalia

bucales  ©0jo

Figura 7. Discos imagales y las estructuras a las que da origen.
Tomado de: https://angiesanchez3.wixsite.com/drosophila/genes-homeobox
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Es posible, cuantificar el tamafio de una mancha (clones de células que muestran
fenotipicamente el marcador mwh o flr® 0 ambos) (Figura 8.) para conocer el momento y
el tipo de evento genotdxico que ocurrio:

1. Si no se observa ninguna mancha, es porque no hay pérdida de heterocigosis y
ningun evento genotdxico ocurrié (Figura 9).

2. Si se observan manchas pequefias (de una a dos células), es porque ocurrié un
evento de no disyuncion tardio en la division mitética de las células imagales de
las larvas (Figura 10).

3. Las manchas grandes (tres 0 mas células) por otro lado, son producidas por un
dafio temprano en la division de las células, aunque es imposible saber que evento
las generg, ya que puede darse como resultado de una mutacion puntual (Figura
11), una delecion o (Figura 12) recombinacion distal al centromero (Figura 13).

4. Finalmente, las manchas gemelas (aquellas en las que se observan juntos ambos
marcadores) son producidas por un evento de recombinacion cercana al
centromero (Figura 14.) (Graf et al., 1984; Heres-Pulido et al., 2010).
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Figura 8. Tipos de manchas: flr3 (circulo superior izquierdo), mwh (superior derecha) y gemela
(circulo inferior).
Imagen: Aimeé Valderrdbano
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Figura 9. Esquema de mitosis celular en la prueba SMART donde no ocurre ningun evento
genotoxico.
Tomado de: Graf et al. (1984)

Nondisjunction Jdd/d

Figura 10. Esquema de mitosis celular en la prueba SMART donde ocurre una no disyuncion.
Tomado de: Graf et al. (1984)
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Figura 11. Esquema de mitosis celular en la prueba SMART donde ocurre una mutacién
puntual.
Tomado de: Graf et al. (1984)
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Figura 12. Esquema de mitosis celular en la prueba SMART donde ocurre una delecion.
Tomado de: Graf et al. (1984)
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Figura 13. Esquema de mitosis celular en la prueba SMART donde ocurre una recombinacion
distal al centromero.
Tomado de: Graf et al. (1984)
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Figura 14. Esquema de mitosis celular en la prueba SMART donde ocurre una recombinacion
cercana al centromero.
Tomado de: Graf et al (1984)
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Finalmente, es importante mencionar que en SMART se utilizan tres cepas diferentes de
D. melanogaster: multiple wing hairs, flare y Oregon-flare; con éstas se realizan las cruzas
estandar (CE) cruzando hembras virgenes flare con machos multiple wing hairs (Graf et
al., 1989), y la cruza de bioactivacion elevada (CBE) cruzando hembras virgenes Oregon-
flare y machos multiple wing hairs (Graf y Van Schaik, 1992).

La cepa Oregon-flare (ORR (1); ORR (2); flr3/TM3, BdS), cuenta con la particularidad de
poseer un marcador dominante Rst (2) DDT localizado en el cromosoma 2, lo que provoca
la alta expresién de los genes Cyp6a8 y Cyp6a9 del cromosoma 1 y Cyp6a2 del
cromosoma 2 (Graf et al., 1998), dando como resultado una elevada expresion de las
enzimas CYP450; esto es de suma importancia, ya que, esta elevada expresion le
confiera a esta cepa resistencia al diclorodifeniltricloroetano (DDT). (Castafieda et al.,
2001).

Pagina 14



3. ANTECEDENTES

Existen diversos estudios en los cuales se han evaluado las diversas propiedades, tanto
benéficas como dafinas de la quercetina, tanto de forma individual como en combinacién
de otros compuestos; dichos estudios, se han llevado a cabo utilizando diferentes
pruebas genotoxicas, asi como una gran variedad de modelos bioldgicos; algunos de
estos estudios se encuentran resumidos en las siguientes tablas:

3.1 Efecto antigenotdxico de la quercetina

Tabla 1. Resumen de algunos estudios donde se ha encontrado un efecto antigenotoxico de la
guercetina.

Autores Afo Descripcion
Probaron el poder antigenotéxico del acido cafeico y la
guercetina (10 pM) usando el ensayo cometa en
Abdallah et al. 2011 eritrocitos de rata; encontrando que la quercetina es
capaz de reducir el dafio genotdxico provocado por el
insecticida lambda-cyhalotrina.

Concluyeron, usando el ensayo cometa en D.
melanogaster, que la quercetina (100 pg) es capaz de

Singh et al. 2011 atenuar el efecto mutagénico provocado por el benceno,
tolueno y xileno.

En su estudio, evaluaron el efecto protector de la rutina
y la quercetina frente a dos mutagénicos: 1Q (2-amino-
3-metilimidazo[4,5-flquinolina) y PhIP (2-amino-1-metil-

Kurzawa-Zegota etal. 2012 6-fenilimidazo[4,5-b]piridina), usando el ensayo cometa
con linfocitos de humanos sanos y con cancer de colon.
Encontrando que la quercetina (500 pM) reduce el
estrés oxidativo producido por 1Q y PhIP que provoca
dafio génico en ambos tipos de linfocitos.

Nagpal y Abraham 2017 Usando un analisis de letales recesivos ligados al sexo
(SLRL por sus siglas en inglés) en D. melanogaster
(cepa Oregon-K), evaluaron el posible efecto
antigenotéxico del acido galico, limonina y quercetina
(solucién acuosa 0.25%) contra el uretano, un
genotdxico ampliamente conocido; encontrando que la
guercetina es capaz de disminuir el numero de
mutaciones en células germinales producidas por el
uretano.
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3.2 Efecto genotdxico de la quercetina

Tabla 2. Resumen de algunos estudios donde se ha encontrado un efecto genotodxico de la

guercetina.

Autores

ARo

Descripcion

Brown y Dietrich

1979

Midieron el efecto mutagénico de diferentes flavonoides
por medio de la prueba de Ames en Salmonella y una
fraccion microsomal de higado de rata; encontrando que
el flavonoide con mayor poder mutagénico es la
quercetina (200 pg) con 12 revertantes/nmol.

Carver et al.

1983

Usando células de ovario de hamster chino (CHO por
sus siglas en inglés), evaluaron los efectos genéticos de
tres flavonoides: kaempferol, galangina y quercetina (6
pg/ml); concluyendo que la quercetina incrementa la
incidencia de aberraciones cromosomales.

Graf et al.

1994

Probaron cinco concentraciones diferentes de
guercetina: 0.05, 0.1, 0.5, 1 y 5 mM, mediante la prueba
SMART en ala, cruza estandar. Encontrando que, dos
concentraciones (0.05 y 1 mM) presentaron
genotoxicidad.

Duthie et al.

1997

Concluyeron, por medio del ensayo cometa in vitro, que
la quercetina es genotdxica en todas las
concentraciones probadas: 200, 400, 6000, 8000, 1000
MM, ya que incremento la frecuencia de las roturas de
cadena del ADN.

Castafieda-Sotibran et
al.

2011

Evaluaron el efecto genotoxico por medio de la prueba
SMART (cruza estandar) de diferentes flavonoides
incluida la quercetina.

Las concentraciones utilizadas fueron: 25, 50, 100 y 200
UM. Se encontré efecto genotdxico a 50 uM.
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4. JUSTIFICACION

Debido a que, la quercetina, un flavonoide ampliamente distribuido en frutas, verduras y,
por tanto, el mas consumido en la dieta humana; presenta dos propiedades opuestas:
antioxidante y prooxidante; es de suma importancia, evaluar todas las posibles
consecuencias que pueda tener su consumo, mediante pruebas precisas y rapidas como
SMART que utiliza un modelo biolégico con muchas ventajas como la presencia de genes
y rutas metabolicas homadlogas a las de los humanos como lo es D. melanogaster. Pero,
que ademas nos permite explorar los posibles efectos genotoxicos causados por
quercetina utilizando concentraciones cercanas al promedio real de ingesta diaria; asi
como, inferir la participacion de los CYP450 en el metabolismo de este flavonoide gracias
a las diferentes cruzas que se pueden crear, variables que no se han considerado en
estudios anteriores, hasta ahora. Siendo asi, el primer eslabon para la fabricacién de
suplementos alimenticios y medicamentos hechos a partir de este compuesto.

5. HIPOTESIS

Debido a que, la quercetina ha sido reportada en diversos trabajos como un eficaz
antioxidante a bajas concentraciones, pero prooxidante cuando son altas; se presume
que en la prueba SMART en ala de D. melanogaster la quercetina pueda resultar
genotdxica, y que esta genotoxicidad sea directamente proporcional a la concentracién
administrada de dicho flavonoide. Ademas, se espera observar discrepancias en los
resultados de cada cruza debido a la diferencia de expresion de los CYP450 en cada
una.

6. OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el efecto genotoxico de la quercetina, mediante las cruzas CE y CBE de
la prueba SMART en ala de D. melanogaster.

Objetivos particulares

Valorar la genotoxicidad de quercetina en la cruza estandar.

Valorar la genotoxicidad de quercetina en la cruza de bioactivacion elevada.
Reconocer el efecto genotdxico del testigo positivo 4NQO.

Reconocer el efecto del testigo prooxidante vitamina C.

Inferir el efecto citotdéxico de la quercetina a diferentes concentraciones mediante
un andlisis de distribucidn de clones mutantes.

e Inferir la participacion de los CYP450 en el metabolismo de quercetina en D.
melanogaster.

™~
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Compuestos quimicos

4-6xido de nitroquinolina, 4NQO (CoHsN203). CAS: 56-57-5. Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA.

Acetona (C3HsO) CAS: 67-64-1. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.

Entellan® (C13H2204). CAS: 107961. Merck KGaA, Darmstadt. Alemania.

Etanol (C2HsOH) CAS 64-27-5, 99 % de pureza Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania.

Medio instantaneo especial para cultivo de D. melanogaster de Carolina Biological
Supply Co. Burlington, North Carolina, EUA.

Quercetina (C1sH1007)- xH20. CAS: 849061-97-8. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Solucién conservadora [5 mL de Tegosept (CAS: 94-13-3, Farmacia Paris, México)
en 100 mL de etanol al 12%] y [5 mL de acido propiénico (CAS: 79-09-4; Quimica
Meyer, México): acido ortofosforico (JT Baker, México) en relacion 1:1]; aforados
alLl de agua.

Vitamina C (CsHsOs). CAS 66-27-3, 99% de pureza Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.

7.2 Material biolégico

Las cepas multiple wing hairs (mwh/mwh), flare (fir3/TM3,Bd") y Oregon-flare (ORR
(1)/ORR (2); flr3/TM3;Bd®) de D. melanogaster fueron donadas por el Laboratorio de
Toxicologica Genética de la FES Iztacala, UNAM, México; a su vez, estas cepas fueron
donadas originalmente por el Dr. Ulrich Graf del Instituto de Toxicologia (Swiss Federal
Institute of technology) de la Universidad de Zurich, Suiza.

7.3 Cultivo y propagacion de D. melanogaster

Se propagaron y cultivaron las cepas multiple wing hairs, flare y Oregon-flare en frascos
de vidrio de 250 mL con 5 g de papa en hojuelas y 20 mL solucién conservadora (medio
de puré de papas), en una incubadora a 25 °C y 65% de humedad relativa, de acuerdo
con lo descrito por Castafieda-Partida, et al. (2008) (Figura 15).

Pagina 18



Figura 15. Cultivos de las cepas multiple wing hairs, flare y Oregon-flare
Foto: Aimeé Valderrdbano

7.4 Cruzas y colecta de huevos para la prueba SMART

Se realizé la cruza CE con hembras virgenes de la cepa flare y machos multiple wing
hairs en medio de cultivo de puré de papas para asegurar el apareamiento; asi mismo, la
CBE con hembras virgenes de la cepa Oregon-flare y machos multiple wing hairs.
Después de tres dias, se hizo la colecta de huevos de acuerdo con la técnica descrita por
Castafneda-Partida, et al. (2008) (Anexo 3). Posterior a la colecta, los huevos se incubaron
hasta llegar a la tercera etapa larval (72+4 h).

7.5 Disefio experimental

Se realizaron tres experimentos independientes con tres replicas por tratamiento,

colocando la misma cantidad de larvas de 3° estadio en tubos de ensayo con 0.5 g de
Medio Instantaneo Carolina y 2 mL de los tratamientos: quercetina (0.023, 0.047, 0.095,
0.19y 0.38 mM), agua MiliQ como testigo negativo, acetona etanol 2% (1:1) como testigo
disolvente de la quercetina, vitamina C (5.6 mM) como testigo de efecto prooxidante y
4NQO (2.0 mM) como testigo de genotoxicidad. El tratamiento fue cronico de 48 hrs 'y
durante este tiempo las larvas permanecieron en una incubadora a 25 °C, 65 % de
humedad relativa y oscuridad (Figura 16).
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Figura 16. Tubos de ensayo con organismos Yy tratamientos.
Foto: Aimeé Valderrabano

Las moscas adultas, procedentes de las larvas tratadas, se recuperaron y se
almacenaron en alcohol al 70%, posteriormente se disectaron las alas de los organismos
con fenotipo silvestre y se montaron en preparaciones permanentes con la resina
Entellan® para su observacion en el microscopio 6ptico (Ortiz-Rodriguez, 2015) (Figura
17).

Figura 17. Preparaciones permanentes.
Foto: Aimeé Valderrabano
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7.6 Prueba SMART en ala de D. melanogaster

Se observaron la superficie dorsal y ventral de las alas de las moscas a 400X registrando
el tipo y tamafio de mancha o clon encontrado de acuerdo con lo descrito por Graf et al.
(1984) de la siguiente manera:

1. mwh: células que presentan tres o mas tricomas
2. flr3: células que presentan tricomas cortos o amorfos
3. gemelas: manchas simples de fenotipo mwh contiguos a clones de tipo fir3

7.7 Andlisis estadistico

La frecuencia de cada tipo de mancha o clon por tratamiento, se comparé con la
frecuencia de manchas de los grupos controles mediante el programa informéatico SMART
PC-version 2.1 basado en la prueba de Kastenbaum-Bowman, la prueba de U de Mann-
Whitney (p<0.05) y la prueba de Kolmogorov-Smirnov (p<0.05).

El programa SMART PC-version 2.1, permite saber si la frecuencia de las manchas en
cada tratamiento tiene un resultado positivo, débil positivo, negativo o débil negativo
respecto a los controles, basandose en las siguientes hipotesis:

1. Hipdtesis nula (Hy): La frecuencia de mutacion (espontanea/inducida) de los
tratamientos no es significativamente mayor a la frecuencia observada en el testigo
negativo.

2. Hipdtesis alternativa (H,): La frecuencia de mutacién inducida de los tratamientos
es mayor que la frecuencia de la mutacion espontanea obtenida en el testigo
negativo.

Es importante mencionar, que las manchas pequefias (aquellas que comprenden de 1-2
células mutadas), son predominantes a las manchas grandes (de tres o mas células
mutadas); por tanto, para evitar una sobreestimacion de la frecuencia de las manchas
pequefias, en la prueba se utiliza un factor de multiplicacibn m=2; mientras que para las
manchas grandes y/o gemelas se utiliza m=5 (Frei y Wrgler, 1988). Tomando en cuenta
lo anterior, es posible obtener cuatro resultados diferentes:

1. Neqgativo: Aceptar H, y rechazar H,
Positivo: Rechazar H, y aceptar H,
Indeciso: Rechazar H, y rechazar H,
Débil positivo: Aceptar H, y aceptar H,

HwnN
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Por otro lado, la segunda prueba (U de Mann-Whitney), se utilizé para analizar aquellos
resultados indecisos, ya que, al ser una prueba no paramétrica, es decir, que puede
analizar datos que no presentan una distribucion normal; nos permite conocer si las
medianas de dos muestras independientes se comportan de manera similar a partir de
dos hipotesis (Rivas-Ruiz et al., 2013):

1. H,: ambas muestras tienen la misma mediana
2. H,: las muestras tienen diferente mediana

Por tanto, se pueden obtener dos resultados diferentes:

1. Significativo (s): cuando se rechaza la H, y se acepta la H,
2. No significativo (ns): cuando se acepta la H, y se rechaza la H,

Finalmente, se hizo un analisis de la distribucion de clones mwh mediante la prueba
Kolmogorov-Smirnov, para conocer si existen diferencias significativas entre las
distribuciones de clones en los diferentes tratamientos, ya que, esta prueba permite medir
el grado de concordancia existente entre la distribucion de un conjunto de datos muestra
y una distribucion tedrica especifica (en este caso la distribucion del testigo negativo). La
prueba plantea dos hipétesis (Frei y Wrgler, 1988):

1. Hy: Ladistribucion de la muestra es similar a la tedrica
2. H,: Ladistribucién muestral no es consistente con la tedrica

Por lo que es posible obtener dos resultados:

1. Positivo (+): se rechazala H, y se aceptala H,
2. Negativo (-): se acepta la Hy y se rechaza la H,
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Efecto genotdxico de quercetina en cruza estandar (CE)

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos con las pruebas Kastenbaum-Bowman
y U de Mann-Whitney (p<0.05), donde se compararon las frecuencias y el nimero de
manchas por individuo. Se analizaron un total de 602 organismos de D. melanogaster CE
correspondiente a 1204 alas de fenotipo silvestre en nueve tratamientos: agua, acetona-
etanol 2% (Ac-OH), vitamina C 5.6 mM (Vit-C), 4NQO 2 mM y cinco concentraciones
diferentes de quercetina (Q-0.023, Q-0.047, Q-0.095, Q-0.19, Q-0.38).

Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos, después de alimentar larvas con Agua, 4-NQO 2
mM, Ac-OH 2%, Vit-C 5.6 mM, Q-0.38 mM, Q-0.19 mM, Q-0.095 mM, Q-0.047 mM, Q-0.023mM
y analizar las alas con fenotipo silvestre de D. melanogaster CE mediante las pruebas
Kastenbaum-Bowman y U de Mann-Whitney (p<0.05) .

Manchas por individuo (nimero de manchas) diagndstico
estadistico*

No. de Manchas Manchas Gemelas Manchas Clones
Compuesto organismos pequefias grandes m=>5 totales mwh
(1-2 células)  (>2 células)
m=2 m=5
Testigo negativo (agua) / Testigo disolvente (Ac-OH) / Testigo prooxidante (Vit-C)
Agua 60 0.37 (22) 0.03 (2) 0.00 (0) 0.40 (24) 024
Ac-OH 2% 60 0.33(20)-/ns 0.13(8)-/ns 0.02 (1) i/ns 0.48 (29) -/ns 026
Vit-C 60 0.24 (15)i/ns  0.06 (4)i/ns 0.02 (1) i/ns 0.32(20) -/ns 019
5.6 mM
Testigo disolvente (Ac-OH) / Testigo positivo (4NQO)
Ac-OH 2% 60 0.33 (20) 0.13 (8) 0.02 (1) 0.48 (29) 026
4NQO 62 0.81 (50) +/s 0.85(53) +/s 0.15(9) +/s 1.81(112) +/s 106
2 mM
Testigo disolvente (Ac-OH) / Tratamientos quercetina
Ac-OH 2% 60 0.33 (20) 0.13 (8) 0.02 (1) 0.48 (29) 026
Q-0.023 mM 60 0.23 (14) -/ns 0.05(3)-/ns  0.00 (0)i/ns 0.28 (17) i/ns 016
Q-0.047 mM 60 0.22 (13)-/ns 0.05(3)-/ns 0.02 (1)i/ns 0.28 (17) i/ns 017
Q-0.095 mM 60 0.33(20) -/ns 0.15(9) -/ns 0.07 (4)i/ns 0.55 (33) -/ns 029
Q-0.19 mM 60 0.42 (25)i/ns 0.08 (5) -/ns 0.07 (4)i/lns 0.57 (34) -Ins 032
Q-0.38 mM 60 0.38 (23)i/ns 0.08 (5) -/ns  0.02 (1) i/ns 0.48 (29) -/ns 027

a) Diagnostico estadistico de la prueba Kastebaum-Bowman de acuerdo con Frei Wrgler
(1988) comparado con su testigo correspondiente. Donde: m= factor de multiplicacion;
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positivo= +; negativo= -; indeciso= i. Prueba estadistica de una cola con niveles de
probabilidad a, B (0.05).

b) Diagnéstico estadistico prueba de U de Mann-Whitney. Donde: ns= no significativo;
significativo= s.

Al comparar especificamente, las frecuencias de manchas del testigo negativo agua,
contra el testigo disolvente Ac-OH. No se encontrd diferencia significativa en ningun tipo
de mancha (Tabla 3 y Figura 18).

La falta de genotoxicidad para el testigo Ac-OH (Tabla 3 y Figura 18) concuerdan con lo
publicado por Graf et al. (1994) y Kaya et al. (2002), quienes mediante la prueba SMART
en ala de D. melanogaster; no encontraron genotoxicidad del etanol al 12% y 5%
respectivamente, para la CE. Mientras que, Vasiliki et al. (2017) tampoco encontraron
genotoxicidad al utilizar acetona 0.06% (v/v) mediante la misma prueba y cruza de D.
melanogaster. En tanto que, Duefias-Garcia et al. (2017), al utilizar una mezcla de acetona
+ etanol (2% + 1% v/v), tampoco encontraron diferencias estadisticamente significativas
con respecto al testigo negativo agua.

Estos datos (Tabla 3 y Figura 18), se pueden explicar tomando en cuenta que D.
melanogaster posee resistencia al etanol, debido a que, su alimentacién se compone
principalmente de frutos dulces en descomposicién que generan alcohol etilico (Pohl et
al.,, 2012). En este organismo, el etanol es metabolizado en acetaldehido gracias a la
accion de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), después, la mayor parte de este
acetaldehido, por medio de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) se oxida en
acetato, evitando su acumulacién (Heinstra et al., 1983; Anderson y Barnett, 1991);
finalmente, el acetato es convertido en acetil-CoA, el cual entra al ciclo de Krebs o es
usado como precursor en la sintesis de acidos grasos saturados (Guarnieri y Heberlein,
2002). Asi mismo, es importante resaltar que la ADH también participa en la
desintoxicacion de cetonas, como lo es la acetona en D. melanogaster (Chambers, 1988),
lo cual también puede explicar estos resultados.

Por otro lado, al cotejar las frecuencias de manchas del testigo negativo agua, contra el
testigo prooxidante Vit-C., no se encontraron diferencias en ningun caso (Tabla 3 y Figura
18). Por lo que no se pudo observar un efecto prooxidante como era lo esperado y la razén
por la que se seleccion6 esta vitamina como testigo.

Los datos obtenidos para Vit-C (Tabla 3 y Figura 18), coinciden con lo reportado por
Ferreiro-Costa y Nepomuceno (2006) quiénes no encontraron genotoxicidad a tres
diferentes concentraciones: 0.07, 0.14 y 0.28 mM de una mezcla de vitamina C, vitamina
E y B-caroteno, en la prueba SMART en ala de D. melanogaster CE. De manera similar,
Kaya et al. (2002), también utilizando la prueba SMART en ala de D. melanogaster CE,
no encontro diferencias significativas en las frecuencias de manchas en ninguna de las
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tres concentraciones de vitamina C utilizadas: 25, 75 y 250 mM. Sin embargo, difieren un
poco con lo reportado por Duefias-Garcia et al. (2017) quienes, utilizando la misma prueba
y cruza, si encontraron un incremento de manchas pequeias al alimentar larvas de D.
melanogaster con vitamina C (5.6 mM).

Estos resultados (Tabla 3 y Figura 18), se pueden explicar tomando en cuenta que, la
vitamina C o &cido ascorbico, ha sido mundialmente reconocido como un efectivo
antioxidante, capaz de secuestrar radicales de oxigeno, hidroxilo y superéxido, agente
guelante de metales y reductor de radicales antioxidantes primarios (Maestro-Duran y
Borja-Padilla, 1993).

Falta de genotoxicidad de Ac-OH y Vit-C en la CE
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Figura 18. Falta de genotoxicidad para los testigos agua, Ac-OH y Vit-C en D. melanogaster CE.

El caso contrario ocurrio con el testigo positivo 4ANQO, que mostré un aumento significativo
de frecuencias en todos los tipos manchas, comprobando asi, que este compuesto es
genotoxico para la CE. Este comportamiento, era el esperado y fue el motivo por el que
se seleccion6 este compuesto como testigo positivo o de genotoxicidad (Tabla 3 y Figura
19).

Estos datos, concuerdan con lo publicado por Graf et al. (1989), Heres-Pulido et al. (2004)
y Duefias et al. (2017), quienes demostraron la genotoxicidad de 4NQO en
concentraciones de 5/ 10 mM, 2.5 /5 mM y 2 mM respectivamente, mediante la prueba
SMART en ala, CE.

Los resultados obtenidos (Tabla 3 y Figura 19), se pueden explicar tomando en cuenta
qgue, el 4NQO ha sido reportado como un potente mutagénico (Nagao y Sugimura, 1976)
y carcinogénico (Nakahara et al., 1957), capaz incrementar las especies reactivas de
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oxigeno, causar ruptura simple de cadena y formacién de sitios alcali labiles en el ADN,
ya que, puede imitar los efectos de la radiacion UV (Kohda et al., 1991; Mirzayans, et al.,
1999; Wang et al, 2016). Asi mismo, al ser metabolizado en 4-6xido de
hidrolaminoquinolina (4HAQO), es capaz de causar indirectamente sustituciones en el
ADN de G—T y A—C (Cheng, et al., 1992).

Genotoxicidad de 4NQO en CE
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Figura 19. Genotoxicidad de 4NQO en D. melanogaster CE.
Donde: ;I;' = diferencia significativa (p<0.05).

Finalmente, se comparoé la frecuencia de manchas del testigo disolvente acetona-etanol
contra cinco concentraciones de quercetina (0.023, 0.047, 0.095, 0.19 y 0.038 mM);
encontrando que, no hay diferencia significativa en ningun caso (Tabla 3 y Figura 20).

Estos resultados, coinciden parcialmente con lo reportado por Graf et al. (1994) quienes
probaron cinco concentraciones diferentes de quercetina: 0.05, 0.1, 0.5, 1 y 5 mM,
mediante la prueba SMART en ala, CE, aunque en este caso se utilizaron hembras clo
wing hairs y machos de la cepa flare. Encontrando que, s6lo dos concentraciones
presentaron diferencias en las frecuencias de manchas: 0.05 mM que incremento las
frecuencias de todos los tipos de manchas a excepcion de las grandes; y 1 mM que
aumento las manchas pequefias. De manera similar, Castafieda-Sotibran, et al. (2011)
utilizando la misma prueba y cruza de D. melanogaster (CE), probaron la genotoxicidad
de quercetina en concentraciones de 25, 50, 100 y 200 uM; encontrando que, sélo hubo
incremento a la concentracion de 50 uM para las manchas pequefas y totales.

La quercetina, es un flavonoide que ha probado en diferentes estudios (in vitro e in vivo)
ser un potente antioxidante, capaz de proveer proteccion al cerebro, el higado y otros
tejidos frente a la isquemia-reperfusion, compuestos toxicos y otros factores que pueden
inducir estrés oxidativo (Huk et al., 1998; Mojzis, et al., 2001, Inal et al., 2002; Kahraman
et al., 2003; Das et al., 2008; De Whalley et al., 2008; Meyers et al., 2008; Annapurna et
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al., 2009; Hwang et al., 2009; Lu et al., 2010). Dicha capacidad antioxidante, se debe
principalmente a su estructura quimica, ya que, le permite neutralizar radicales libres como
aniones superoéxido, 6xido nitrico, peroxinitritos, etc., Asi mismo, puede inhibir enzimas
como la xantina oxidasa, lipooxigenasa y NADPH oxidasa, lo cual impide muerte celular.
Pero, ademas, es capaz de incrementar la produccion de antioxidantes enddgenos
(Nijveldt et al., 2001).

Para neutralizar radicales libres, el grupo hidroxilo de los flavonoides, incluyendo la
quercetina, reacciona con el compuesto reactivo del radical, de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

Flavonoide (OH) + R — Flavonoide (O") + RH

Donde R’ es el radical libre, (O) representa al flavonoide oxidado después de reaccionar
con el radical libre y RH es el radical estabilizado o inactivo (Middleton, 1998; Korkina y
Afanas’ev, 1997). Dando como resultado que, el flavonoide es oxidado y el radical libre es
reducido y, por tanto, menos reactivo (Nijveldt et al., 2001).

Otra propiedad importante de la quercetina, que le permite actuar como antioxidante, es
su capacidad quelante de hierro, el cual ocupa un papel central en la produccién de
especies reactivas de oxigeno y peroxidacion lipidica. Esta propiedad quelante, se debe
principalmente a su capacidad de ingresar a las células y unirse al hierro (Ferrali et al.,
1997).

Todo lo anterior, puede explicar que no se hayan encontrado diferencias significativas con
respecto al testigo disolvente en ninguna concentracion de quercetina (0.38, 0.19, 0.095,
0.047, 0.023 mM), es decir, que no haya causado un efecto genotoxico (Tabla 3 y Figura
20).
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Falta de genotoxicidad de quercetina en CE
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Figura 20. Falta de genotoxicidad de cinco concentraciones diferentes de quercetina en D.
melanogaster CE.
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8.2 Distribucién del tamarfio de clones mutantes en cruza estandar (CE)

Para el analisis de distribucion de clones mutantes, se utilizé la prueba Kolmogorov-
Smirnov, la cual comparo las frecuencias acumuladas de clones mwh encontradas en las
células de las alas de D. melanogaster CE en cada tratamiento.

Se encontrd diferencia significativa con respecto al testigo negativo en todos los
tratamientos, a excepcion de quercetina en las concentraciones 0.19 y 0.38 mM (Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de la distribucién acumulada del tamafio de clones mwh en CE de D.
melanogaster, realizado a partir de la prueba de Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). Donde, no
significativo = - y significativo = +.

Testigo Tratamiento Nivel de Diagndstico
significancia

Agua Ac-OH p<0.025 +
Ac-OH Vit-C p<0.001 +
Ac-OH 4NQO p<0.001 +
Ac-OH Q-0.023 p<0.001 +
Ac-OH Q-0.047 p<0.001 +
Ac-OH Q-0.095 p>0.10 +
Ac-OH Q-0.19 p<0.025 -
Ac-OH Q-0.38 p>0.10 -

En el caso especifico del testigo negativo agua, la frecuencia maxima que se obtuvo fue
de 0.283, que corresponde a los clones de una célula, y las frecuencias llegaron hasta las
8 células; al compararla con el testigo Ac-OH, se encontr6 diferencia significativa ya que,
esta Ultima presento clones de hasta 16 células, lo cual puede ser un indicativo de que la
acetona-etanol influyo en la division celular (Tabla 4 y Figura 21).

Este aumento de clones en el testigo Ac-OH (Tabla 4 y Figura 21), puede explicarse
tomando en cuenta que el acetaldehido (primer metabolito del alcohol) es capaz de
provocar dafios a nivel genético que traen como resultado modificaciones en las vias
intracelulares, como la activacion celular, el crecimiento y la proliferacion (Timmons et al.,
2002); dicha propuesta, concuerda con los estudios de Simanowski et al. (1986), Homann
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et al. (1997), Seitz et al. (1990) y Maito et al. (2003) quienes concluyeron gue una ingesta
prolongada de etanol provoca un aumento en proliferacion celular en células epiteliales y
de mucosa del tracto digestivo en ratas, ratones y humanos.

Para Vit-C, también se encontro diferencia significativa con respecto al testigo Ac-OH, ya
que, la frecuencia mas alta fue de 0.175 que corresponden a clones de una Unica célula
y, ademds, se encontraron clones hasta la quinta division celular; lo cual, es un indicativo
de una posible alteracion en la division celular provocada por Vit-C (Tabla 4 y Figura 21).

Estos resultados (Tabla 4 y Figura 21), coinciden con lo reportado por Fang et al. (2021)
quienes encontraron que la Vit-C es capaz de regular el ciclo celular y mejorar la
proliferacion celular en cultivos ex vivo de células madres musculares porcinas. Gracias a
que, esta vitamina promueve la expresion de IGF-1 intracelular, que es un factor de
crecimiento que participa en la via de sefializacion P13 K/AKT/mTOR encargada de la
proliferacion celular (Paling et al., 2004; Zhou et al., 2009; Yu et al., 2015; Ascenzi et al.,
2019).

Distribucion del tamaiio de clones mwh en agua Vs
Ac-OH y Vit-C en CE

CLONES mwh POR ORGANISMO

TAMANO DECLON ~ ~
© TRATAMIENTO

Figura 21. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo negativo agua,
comparado con los testigos Ac-OH vy Vit-C.
Donde: ';I( = diferencia significativa (p<0.05).

De manera similar, se encontro diferencia significativa en la distribucion de clones al
comparar Ac-OH y 4NQO; ya que, la frecuencia maxima encontrada para 4NQO fue 0.468
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gue corresponde a los clones de 3-4 células. También, para este tratamiento, se
encontraron células hasta la quinta division, lo cual sugiere una alteracion en el ciclo
celular (Tabla 4 y Figura 22). Todos estos resultados, pueden deberse al alto poder
mutagénico del 4NQO que provoca mutaciones puntuales (Ishizawa y Endo,1972),
deleciones (Yamamoto e Ishii, 1974), desplazamiento del marco de lectura (Nagao y
Sugimura, 1976) y aberraciones cromosomicas (Yoshida et al., 1995).

Distribucion de clones mwh en Ac-OH Vs 4NQO

CLONES mwh POR ORGANISMO

TRATAMIENTO

Figura 22. Distribucién de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo disolvente Ac-OH,
comparado con el testigo positivo 4NQO.
Donde: '}I;' = diferencia significativa (p<0.05).

Por otro lado, al comparar el testigo Ac-OH contra cinco concentraciones de quercetina
(0.023, 0.047, 0.095, 0.19 y 0.038 mM); unicamente se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones 0.095, 0.047 y 0.023 mM (Tabla 4 y Figura 23).

Para las concentraciones 0.19 y 0.38 mM, los valores mas altos se hallaron en los clones
de una célula y fueron 0.317 y 0.283 respectivamente; Sin embargo, en estos casos no se
encontré diferencia significativa en la distribucion de clones acuerdo a la prueba
Kolmogorov-Smirnov (Tabla 4 y Figura 23).

En el caso de 0.023 mM la frecuencia mas alta corresponde a clones de una Unica célula
con un valor de 0.2 y se encontraron clones hasta la tercera division celular; para 0.047
mM la frecuencia dominante fue 0.117, que corresponde a los clones de dos células

(primera division celular); mientras que, en 0.095 mM, la frecuencia mas alta fue 0.217y <

corresponde a los clones de una célula. Estos resultados sugieren que, la quercetina en
estas concentraciones alterd la division celular (Tabla 4 y Figura 23).
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Estas diferencias significativas con respecto al testigo Ac-OH (Tabla 4 y Figura 23), se
pueden explicar, sitomamos en cuenta que, en ciertas condiciones y concentraciones, la
quercetina puede volverse prooxidante (Vicente-Vicente et al.,, 2013); esto sucede a
consecuencia de alteraciones en su estructura quimica, como es su transformacion en o-
quinona por oxidacion catalitica, que incrementa la produccion de radicales libres de
oxigeno y produce agotamiento del glutation reducido (GSH) (Boots et al., 2008). Debido
a este comportamiento prooxidante, en diferentes estudios in vitro, se ha observado dafio
genotdxico provocado por la quercetina; por ejemplo: en diferentes cepas de S.
typhimurium y Bacillus subtilis se ha encontrado actividad mutagénica (Hardwood et al.,
2007); mientras que, en estudios con células de raton o de humano se han observado
aberraciones cromosOmicas, formacion de micronucleos y roturas en la cadena de ADN
(Hardwood et al., 2007).

Distribucion del tamanio de clones mwh de
guercetina en CE

oN

CLONES mwh POR ORGANISMO
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Figura 23. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo disolvente Ac-OH,
comparado con cinco concentraciones diferentes de quercetina.
Donde: ‘}k‘ = diferencia significativa (p<0.05).
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8.3 Efecto genotdxico de quercetina en cruza de bioactivacion elevada (CBE)

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos con el programa SMART para PC
(basado en la prueba Kastenbaum-Bowman) y la prueba de U de Mann-Whitney (p<0.05).
Se analizaron un total de 513 organismos de D. melanogaster que corresponden a 1026
alas de fenotipo silvestre en nueve tratamientos: agua, acetona-etanol 2% (Ac-OH),
vitamina C 5.6 mM (Vit-C), 4ANQO 2 mM y cinco concentraciones diferentes de quercetina
(Q-0.38, Q-0.19, Q-0.095, Q-0.047, Q-0.023mM).

Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos, después de alimentar larvas con Agua, 4-NQO 2
mM/ Ac-OH 2%, Vit-C 5.6 mM, Q-0.38 mM, Q-0.19 mM, Q-0.095 mM, Q-0.047 mM, Q-0.023mM
y analizar las alas con fenotipo silvestre de D. melanogaster CBE mediante las pruebas
Kastenbaum-Bowman y U de Mann-Whitney (p<0.05).

Manchas por individuo (nimero de manchas) diagndstico
estadistico*

No. de Manchas Manchas Gemelas Manchas Clones
Compuesto organismos pequefias grandes m=>5 totales mwh
(1-2 células)  (>2 células)
m=2 m=5
Testigo negativo (agua) / Testigo disolvente (Ac-OH) / Testigo antioxidante (Vit-C)
Agua 63 0.35 (22) 0.06 (4) 0.02 (1) 0.43 (27) 024
Ac-OH 2% 62 0.32(20)-/ns  0.00 (0)-/s  0.00 (0) i/ns  0.32(20) -/ns 020
Vit-C 60 0.38 (23)-/ns  0.13(8)i/s  0.00 (0)i/ns 0.52(20) -/ns 028
5.6 mM
Testigo disolvente (Ac-OH) / Testigo positivo (4NQO)
Ac-OH 2% 62 0.32 (20) 0.0 (0) 0.00 (0) 0.32 (20) 020
4NQO 56 2.45 (137) +/s 3.02 (169) +/s 1.07 (60) +/s 6.54 (366) +/s 106
2 mM
Testigo disolvente (Ac-OH) / Tratamientos quercetina
Ac-OH 2% 62 0.32 (20) 0.0 (0) 0.00 (0) 0.32 (20) 020
Q-0.023 mM 57 0.30 (17)-/ns  0.04 (2)i/ns 0.02 (1) i/ns 0.35(20) -/ns 019
Q-0.047 mM 42 0.36 (15)i/ns  0.07 (3)i/s  0.00 (0)i/ns 0.43 (18) -/ns 017
Q-0.095 mM 50 0.30(15)-/ns 0.08 (4) +/s 0.02 (1) i/ns  0.40 (20) -/ns 019
Q-0.19 mM 61 0.41 (25)i/ns  0.05(3)i/ns 0.00 (0)i/ns 0.46 (28) -/ns 028
Q-0.38 mM 62 0.23(14)-/Ins 0.08 (5) +/s 0.03(2)i/ns 0.34 (21) -/ns 020

a) Diagnostico estadistico de la prueba Kastenbaum-Bowman de acuerdo con Frei Wurgler
(1988) comparado con su testigo correspondiente. Donde m= factor de multiplicacion;
positivo= +; negativo= -; indeciso= i. Prueba estadistica de una cola con niveles de
probabilidad a, 3 (0.05).
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b) Diagnéstico estadistico prueba de U de Mann-Whitney. Donde: ns= no significativo; s=
significativo

Al comparar especificamente, las frecuencias de manchas del testigo negativo agua,
contra los testigos Ac-OH y Vit-C no se encontré diferencia significativa en manchas
pequefias, gemelas y totales; sin embargo, si existe diferencia en el caso de las manchas
grandes en ambos testigos, cuyos valores son: 0.00 para Ac-OH y 0.13 para Vit-C (Tabla
5y Figura 25).

Particularmente, los resultados obtenidos para el testigo negativo Ac-OH, difieren con lo
informado por, Sanchez-Lopez (2015) y Santos-Cruz (2016), quiénes utilizando una
concentracion de etanol al 1% y 2% respectivamente, no encontraron diferencias
significativas en ningun tipo de mancha mediante la prueba SMART en ala de D.
melanogaster, CBE. De manera similar, Vasiliki et al. (2017) utilizando la misma prueba y
cruza (CBE), no encontraron genotoxicidad al utilizar acetona 0.06% (v/v). Sin embargo,
si hay una concordancia con lo reportado por, Duefias-Garcia (2017), quiénes usando la
prueba SMART en ala de D. melanogaster, CBE encontraron una reduccion en las
manchas pequefas, grandes y totales utilizando una mezcla de Ac-OH (2% v/v +1% V/v).

Se sabe que, en D. melanogaster el etanol es metabolizado en un primer paso por la
enzima ADH en acetaldehido, el cual, después es oxidado en acetato por la misma enzima
(ADH) en el caso de las larvas o por la enzima ALDH en moscas adultas, y finalmente, es
transformado en Acetil-CoA el cual se usa como precursor en el ciclo de Krebs y en la
sintesis de acidos grasos (Figura 24 ) (Geer et al., 1985; Geer et al., 1993; Heinstra et al.,
1987); de manera similar, la acetona también es metabolizada por la enzima ADH en este
diptero (Chambers, 1988). Sin embargo, es importante destacar que, si bien esta enzima
procesa el 90% de etanol que consume D. melanogaster en acetaldehido, existen otros
dos mecanismos que metabolizan el resto del etanol, que son la enzima catalasa y el
sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS por sus siglas en inglés) en el cual
participan los CYP450 (Figura 24) (Gaviria et al., 2016). Esto ultimo, puede explicar lo
resultados obtenidos (Tabla 5 y Figura 25) ya que, la CBE cuenta con una alta expresion
de los genes Cyp6a8 y Cyp6a9 del cromosoma 1 y Cyp6a2 del cromosoma 2 que traen
como resultado una elevada expresion de las enzimas CYP450 (Graf et al., 1998), lo cual
pudo provocar que no se hayan encontrado diferencias significativas en las manchas
pequefias, gemelas, totales, y que incluso se haya encontrado una disminucién de las
manchas grandes (Tabla 5 y Figura 25).
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Figura 24. Diagrama del metabolismo de etanol en D. melanogaster
Modificado de: Geer et al., 1993

Ademas, la actividad de la enzima ADH es de vital importancia en la utilizacion del etanol
como nutriente en D. melanogaster y para la tolerancia de este a lo largo de su desarrollo
(Geer et al.,, 1993). Algunos estudios como el de McKechnie y Geer (1984) han
demostrado que la actividad de la ADH se incrementa tanto en el cuerpo graso como en
el tracto digestivo de las larvas de D. melanogaster cuando son alimentadas con una
concentracion moderada de 2.5% de este alcohol. Este parece ser el método de
adaptaciéon que utilizan las larvas frente al etanol ambiental, ya que, incluso el flujo de
transformaciéon o degradacion de este liquido a compuestos no toxicos como los lipidos
también aumenta (Geer et al., 1988), logrando asi una efectiva desintoxicacion. Lo cual,
también puede explicar los resultados hallados (Tabla 5 y Figura 25).

Para el caso de Vit-C, los resultados encontrados coinciden parcialmente, con lo reportado
por Ferreiro-Costa y Nepomuceno (2006) quienes mediante la prueba SMART en ala de
D. melanogaster CBE probaron la genotoxicidad de una mezcla de vitamina C, vitamina E
y B-caroteno (0.07, 0.14 y 0.28 mM), encontrando que, no hubo una diferencia significativa
en la frecuencia de manchas respecto al control en ninguna dosis. De forma similar, Singh
y Patnaik (2010) no encontraron diferencias significativas en las frecuencias de todos los
tipos de manchas, utilizando vitamina C a una concentracion de 50, 100 y 200 mM en
prueba SMART, CBE. Mientras que, Duefias-Garcia et al. (2017) utilizando la misma
pruebay la misma cruza, tampoco encontraron diferencias significativas en las frecuencias
de manchas al probar vitamina C a una concentracion de 5.6 mM.
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Esta falta de genotoxicidad de Vit-C en la CBE en manchas pequeias, gemelas y totales,
pueden explicarse de dos maneras: 1) tomando en cuenta la caracteristica principal de
esta cruza, (alta expresion de CYP450); ya que, precisamente esta alta expresion pudo
promover que la Vit-C se oxidara causando citotoxicidad (Csala et al., 1999; Valko et al.,
2006) evitando asi, que se encontraran frecuencias altas de manchas; o la opcion 2) que
la vitamina C jugara un papel antioxidante, participando en la segunda fase del
metabolismo xenobidtico, provocando una desintoxicacion (Arranz et al., 2007) lo que trajo
como resultado que no hubiera una diferencia estadisticamente significativa respecto al
testigo negativo agua en estos tipos de manchas (Tabla 5 y Figura 25). Sin embargo, en
el caso de las manchas grandes, si se encontré un aumento significativo (Tabla 5 y Figura
25).

Genotoxicidad de Ac-OH y Vit-C en CBE
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Figura 25 Genotoxicidad de Ac-OH y Vit-C en D. melanogaster CBE.
Donde: «k* = diferencia significativa (p<0.05).

Por otro lado, cuando se compararon estadisticamente las frecuencias del testigo positivo
4NQO con respecto al testigo disolvente Ac-OH; se observd un aumento significativo de
frecuencias en todos los tipos de manchas, cuyos valores son: 2.45, 3.02, 1.07 y 6.54. Lo
cual, es un claro indicador de que este compuesto es genotoxico en la CBE (Tabla 5y
Figura 26).

Estos datos, asemejan lo reportado por Heres-Pulido (2004), quienes utilizando
concentraciones de 2.5 y 5.0 mM de 4NQO; encontraron un aumento en todos los tipos
de manchas con respecto al control en la prueba SMART en ala de D. melanogaster, CBE.
De manera similar, Duefias-Garcia (2012) y Duefias-Garcia (2017) reportan que, 4NQO
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(2 mM) increment6 la frecuencia de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales;
utilizando la misma prueba y cruza.

Como se mencioné antes, este aumento de frecuencias en todos los tipos de manchas
(Tabla 5 y Figura 26), pueden deberse a la naturaleza mutagénica (Nagao y Sugimura,
1976) y carcinogénica (Nakahara et al., 1957) del 4NQO, que le confieren la capacidad de
incrementar las especies reactivas de oxigeno, causar ruptura simple de cadena y
formacién de sitios &lcali labiles en el ADN (Kohda et al., 1991; Mirzayans et al., 1999;
Wang et al., 2016). Asi mismo, al ser metabolizado en 4HAQO, es capaz de causar
indirectamente sustituciones en el ADN de G—T y A—C (Biaglow et al., 1977; Cheng et
al., 1992).

Genotoxicidad de 4ANQO en CBE
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Figura 26. Genotoxicidad de 4NQO en D. melanogaster CBE.
Donde: ‘}:: = diferencia significativa (p<0.05)

En cuanto a la comparacion del testigo disolvente Ac-OH contra quercetina (0.23, 0.047,
0.095, 0.19 y 0.38 mM), se encontré que no existe diferencia significativa de frecuencias
de manchas en ninguna de las concentraciones analizadas; a excepcién de las manchas
grandes en las concentraciones 0.047 mM (0.07), 0.095 mM (0.08) y 0.38 mM (0.08)
(Tabla 5y Figura 27).

Estos resultados coinciden con lo publicado por, Bjeldanes y Chang (1997), quienes
probaron el efecto de la quercetina a diferentes concentraciones: 50 pg, 250 pug, 1 mg, y
2.5 mg, usando la prueba de Ames y encontraron un efecto mutagénico en todos los
tratamientos (sustitucién de pares de bases y cambio del marco de lectura), el cual es
directamente proporcional a la concentracion de quercetina. De manera similar, Brown y
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Dietrich (1979), al probar diferentes flavonoides con la misma prueba, reportaron que el
flavonoide con mayor poder mutagénico es la quercetina (200 pg) con 12
revertantes/nmol. Por otro lado, Carver et al., (1983), usando células de ovario de hamster
chino (CHO por sus siglas en inglés), encontraron que la quercetina (6 pg/ml) incrementa
la incidencia de aberraciones cromosomicas. Mientras que, Duthie et al., (1997),
concluyeron, por medio del ensayo cometa in vitro, que la quercetina es genotoxica en
todas las concentraciones probadas: 200, 400, 6000, 8000, 1000 uM, ya que, incremento
la frecuencia de las roturas de cadena del ADN.

A pesar de ser un eficaz antioxidante, se ha probado en diversos estudios, que la
quercetina también es capaz de provocar dafios genéticos como mutaciones inversas,
sustitucion de pares de bases, cambio del marco de lectura, intercambio de cromatides
hermanas, aberraciones cromosémicas y respuestas SOS en bacterias (Brown y Dietrich,
1979; Caria et al., 1995; Carver et al., 1983; Bjeldanes y Chang,1997; Da Silva et al., 2002;
Duthie et al., 1997; Gaspar et al., 1994). Esto puede deberse a que, la quercetina es capaz
de auto-oxidarse en anién superéxidoy puede como ultima instancia, inducir la produccion
de hidroxidos altamente reactivos (Ochiai et al., 1984; Rueff et al., 1989); esto es
importante ya que, en D. melanogaster, este anién superéxido puede producir dafio
oxidativo bajo dos formas: convirtiéendose en H,0,, formado por la accién reductora de la
enzima superoéxido dismutasa (SOD); y la segunda forma, reduciendo completamente los
complejos metalicos que interaccionan con el H,0, (Carton y Nappi, 1992). Todo esto
puede explicar los resultados obtenidos con quercetina 0.047, 0.095 y 0.38 mM (Tabla 5
y Figura 27).

Otro aspecto interesante, es que, se tiene conocimiento de que algunos flavonoides son
capaces de interferir con la actividad del CYP450, que en esta cruza (CBE) tienen un nivel
alto de expresion (Buening et al., 1981; Cermak y Wolffram, 2006). Particularmente, para
la quercetina se ha comprobado que es un potente inhibidor de algunas enzimas CYP450
como CYP2C8 (Toda et al., 2009; O’'Donnell et al., 2007), CYP2C9 (Si et al., 2009) y
CYP3A4 (Choi et al., 2001) en concentraciones inferiores a 50 M. Lo cual, también puede
explicar, que se hayan encontrado un aumento en las frecuencias de manchas grandes,
las cuales aparecen como resultado de mutaciones puntuales, alteraciones cromosdémicas
o recombinacion mitética durante la etapa larvaria en D. melanogaster (Peremarti, 2012)
(Tabla 5 y Figura 27).
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Figura 27. Genotoxicidad de cinco concentraciones diferentes de quercetina en D. melanogaster

CBE
Donde: ‘;Ig' = diferencia significativa (p<0.05)
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8.4 Distribucién del tamarfio de clones mutantes en cruza de bioactivacion elevada (CBE)

Para el analisis de distribucion de clones mutantes, se utilizé la prueba Kolmogorov-
Smirnov, la cual comparo las frecuencias acumuladas de clones mwh encontradas en las
células de las alas de D. melanogaster CBE en cada tratamiento.

Se encontro diferencia significativa con respecto al testigo negativo, en cada caso (Tabla
6).

Tabla 6. Andlisis de la distribucién acumulada del tamafio de clones mwh en CBE de D.
melanogaster, realizado a partir de la prueba de Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). Donde, no
significativo = - y significativo = +.

Testigo Tratamiento Nivel de Diagnostico
significancia

Agua Ac-OH p<0.001 +
Ac-OH Vit-C p<0.001 +
Ac-OH 4ANQO p<0.001 +
Ac-OH Q-0.023 p<0.001 +
Ac-OH Q-0.047 p<0.001 +
Ac-OH Q-0.095 p<0.001 +
Ac-OH Q-0.19 p<0.001 +
Ac-OH Q-0.38 p<0.001 +

En el caso del testigo negativo agua, se encontraron clones de hasta cuatro células,
mientras que, para la mezcla de Ac-OH, los clones no superaron dos células, lo cual
pudiera sugerir una alteracion en el proceso de division celular, relacionada con una
disminucién de clones o células mutadas (Tabla 6 y Figura 28). Estos resultados se
pueden explicar, tomando en cuenta que el etanol posee un efecto citotdxico, comprobado
en algunos estudios; por ejemplo, Wu y Cederbaum, (1996) encontraron que, el etanol es
capaz de dafar células HepG2 que expresan CYP231 humano, un gen relacionado con
CYP450.

De manera similar, al comparar la distribucion de clones mwh de Ac-OH, contra vit-C, se
encontré una diferencia significativa, ya que, esta Ultima, present6 clones hasta la sexta
division celular (Tabla 6 y Figura 28). Esto puede deberse a un efecto citotoxico de la Vit-
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C, ya que, en estudios in vitro, se ha encontrado que esta vitamina tiene poder
antiproliferativo e induce apoptosis a células de adenocarcinoma colorrectal, como
resultado de la produccién de especies reactivas de oxigeno (Mamede et al., 2012).

Distribucion del tamaiio de clones mwh en agua Vs Ac-OH
y Vit-C en CBE

CLONES mwh POR ORGANISMO

TRATAMIENTO

Figura 28. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo negativo agua,
comparado con los testigos Ac-OH y Vit-C.

Donde: '}k’ = diferencia significativa (p<0.05).

En cuanto al testigo positivo 4NQO, se observo una diferencia significativa con respecto a
Ac-OH, ya que, presentd clones hasta la sexta division celular (33 a 66 células).
Presentando la mayor frecuencia (1.250) los clones de dos células (Tabla 6 y Figura 29).
Estos resultados, sugieren una alteracion en la division celular provocada por este
compuesto.

El 4NQO es un derivado de la quinolina, hidrosoluble y capaz de provocar dafios similares
a la radiacion UV (Nagao y Sigimura, 1976) como una gran cantidad de aductos en el ADN
y aberraciones cromosémicas en las células expuestas (Darroudi et al., 1989). Lo cual,
puede explicar que se hayan encontrado diferencias significativas en cuanto a la
distribucion de clones mwh con respecto al testigo disolvente Ac-OH (Tabla 6 y Figura 29).
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Distribucion del tamaino de clones mwh en Ac-OH Vs
4NQO en CBE

CLONES mwh POR ORGANISMO

TRATAMIENTO

Figura 29. Distribucién de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo disolvente Ac-OH,
comparado con el testigo positivo 4NQO.
Donde: x{k = diferencia significativa (p<0.05).

Por otro lado, al comparar la distribucion acumulada de Ac-OH, contra cinco diferentes
concentraciones de quercetina (0.023, 0.047, 0.095, 0.19, 0.38 mM); se encontro
diferencia significativa en cada caso. Para la concentracion 0.023 mM, los clones de una
Gnica célula tuvieron la mayor frecuencia con 0.175; en el caso de 0.047 mM, 0.214 fue la
frecuencia dominante, e igualmente, pertenece a los clones de una célula; en la
concentracion 0.095 mM, la frecuencia mas alta fue de 0.2 que pertenecen a clones de
una Unica célula; en cuanto a 0.19 mM, dominaron los clones de una célula con 0.262, sin
embargo, se encontraron clones de hasta 128 células (séptima division celular);
finalmente, para 0.38 mM, el valor maximo de frecuencia fue 0.129 en la primera division
celular (2 células). De acuerdo a todos estos resultados, se puede inferir, que todas las
concentraciones de quercetina tuvieron un impacto en la division celular (Tabla 6 y Figura
30).

Como se ha mencionado anteriormente, la quercetina es un potente antioxidante que ha
demostrado en diferentes estudios proteccién frente a un gran nimero de padecimientos
y enfermedades (Huk et al., 1998; Mojzis et al., 2001; Ina et al., 2002; Kahraman et al.,
2003; Das et al., 2008; De Whalley et al., 2008; Meyers et al., 2008; Annapurna et al.,
2009; Hwang et al., 2009; Lu et al., 2010). Sin embargo, y como contraparte a su efecto
antioxidante, también se ha comprobado que la quercetina puede producir efectos dafiinos
a nivel celular, por ejemplo, utilizando células CHO, se descubrido que este flavonoide
afecta la viabilidad de dichas células, mediante un comportamiento dosis-dependiente, es
decir, a mayor concentracion, el efecto citotoxico encontrado se incremento (Metodiewa
et al., 1999).
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Metodiewa et al. (1999). Proponen que, este efecto citotdxico es provocado cuando la
quercetina se activa enzimaticamente mediante un proceso de oxido-reduccion reversible,
gue da como resultado dos productos, la o-semiquinona y la 0-quinona, las cuales facilitan
la formacion de superéxidos, H,0, y el agotamiento de glutatién reducido (GSH). La
formacion de esta o-semiquinona a partir de quercetina, se da durante una reaccion de
oxidacion (LPO-catalyzed oxidation) de la siguiente manera:

LPO
2Q+H202 _—> ZQ_ + 2H20

Donde Q representa a la quercetinay Q~ ala o-semiquinona. Todo esto, puede explicar
gue, se hayan encontrado diferencias significativas en la distribucion de clones mwh en
todas las concentraciones de quercetina (Tabla 6 y Figura 30).

Distribucion del tamaino de clones mwh de
quercetina en CBE

CLONES mwh POR ORGANISMO

TAMANO DE CLON ~ 38 TRATAMIENTO
o
o

Figura 30. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo disolvente Ac-OH,
comparado con cinco concentraciones diferentes de quercetina.
Donde: -}L: = diferencia significativa (p<0.05
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8.5 Efecto genotdxico de quercetina en ambas cruzas

En la tabla 7, se observan los resultados obtenidos a partir de las pruebas Kastenbaum-
Bowman y U de Mann-Whitney (p<0.05), donde se compararon las frecuencias y el
numero de manchas por individuo de ambas cruzas (CE y CBE), del testigo negativo agua,
testigo disolvente Ac-OH, testigo positivo: 4NQO vy testigo prooxidante Vit-C, con su
respectivo par.

Tabla 7. Resumen de los resultados obtenidos, después de alimentar larvas con Agua, 4-NQO 2
mM, Ac-OH 2%, Vit-C 5.6 mM y analizar las alas con fenotipo silvestre de D. melanogaster CE y
CBE mediante las pruebas Kastenbaum-Bowman y U de Mann-Whitney (p<0.05).

Manchas por individuo (nimero de manchas) diagnostico
estadistico*

No. de Manchas Manchas Gemelas Manchas Clones
Cruza organismos pequefias grandes m=>5 totales mwh
(1-2 células) (>2 células)
m=2 m=5
Testigo negativo (Agua)
CE 60 0.37 (22) 0.03 (2) 0.00 (0) 0.40 (24) 024
CBE 63 0.35(22) -/ns 0.06 (4)i/Ins 0.02 (1) i/ns 0.43 (27) -Ins 024
Testigo disolvente (Ac-OH)
CE 60 0.33 (20) 0.13 (8) 0.02 (1) 0.48 (29) 026
CBE 62 0.32 (20) -/ns 0.00 (0) +/s  0.00 (0) i/ns 0.32 (20) i/ns 020
Testigo antioxidante (Vit-C)
CE 60 0.24 (15) 0.06 (4) 0.02 (1) 0.32 (20) 019
CBE 60 0.38 (23) i/ns 0.13(8)i/ns  0.00 (0) i/ns 0.52 (20) i/ns 028
Testigo positivo (4NQO)
CE 62 0.81 (50) 0.85 (53) 0.15 (9) 1.81 (112) 106
CBE 56 2.45 (137) +/s  3.02 (169) +/s 1.07 (60) +/s 6.54 (366) 330
+/s

a) Diagndstico estadistico Kastenbaum-Bowman de acuerdo con Frei Wirgler (1988) comparado con
su testigo correspondiente. Donde: m= factor de multiplicacion; positivos= +; negativos= -; indeciso
= i. Prueba estadistica de una cola con niveles de probabilidad a, 3 (0.05).

b) Diagnostico estadistico prueba de U de Mann-Whitney. Donde: ns= no significativo; significativo= s.

En el caso del testigo negativo agua, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre la CE y CBE, en ningun tipo de manchas cuyos valores son: manchas
pequefias 0.37 y 0.35, manchas grandes 0.03 y 0.06, manchas gemelas, 0 y 0.02,
manchas totales 0.40 y 0.43 respectivamente (Tabla 7 y Figura 31). Esto es un claro
indicativo de que la diferencia de expresion de CYP450 en cada cruza no tiene
participacion en los resultados del testigo agua en D. melanogaster.
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Figura 31. Genotoxicidad del testigo negativo agua en ambas cruzas de D. melanogaster.

El caso contrario ocurrio con el testigo disolvente Ac-OH, donde se encontr6 una diferencia
significativa en las frecuencias de manchas grandes, cuyos valores fueron: 0.13 para la
CE y 0 para la CBE (Tabla 7 y Figura 32).

El proceso de metabolizacién del alcohol, comprende tres pasos principales; primero, por
medio de la enzima ADH y el sistema MEOS (en el cual participa CYP450), se transforma
en acetaldehido, que mas tarde en el segundo paso, se convierte en acetato por accion
de la enzima ALDH en moscas adultas y en larvas por la enzima ADH, y finalmente,
durante el tercer paso, este acetato se incorpora al ciclo de Krebs como Acetil-CoA
(Gaviria, 2016). Esto es de suma importancia, debido a que, la CBE tiene niveles de
expresion de CYP450 mas altos que la CE, y la participacion de estos durante el
metabolismo del etanol, pueden explicar las diferencias encontradas al comparar ambas
cruzas, en el sentido de que hubo una disminucién de frecuencias de manchas grandes
en la CBE (Tabla 7 y Figura 32).

Sin embargo, estos resultados (Tabla 7 y Figura 32) también se pueden explicar por el
proceso contrario; y es que, cuando el acetaldehido (metabolito del alcohol) se acumula,
es capaz de provocar aductos en el ADN tanto en sitios apurinicos como apirimidinicos,
danar la membrana mitocondrial y causar muerte celular por disminucion de la actividad
enzimatica de algunas proteinas como la glutation transferasa (GST) capaces de degradar
ROS (Baraona y Lieber, 1979; Crouse et al., 1968; Korsten et al., 1975; Lefevre et al.,
1972; Lundquist et al., 1965; Minana et al., 2002). Ademas, durante el metabolismo del
alcohol por la enzima CYP2E1, se generan algunas ROS tales como, H,0,, superoxidos
y radical hidroxilo, que también pueden provocar dafio genético como resultado de estrés
oxidativo (Gaviria, 2016, Wang et al., 2009). Por lo que, al tener la CBE mayor expresion
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de CYP450, el dafio citotoxico pudo ser superior y, por tanto, las frecuencias de manchas
encontradas fueron menores (Tabla 7 y Figura 32).

Genotoxicidad del testigo Ac-OH
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Figura 32. Genotoxicidad del testigo disolvente Ac-OH en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: '.?IC = diferencia significativa (p<0.05).

En el caso particular del testigo prooxidante Vit-C, no se encontré diferencia significativa
en ningun tipo de manchas cuyos valores son, manchas pequefias: 0.24 y 0.38, manchas
grandes: 0.06 y 0.13, manchas gemelas: 0.02 y 0.0, totales: 0.32 y 0.52 respectivamente
(Tabla 7 y Figura 33). Estos resultados muestran que, los diferentes niveles de expresion
de CYP450 de cada cruza, no influyeron en el efecto genotéxico de Vit-C.
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Figura 33. Genotoxicidad del testigo prooxidante Vit-C en ambas cruzas de D. melanogaster.
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En cuanto al testigo positivo 4NQO, se encontraron diferencias significativas en todos los
tipos de manchas cuyos valores son, pequefias: 0.81y 2.45, grandes: 0.85 y 3.02,
gemelas: 0.15y 1.07, totales: 1.81y 6.54 respectivamente (Tabla 7 y Figura 34).

Estos resultados (Tabla 7 y Figura 34) eran los esperados y coinciden con lo reportado
por Heres-Pulido et al. (2004), Heres-Pulido et al. (2010), Duefias-Garcia et al. (2012) y
Duefias-Garcia et al. (2017), quiénes mediante la prueba SMART en ala de D.
melanogaster compararon las frecuencias de manchas de las CE y CBE provocadas por
4ANQO y en todos los casos encontraron un aumento en la CBE con respecto a la CE. Esto
se puede explicar tomando en cuenta que, para provocar dafio al ADN, especialmente
mediante la formacion de aductos, el 4ANQO debe ser activado durante el metabolismo
xenobidtico en el que participan los CYP450, donde se obtiene su metabolito 4HAQO que
es el principal responsable de dichos aductos en el ADN (Arellano-Llamas, 2008; Gaivao
et al., 1999; Kohda et al., 1991; Nagao y Sugimura, 1976).

Genotoxicidad de 4ANQO en ambas cruzas
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Figura 34. Genotoxicidad del testigo positivo 4ANQO en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: *k = diferencia significativa (p<0.05).

Por otro lado, en la Tabla 8, se pueden observar los resultados recolectados a partir de
las pruebas Kastenbaum-Bowman y U de Mann-Whitney (p<0.05), donde se compararon
las frecuencias y el nUmero de manchas por individuo de ambas cruzas (CE y CBE) con
su par, de cinco diferentes concentraciones de quercetina: 0.023, 0.047, 0.095. 0.19y 0.38
mM.
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Tabla 8. Resumen de los resultados obtenidos, después de alimentar larvas con Q-0.023mM, Q-
0.047 mM, Q-0.19 mM, Q-0.095 mM, Q-0.38 mM y analizar las alas con fenotipo silvestre de D.
melanogaster CE y CBE mediante las pruebas Kastenbaum-Bowman y U de Mann-Whitney
(p<0.05).

Manchas por individuo (nimero de manchas) diagndstico
estadistico*

No. de Manchas Manchas Gemelas Manchas Clones
Cruza organismos pequefias grandes m=>5 totales mwh
(1-2 células)  (>2 células)
m=2 m=5
Tratamiento quercetina (Q-0.023 mM)
CE 60 0.23 (14) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.28 (17) 016
CBE 57 0.30 (17)i/ns  0.04 (2) -Ins 0.02 (1) i/ns 0.35(20)i/ns 019
Tratamiento quercetina (Q-0.047 mM)
CE 60 0.22 (13) 0.05 (3) 0.02 (1) 0.28 (17) 017
CBE 42 0.36 (15) ilns  0.07 (3) i/ns 0.00 (0)i/ns 0.43(18)i/ns 017
Tratamiento quercetina (Q-0.095 mM)
CE 60 0.33 (20) 0.15 (9) 0.07 (4) 0.55 (33) 029
CBE 50 0.30 (15) i/ns  0.08 (4) i/ns 0.02 (1) i/ns 0.40 (20) i/ns 019
Tratamiento quercetina (Q-0.19mM)
CE 60 0.42 (25) 0.08 (5) 0.07 (4) 0.57 (34) 032
CBE 61 0.41 (25) -/ns  0.05 (3) i/ns 0.00 (0)i/s 0.46 (28)-/ns 028
Tratamiento quercetina (Q-0.38 mM)
CE 60 0.38 (23) 0.08 (5) 0.02 (1) 0.48 (29) 027
CBE 62 0.23 (14) ilns  0.08 (5) -/ns 0.03(2)i/ns 0.34(21)i/ns 020

a) Diagnostico estadistico Kastenbaum-Bowman de acuerdo con Frei Wirgler (1988)
comparado con su testigo correspondiente. Donde: m= factor de multiplicacion; positivos=
+; negativos= -; Indeciso= i. Prueba estadistica de una cola con niveles de probabilidad aq,
B (0.05).

b) Diagnéstico estadistico prueba de U de Mann-Whitney. Donde: ns= no significativo;
significativo= s.

Al comparar las frecuencias de manchas de quercetina 0.023 mM, no se encontrd
diferencia significativa en ningun caso, cuyos valores son, manchas pequeiias: 0.23y 0.3,
grandes: 0.05 y 0.04, gemelas: 0 y 0.02, totales: 0.28 y 0.35, para la CE y CBE
respectivamente. Estos resultados son un claro indicativo de que la alta expresion de
CYP450 en CBE no afecto la genotoxicidad de quercetina 0.023 mM (Tabla 8 y Figura 35).
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Genotoxicidad de quercetina 0.023 mM
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Figura 35. Genotoxicidad del tratamiento quercetina 0.023 mM en ambas cruzas de D.
melanogaster.

De manera similar, en quercetina 0.047 mM, no se encontraron diferencias significativas
en ningun caso. Los valores obtenidos para CE y CBE respectivamente son, manchas
pequefias: 0.22y 0.36, grandes: 0.05y 0.07, gemelas: 0.02 y 0, totales: 0.28 y 0.43 (Tabla
8 y Figura 36). Estos datos, reflejan que el posible efecto genotdxico de quercetina 0.047
mM no se vio afectado por los diferentes niveles de expresion de CYP450 de cada cruza
(CEy CBE).
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Figura 36. Genotoxicidad del tratamiento quercetina 0.047 mM en ambas cruzas de D.
melanogaster.

Para el tratamiento quercetina 0.095 mM, tampoco se encontraron diferencias
significativas en ningun tipo de manchas, cuyos valores son, manchas pequefas: 0.33 y
0.3, grandes: 0.15 y 0.08, gemelas: 0.07 y 0.02, totales: 0.55 y 0.4, para la CE y CBE
respectivamente (Tabla 8 y Figura 37). Lo cual, es un indicativo de que la diferencia de
expresion de CYP450 en cada cruza no afecta la genotoxicidad de quercetina 0.095 mM.
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Genotoxicidad de quercetina 0.095 mM
en ambas cruzas
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Figura 37. Genotoxicidad del tratamiento quercetina 0.095 mM en ambas cruzas de D.
melanogaster.

El caso contrario ocurri6 al comparar las frecuencias quercetina 0.19 mM de ambas
cruzas, ya que, se encontrd una diferencia significativa en las machas gemelas, cuyos
valores son, CE: 0.07 y CBE: 0.0 (Tabla 8 y Figura 38). Esto, es un indicativo de que la
quercetina (0.19 mM) influyé en la actividad de los CYP450 durante el metabolismo
xenobidtico; y es que, como se ha mencionado antes, se ha comprobado que en algunos
insectos incluyendo a D. melanogaster, la quercetina es capaz de interferir con la actividad
de los CYP450 (Liu et al., 2015; Ramos y Sultatos, 1998; Sing et al., 2011) dicha influencia
o interferencia pudo ser de tres maneras: la primera opcion es que, la quercetina consiguio
bloquear directamente las enzimas de CYP450 actuando como un inhibidor competitivo
(Appiah-Opong et al., 2007); el segundo escenario posible, es que, la quercetina haya
interferido con el receptor de hidrocarburos de arilos (AhR, por sus siglas en inglés), lo
que a su vez causo la induccién de las enzimas de CYP450 (Rinaldi et al., 2002); o la
tercera posible forma en la que la quercetina intervino, es actuando al nivel de las enzimas
glutatién s-transferasa (GST por sus siglas en inglés), quiénes juegan un papel importante
en la segunda fase del metabolismo xenobidtico (Oetari et al., 1996). Estas tres posibles
opciones pueden explicar los resultados obtenidos en el caso de las machas gemelas, sin
embargo, en ningun otro tipo de manchas se encontrd diferencia estadisticamente
significativa al comparar quercetina 0.19 mM en ambas cruzas (Tabla 8 y Figura 38).
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Genotoxicidad de quercetina 0.19 mM
en ambas cruzas
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Figura 38. Genotoxicidad del tratamiento quercetina 0.19 mM en ambas cruzas de D.
melanogaster.
Donde: ‘}I;' = diferencia significativa (p<0.05)

Finalmente, para el tratamiento quercetina 0.38 Mm, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ningun tipo de manchas: pequefas: 0.38 y 0.23,
grandes: 0.08 y 0.08, gemelas: 0.02 y 0.03, totales: 0.48 y 0.34 en CE y CBE
respectivamente (Tabla 8 y Figura 39). Estos resultados muestran que, los diferentes
niveles de expresion de CYP450 de cada cruza, no influyeron en el efecto genotdxico de
quercetina a una concentracion de 0.38 mM.

Genotoxicidad de quercetina 0.38 mM
en ambas cruzas

@]
-
Q 0.48
= 05
)
Z 04
o
O 03
o
0.2
2 0.08 0.08
5 0.1 0.02 0.03
Z
<
=

Pequeiias Grandes Gemelas Totales

TIPOS DE MANCHAS

m Quercetina 0.38 (CE)  mQuercetina 0.38 (CBE)

Figura 39. Genotoxicidad del tratamiento quercetina 0.38 mM en ambas cruzas de D.
melanogaster.
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8.6 Distribucién del tamarfio de clones mutantes en ambas cruzas

Finalmente, se realiz el analisis de distribucion de clones mutantes, mediante la prueba
Kolmogorov-Smirnov, la cual compard las frecuencias acumuladas de clones mwh
encontradas en las células de las alas de D. melanogaster CE y CBE en cada tratamiento.

Se encontré diferencia significativa en todos los casos (testigos negativos, positivos y
tratamientos) para ambas cruzas (Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis de la distribucién acumulada del tamafio de clones mwh en CE y CBE de D.
melanogaster, realizado a partir de la prueba de Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). Donde, no
significativo = - y significativo = +.

Testigo Tratamiento Nivel de Diagnostico
significancia

Agua Agua p<0.005 +
Ac-OH Ac-OH p<0.005 +

Vit-C Vit-C p<0.001 +

4ANQO 4ANQO p<0.025 +
Q-0.023 Q-0.023 p<0.005 +
Q-0.047 Q-0.047 p<0.005 +
Q-0.095 Q-0.095 p<0.001 +
Q-0.19 Q-0.19 p<0.025 +
Q-0.38 Q-0.38 p<0.001 +

En el caso particular del testigo negativo agua, para la CE se encontraron clones de hasta
5-8 células, cuyo valor mas alto fue 0.283 y corresponde a clones de una sola célula;
mientras que, para la CBE se encontraron clones de 3-4 células cuyo valor dominante fue
0.206 correspondiente a los clones de una Unica célula (Tabla 9 y Figura 40). Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Figura 40. Distribucién de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo negativo agua en
ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: -;I;- = diferencia significativa (p<0.05).

De manera similar, para el testigo disolvente Ac-OH se encontraron diferencias
significativas en la distribucion de clones, ya que, en la CE se encontraron clones de hasta
9-16 células, mientras que en la CBE se encontraron clones hasta la primera division
celular (Tabla 9 y Figura 41). Estos resultados, reflejan que la diferencias entre ambas
cruzas (nivel de expresion de CYP50) influy6 en la distribucion de clones mwh provocada
por etanol; y es que, como se ha mencionado antes, se sabe que el etanol es capaz de
causar dafio citotoxico in vitro en algunas células que expresan CYP231 humano, un gen
relacionado con CYP450 (Wu y Cederbaum, 1996), lo cual puede explicar que en la CBE
a diferencia de la CE, el tamafio de clon mas grande fuera de Unicamente dos células
(Tabla 9y Figura 41).

Distribucion del tamarfio de clones mwh en Ac-OH

[ng
Qo :: : de ambas cruzas
< =0.500
=40
|
(9]
w O ‘
'
§OOOOO B ’
a N, e
h o
wn

9-16
17-32

Acetona-etanol (CBE)
Acetona-etanol (CE)

33-66
-128

TAMANO DE CLON

-256

TRATAMIENTO

Figura 41. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo disolvente Ac-OH
en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: ?I;- = diferencia significativa (p<0.05).
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En cuanto al testigo prooxidante Vit-C, se encontré que la mayor frecuencia pertenece a
la CBE con un valor de 0.267 para clones de una célula, mientras que, para la CE la
frecuencia més alta fue de 0.175 para clones del mismo tamafio. Estas diferencias fueron
significativas estadisticamente (Tabla 9 y Figura 42).

La Vit-C, de acuerdo a estos datos obtenidos, influyd en la distribucion de clones de mwh
de cada cruza de forma diferente; en la CBE la alta expresion de CYP450 pudo causar
gue esta vitamina C se oxidara causando citotoxicidad (Csala et al., 1999; Valko et al.,
2006) (Tabla 9 y Figura 42).
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Figura 42. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo prooxidante Vit-C
en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: +4» = diferencia significativa (p<0.05).

Para el testigo positivo 4NQO, en la CBE se encontraron clones hasta la sexta division
celular (de 33 a 66 células), siendo la frecuencia mas alta 1.250 que corresponde a clones
de dos células; mientras que, para la CE se encontraron clones hasta la quinta division
celular (17-32 células) y una frecuencia maxima de 0.484 en clones de una Unica célula;
todo lo anterior, muestra que existe diferencia estadisticamente significativa entre la
distribucién de clones de ambas cruzas (Tabla 9 y Figura 43).

Como se ha mencionado antes, el 4NQO debe ser activado metabdlicamente para que
obtenga su poder mutagénico, citotoxico y carcinogénico a través de su metabolito
4HAQO; por lo cual, puede explicarse que en la CBE se hayan encontrado frecuencias
mas altas y tamafios de clones mas grandes, debido al alto nivel de expresion de CYP450
que posee, los cuales participan en el metabolismo xenobidtico (Arellano-Llamas, 2008;
Gaivao et al., 1999; Kohda et al., 1991; Nagao y Sugimura, 1976).
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Figura 43. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del testigo positivo 4NQO en
ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: * = diferencia significativa (p<0.05).

Al comparar la distribucion del tamafio de clones mwh de quercetina 0.023, se encontrd
diferencia estadisticamente significativa. En el caso de la CE los clones llegaron hasta la
tercera division celular, mientras que, para la CBE se encontraron clones hasta la quinta
division (Tabla 9 y Figura 44).
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Figura 44. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del del tratamiento quercetina
0.023 mM en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: * = diferencia significativa (p<0.05).
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En cuanto al tratamiento quercetina 0.047, para la CBE se encontraron clones hasta la
séptima division celular, mientras que en la CE se encontraron clones hasta la cuarta
division. Estos resultados muestran una diferencia estadisticamente significativa (Tabla 9
y Figura 45).
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Figura 45. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del del tratamiento quercetina
0.047 mM en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: ‘%" = diferencia significativa (p<0.05).

De manera similar, se encontré diferencia significativa entre cruzas en el tratamiento
qguercetina 0.095, debido a que para la CBE se encontraron clones de hasta 9-16 células
y para la CE clones de 33-66 células (Tabla 9 y Figura 46).
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Figura 46. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del del tratamiento quercetina
0.095 mM en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: = diferencia significativa (p<0.05)
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Para el tratamiento quercetina 0.19 mM, también se encontré diferencia significativa en
cuanto a la distribucién de clones mwh, ya que, en el caso de la CBE se encontraron
células hasta la séptima division celular, mientras que en la CE solo hasta la cuarta division
(Tabla 9 y Figura 47).
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Figura 47. Distribucién de la frecuencia del tamafio de clones mwh del del tratamiento quercetina
0.19 mM en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: ’}Iq = diferencia significativa (p<0.05).

Finalmente, para quercetina 0.38 mM, al igual que en los casos anteriores, se encontrd
diferencia estadisticamente significativa, ya que en la CBE se encontraron clones de hasta
3-4 células; mientras que para la CE se encontraron clones de 9-16 células (Tabla 9 y
Figura 48).
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Figura 48. Distribucion de la frecuencia del tamafio de clones mwh del tratamiento quercetina
0.38 mM en ambas cruzas de D. melanogaster.
Donde: 71; = diferencia significativa (p<0.05).
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Todos estos resultados (Tabla 9 y Figuras 44, 45, 46, 47 y 48) muestran que, la
quercetina en todas las concentraciones (0.023, 0.047, 0.095, 0.19 y 0.38 mM) tuvo
un impacto diferente para cada cruza en cuanto a la distribucion del tamafio clones
mwh. Esta diferencia, se atribuye al alto nivel expresion de CYP450 en la CBE, de la
cual se sabe que la quercetina es capaz de interferir con su actividad en diferentes
insectos incluida la D. melanogaster (Liu et al., 2015; Ramos y Sultatos, 1998; Sing et
al.,2011).

9. CONCLUSIONES

No se encontr6 genotoxicidad en la CE provocada por quercetina en ninguna de las
concentraciones utilizadas.

Se encontr6 genotoxicidad en la CBE en tres diferentes concentraciones de quercetina:
0.38, 0.095y 0.047 mM.

En el caso del testigo positivo 4NQO, se encontré genotoxicidad en ambas cruzas (CE y
CBE) en todas las concentraciones. Esto era lo esperado, ya que, 4NQO es un potente
mutagénico y carcinogénico.

En la CE no se encontrd genotoxicidad en ninguna de las concentraciones utilizadas de
Vit-C, seguramente debido a su poder antioxidante, capaz de secuestrar radicales de
oxigeno, hidroxilo y superodxido, agente quelante de metales y reductor de radicales
antioxidantes primarios. En cambio, en la CBE si se encontrd genotoxicidad.

En ambas cruzas, la quercetina provoco dafios citotoxicos.

Durante el metabolismo de la quercetina, se distinguio la participacion de los CYP450, ya
que, los datos de cada cruza fueron diferentes tanto en genotoxicidad como
citotoxicidad.
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1. ANEXOS

11.1 Metabolismo xenobiotico

Como se mencion0 antes, el metabolismo xenobibético comprende las cuatro fases por
las que pasa un xenobidtico dentro de un organismo:

1. Absorcion
La absorcion, hace referencia al mecanismo por el cual el xenobiético atraviesa
las barreras corporales del organismo, para posteriormente entrar en el flujo
sanguineo. Las vias de absorcion mas comunes son: via oral (ingesta), via
respiratoria (inhalacion) y dérmica (Repetto y Repetto, 2009).
La absorcién esta condicionada por las caracteristicas del xenobidtico, tales como:
tamafo, pH, grado de ionizacion, liposubilidad, concentracion, etc., incluso, la
absorcion puede verse afectada por barreras del propio organismo tales como la
barrera hematoencefalica, placentaria o hematotesticular (Roldan-Reyes, 2016).
Los xenobidticos, ingresan al organismo usando dos tipos de transporte: activo y
pasivo. El primero de ellos requiere el gasto de energia, ya que se da contra un
gradiente de concentracidén; en cambio, el transporte pasivo puede ocurrir de dos
formas: por difusion simple a través de la membrana debido al gradiente de
concentracion (la mayoria de los xenobioticos utilizan esta via) o por difusion
facilitada a través de canales proteicos cuando no cuentan con la suficiente
concentracion para formar un gradiente adecuado (Flanagan et al., 2007; Plant,
2003).

2. Distribucién
La distribucion es la disposiciéon o arreglo que adquiere el xenobidtico en los
diferentes tejidos del organismo; esta disposicion es diferente en cada tejido
dependiendo de su flujo sanguineo y de la capacidad del xenobi6tico para penetrar
sus células; asi mismo, el tiempo de permanencia es particular a cada tejido (Plant,
2003; Wallace 2001).

3. Metabolismo
Debido a que, la mayoria de los xenobioticos son liposolubles y esto les permite
atravesar las membranas de las células con suma facilidad; es necesario, convertir
dichos xenobidticos en metabolitos polares e hidrosolubles capaces de ser
excretados. Este proceso de transformacién que ocurre dentro del metabolismo
de los xenobioticos se denomina biotransformacion y se divide en Fase |y Fase Il
(Valle-Vega y Lucas-Florentino, 2000).
La Fase | tiene como objetivo modificar la estructura quimica del xenobidtico a
través de reacciones de oxidacion o reduccién en donde se agregan grupos
funcionales polares (hidroxilo, amino, carboxilo, etc.), o mediante hidrélisis donde
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lo que ocurre es la exposicién de grupos funcionales para obtener una mayor
polaridad del xenobiético (Valle-Vega y Lucas-Florentino, 2000).

En otras palabras, la finalidad de la Fase | es aumentar la hidrosubilidad de los
xenobibticos para que sean capaces de reaccionar con los procesos que ocurren
en la Fase Il (Roldan-Reyes, 2016).

Las enzimas que participan en esta fase, son las dependientes de citocromos
P450 (CYP450) y las monooxigenansas de flavin (MOF) que poseen actividad
monoxigenasa y oxidasa de funcion mixta (Roldan-Reyes, 2016).

Por otro lado, en la Fase Il, ocurren lo que se denominan como reacciones de
conjugacion, ya que a los xenobidticos se le adicionan moléculas polares y de alta
disponibilidad en el organismo para disminuir su caracter lipofilico y asi, facilitar su
excresion (&cido glucurénico, ésteres de sulfato, acetatos, glutation, algunos
aminodcidos, etc.). Este tipo de reacciones requieren el gasto de energia (ATP) ya
gue se forman diferentes enlaces quimicos (Valle-Vega y Lucas-Florentino, 2000).
Sin embargo, en algunas ocasiones, cuando se modifica la estructura quimica de
algunos xenobidticos, en lugar de volverse inocuos, se vuelven ain mas toéxicos;
ejemplo de ello son los llamados procarcinogénicos que necesitan pasar por un
proceso de biotransformacion para manifestar su efecto cancerigeno. A este
proceso se le conoce como bioactivacion (Anders, 1985; Loomis, 1978).

. Excresién

Las principales vias de excresion son: uriniaria y biliar, debido a que son las vias
por las que mayormente se eliminan los xenobidticos; sin embargo, existen otras
de eliminacion parcial como: sudor, saliva, leche, aire espirado y secresiones
gastrointestinales (Wallace, 2001).
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11.2 Ciclo de vida de D. melanogaster

D. melanogaster, es un insecto diptero holometabolo, lo que significa que presenta
diferentes estadios o fases dentro de su ciclo de vida (Ramos-Morales et al., 1993),
dichos estadios son: huevo, larva, pupa e imago o adulto (Demerec, 1965). Todo el ciclo
completo dura aproximadamente 10 dias en condiciones Optimas, 25°C y 65% humedad
relativa (Ramos-Morales et al., 1993).

El ciclo comienza con la fecundacion, ésta se da gracias a que el espermatozoide penetra
el ovulo dentro del utero de la hembra (las hembras pueden almacenar los
espermatozoides después de la copula); luego, como resultado de la fecundacion, se
forma un huevo que es depositado en una superficie donde haya abundante alimento, es
de color blanco, mide 1u y esta rodeado por dos membranas que le proveen proteccion
y nutrientes (Ramos-Morales et al., 1993). Posteriormente, del huevo eclosiona una larva
(el desarrollo dentro del huevo dura aproximadamente 24 horas), dicha larva también es
de color blanquecino traslicido y pasa por tres estadios: primero, segundo y tercero; los
dos primeros tienen una duracién de 24 horas, mientras que el tercero dura 48 horas
(Demerec, 1965). Cada larva esta formada por doce segmentos: uno que corresponde a
la cabeza, tres toracicos y ocho abdominales, ademas, presenta dos linajes celulares, las
que forman el cuerpo de la larva llamadas células larvarias y las células imagales las
cuales dan origen a antenas, genitales, o0jos, alas, etc., que son estructuras funcionales
hasta que el organismo alcanza el estadio de adulto; otra caracteristica importante de
ésta fase es que las larvas son muy voraces y cuando estan listas para convertirse en
pupa, se retiran del medio con alimento para migrar a sitios menos humedos (Ramos-
Morales et al., 1993). El estadio de pupa dura alrededor de cinco dias, durante ese tiempo
se lleva a cabo la metamorfosis en la que se destruyen la mayor parte de las células de
la larva, de igual manera se forman las estructuras externas del adulto a partir de los
discos imagales (las células imagales se encuentran dentro de estos discos) (Demerec,
1965). Finalmente, el adulto emerge de la pupa; el cual, en un principio no tiene pigmento,
es de cuerpo alargado y sus alas estan plegadas, sin embargo, después de una hora sus
alas quedan totalmente desplegadas gracias al bombeo de hemolinfa y a las ocho horas
alcanza la madurez sexual (Ramos-Morales et al., 1993) (Figura 1.).
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Figura 1._Ciclo de vida de D. melanogaster
Tomado de: https://dendroterra.jimdofree.com/articulos/droshophila-alimento-vivo/
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11.3 Colecta de huevos

Para realizar la colecta de huevos de las cruzas CE y CBE, se necesita preparar un
medio hecho de levadura fresca de la siguiente manera:

Romper una barra de
levadura fresca en
pedazos pequerios en un
tazon de plastico.

Agregar una cucharada
(aprox.) de azucar
comercial y agua potable.

Incubar la mezcla por 5 La mezcla debe alcanzar
minutos en bano “Maria” una consistencia parecida
(repetir tres veces y entre Ed al “betun” para poder ser
cada repeticion debe vaciada en frascos de

revolverse la mezcla) vidrio.

Los frascos se tapan con
tela de organza y se

dejan reposar toda una
noche a temperatura
ambiente

Figura 1. Esquema del procedimiento a seguir para preparar un medio de levadura fresca para
colectar huevos de acuerdo a Castafieda-Partida et al. (2008).

Después de tener preparados en frascos el medio de levadura fresca y dejar reposar
durante una noche; se trasvasan por separado, las moscas de ambas cruzas para que
las hembras ovopositen por un periodo de 8 horas a 25°C, 60% humedad y en oscuridad.
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Transcurridas las ocho horas, se devuelven todas a las moscas a sus frascos originales,
y los frascos con levadura se incuban (25°C) hasta que los huevos ahi depositados
alcancen el estado larval de tercer estadio (72+4 h).

Finalmente, se recuperan las larvas (para ser utilizadas en los experimentos), lavando la
levadura con agua a temperatura ambiente.
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