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RESUMEN

Las enfermedades cronicas degenerativas y metabolicas, como las enfermedades
cardiovasculares, el cancer y la diabetes mellitus tipo 2 (DT2), caracterizadas por un estado
constante de inflamacion sistémica, tienen como principales factores de riesgo la obesidad
abdominal, el sedentarismo, la mala alimentacion y la resistencia a la insulina. Los
flavonoides pertenecen a una clase de metabolitos secundarios de las plantas que estan
asociados con efectos benéficos para la salud y actualmente son de importante interés en
aplicaciones nutracéuticas, farmacéuticas, medicinales y cosméticas gracias a sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas, moduladoras de enzimas vy
anticancerigenas, sin embargo, carecen de estabilidad y bioactividad al ser sensibles a factores
como la luz, la temperatura, compuestos endogenos y cambios de pH por lo que carecen de
una buena biodisponibilidad. La herramienta de la nanoencapsulacion brinda mayor
estabilidad y asegura la biodisponibilidad de compuestos inestables y sensibles como la
quercetina. En el presente trabajo evaluamos el efecto de nanoparticulas de quercetina sobre
la actividad antioxidante en células Caco-2 y en un modelo in vivo (Drosophila melanogaster) el
efecto sobre la expresion de marcadores de resistencia a la insulina, inflamacion y
antioxidantes, asi como el efecto en el contenido de glucosa, triglicéridos, peso y sobrevida en
larvas y moscas adultas. Los tratamientos se dividieron en seis grupos experimentales: dieta
control (CD), CD + 0.05% de Nanoinulina, CD + 0.05% de NanoQuercetina, dieta alta en
azucar (HSD), HSD + 0.05% de Nanoinulina y HSD + 0.05% de NanoQuercetina. Las
nanoparticulas de quercetina demostraron propiedades antioxidantes al reducir la sefial del
biosensor redox fluorescente HyPer en células Caco-2 intactas y efectos inhibitorios en la
viabilidad de células Caco-2 y Huh-7. Por otra parte, la quercetina nanoencapsulada
disminuy6 los niveles de glucosa circulante (glicemia) y el contenido total de triglicéridos.
Ademads, mejoré la vida media y redujo la expresion de marcadores inflamatorios,
antioxidantes y de resistencia a la insulina, tanto en larvas como en moscas adultas a las que
se les indujo dano metabodlico con una dieta alta en azticar. En conclusidn, las nanoparticulas
de quercetina mostraron un efecto antioxidante en modelo de células de cancer de colon y
también mostraron un efecto anti-inflamatorio y de reversion de un fenotipo de resistencia a
la insulina en un modelo de Diabetes tipo 2 desarrollado en moscas Drosophila melanogaster
alimentadas con dieta rica en sacarosa.
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ABSTRACT

Chronic degenerative and metabolic diseases, such as cardiovascular diseases, cancer and
type 2 diabetes mellitus (DT2), characterized by a constant state of systemic inflammation,
have abdominal obesity, a sedentary lifestyle, poor diet and obesity as their main risk factors.
insulin resistance. Flavonoids belong to a class of secondary plant metabolites that are
associated with beneficial health effects and are currently of important interest in
nutraceutical, pharmaceutical, medicinal and cosmetic applications thanks to their
antioxidant, anti-inflammatory, antimutagenic, enzyme modulating and anticancer agents,
however, lack stability and bioactivity as they are sensitive to factors such as light,
temperature, endogenous compounds and pH changes, which is why they lack good
bioavailability. The nanoencapsulation tool provides greater stability and ensures the
bioavailability of unstable and sensitive compounds such as quercetin. In the present work
we evaluate the effect of quercetin nanoparticles on the antioxidant activity in Caco-2 cells
and in an in vivo model (Drosophila melanogaster) the effect on the expression of markers of
insulin resistance, inflammation and antioxidants, as well as the effect on glucose content,
triglycerides, weight and survival in larvae and adult flies. The treatments were divided into
six experimental groups: control diet (CD), CD + 0.05% Nanoinulin, CD + 0.05%
NanoQuercetin, high sugar diet (HSD), HSD + 0.05% Nanoinulin and HSD + 0.05%
NanoQuercetin. Quercetin nanoparticles demonstrated antioxidant properties by reducing
the signal of the fluorescent redox biosensor HyPer in intact Caco-2 cells and inhibitory
effects on the viability of Caco-2 and Huh-7 cells. On the other hand, nanoencapsulated
quercetin decreased circulating glucose levels (glycemia) and total triglyceride content. In
addition, it improved the half-life and reduced the expression of inflammatory, antioxidant
and insulin resistance markers, both in larvae and adult flies in which metabolic damage was
induced with a high-sugar diet. In conclusion, quercetin nanoparticles showed an antioxidant
effect in a colon cancer cell model and showed an anti-inflammatory effect and reversal of an
insulin resistance phenotype in a type 2 Diabetes model developed in Drosophila melanogaster
flies. fed a diet rich in sucrose.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION



1.1 MARCO TEORICO

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe que, las patologias
cardiometabolicas son, desde hace 20 afios la causa principal de mortalidad en todo el
mundo, en el afio 2020, el nimero de muertes por alguna cardiopatia fue de 2 millones,
en el afio 2019 aumentd hasta casi los 19 millones, ademas, sefiala que siete de las diez
principales causas de muerte en el mundo son enfermedades crdnicas no transmisibles,
entre las que se incluyen enfermedades isquémicas del corazon, infartos, enfermedad
pulmonar obstructiva, diabetes mellitus y cancer [1]. Estas enfermedades se caracterizan
por su larga duracion, los periodos de remision y recurrencia, asi como por sus
consecuencias discapacitantes. Sus origenes son multifactoriales, siendo los principales
factores de riesgo, la obesidad, el sobrepeso, hiperlipidemias, hiperglucemias, la

inactividad fisica, las dietas malsanas y el consumo de sustancias como tabaco y alcohol
[2].

1.2 INFLAMACION Y SINDROME METABOLICO

Por su parte, el sindrome metabdlico es un conjunto de condiciones que aumentan el
riesgo de padecer enfermedades coronarias, diabetes, accidente cerebrovascular y
resistencia a la insulina. Entre los factores de riesgo se encuentran: obesidad, grasa
visceral, hipertension arterial, hiperglucemia e hiperlipidemia [3]. El tratamiento de
primera linea debe ser modificar el estilo de vida a través del ejercicio, dietas sanas y
pérdida de peso, tratando de disminuir los niveles de citoquinas proinflamatorias y la
proteina C reactiva [4]. Con la aparicion de la obesidad y el sindrome metabolico se
presentan alteraciones en la respuesta inmunitaria ya que se genera un proceso
inflamatorio que suele ser crénico y de bajo grado de intensidad, el cual también esta
presente con otras enfermedades degenerativas asociadas, tales como diabetes tipo 2
(DT2), hipertension, dislipidemias, enfermedades cardiacas. Ademas, el sindrome

metabdlico puede ser considerado una condicién inflamatoria crénica de menor grado,



pero que tiene como caracteristica una elevacion de citoquinas proinflamatorias como
TNF-a y proteina C reactiva en sangre. La relacion entre el sindrome metabdlico y la
inflamacion es compleja, y aunque, algunos marcadores inflamatorios informan sobre el
estado de salud y la predisposicion de padecer alguna enfermedad cronica
degenerativa, la sobrecarga metabdlica, el estrés, la hipertrofia oxidativa de tejidos, la
dieta rica en grasas, la genética y el ritmo circadiano provocan una reaccion inflamatoria
como la activacion de quimiocinas, citoquinas, aminas vasoactivas, eicosanoides y

productos de cascadas proteoliticas (5, 6].

1.3 LOS FLAVONOIDES

Una forma de prevenir la aparicion de estas enfermedades crénicas no transmisibles es
aumentar el consumo de alimentos ricos en compuestos bioactivos como los
flavonoides, compuestos naturales que se encuentran en plantas, frutas, granos, raices,
tallos, té, vino, entre otros. Son particularmente interesantes por los multiples beneficios
que brindan a la salud gracias a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antiproliferativas [7]. Sin embargo, al tratarse de moléculas que carecen de estabilidad a
largo plazo, son sensibles a la luz, presentan baja solubilidad en agua y baja
disponibilidad, se ha pensado en utilizar a la nanoencapsulaciéon como estrategia
prometedora que permite mejorar la biodisponibilidad y la sensibilidad. De acuerdo
con las autoras Ayala-Fuentes et al., la nanotecnologia ha provocado un impacto dentro
de la industria alimentaria, principalmente en el desarrollo de alimentos funcionales
mas seguros, sanos y de alta calidad. Para mejorar las propiedades de
biocompatibilidad, disefio, preparacion y variacion en las estructuras es importante
utilizar las técnicas y tecnologias actuales para nanoencapsular flavonoides como la
nanoemulsion bifasica y multiple, el secado por aspersion, el electro-hilado y el

nanoliposoma, ademas de la utilizaciéon de biopolimeros [8].



Los flavonoides pertenecen a una clase de metabolitos secundarios de las plantas que
estan asociados con un amplio espectro de efectos que promueven la salud y
actualmente son de importante interés en aplicaciones nutracéuticas, farmacéuticas,
medicinales y cosméticas gracias a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antimutagénicas, moduladoras de enzimas y anticancerigenas [7]. El ser humano no
produce estos compuestos de forma natural, pero pueden ser adquiridos a través de la
ingesta de alimentos ricos en estos, o a través de complementos alimenticios [9]. Como
componente de la dieta, los flavonoides se han asociado con propiedades promotoras
de la salud, algunos de estos efectos se atribuyen a su estructura, como su capacidad
antioxidante y la captacion y eliminacion de radicales libres [10]. Otras caracteristicas
que se les atribuyen es la capacidad de modular proteinas y enzimas especificas, por
ejemplo, xantina oxidasa, ciclooxigenasa, lipoxigenasa, AMPK vy fosfoinositida 3-

quinasa [11].

Los flavonoides tienen una estructura de benzo-y-pirona y se sintetizan por la ruta de
los fenilpropanoides. Quimicamente, su estructura posee un esqueleto de quince
carbonos que consta de dos anillos de benceno unidos a través de un anillo de pirano
heterociclico [9]. En la figura 1, podemos observar el esqueleto basico de los flavonoides
y su clasificacidn, asi, se pueden subdividir en grupos segun el grado de insaturacion y
la oxidacion del anillo pirano, resultando en las flavonas, un subgrupo que contiene a la
luteolina, la apigenina y la tangeritina, entre otros. También, tenemos a los flavonoles,
los més estudiados de este grupo son la quercetina, el kaempferol, la miricetina y la

fisetina [7].

Otro grupo de flavonoides son las flavanonas, donde encontramos a la hesperidina, la
naringenina y el eriodictiol. Ademas, se encuentran los isoflavonoides, un subgrupo
que contiene a la genisteina y la daidzeina. El grupo de las antocianinas contiene a la

cianidina y a la malvidina, entre otros; por ultimo, en el grupo de las chalconas



encontramos a la floretina, la arbutina y la chalconaringenina, entre otros [7]. La
estructura fenolica, el grado de hidroxilacion, sus sustituciones, conjugaciones y el

grado de polimerizacion determinan sus actividades bioldgicas [9].

OH (o]
o Flavonols
Apigenin Flavones Luteolin Quercetin Kaempferol
0 OH
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OH (o]

Chalconaringenin

HO
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=
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Naringenin | LAAVOMOlS Delphinidin Yy
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Fig. 1. Estructura basica del esqueleto de los flavonoides y sus clases. Imagen tomada de
Panche, A. N., Diwan, A. D., & Chandra, S. R. (2016). Flavonoids: an overview. Journal of nutritional
science, 5, e47.

Estudios sugieren que flavonoides como el acido elagico, la curcumina y el resveratrol
muestran un potencial anticancerigeno y protector en algunos modelos de estudio como
glandulas mamarias, piel, pulmones, intestino, estémago y boca [12]. Los flavonoides

también actiian como oxidantes de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), mejora la



funcion endotelial y presentan accion antiplaquetaria [13]. La quercetina, evita la
formacion de placas ateroscleréticas e inhibe metaloproteinasas I, lo cual explica la
reduccion en la mortalidad de pacientes con enfermedades coronarias e infartos [14]. La
actividad proinflamatoria es otra de las propiedades estudiadas de los flavonoides y se
ha sugerido que, en enfermedades como la leucemia, sepsis, asma, esclerosis, psoriasis,
rinitis, colitis y artritis reumatoide; compuestos como la hesperidina, quercetina y
luteolina afectan a los sistemas enzimaticos reclutando células inflamatorias para liberar
especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno (RNS) y citoquinas
proinflamatorias para eliminar patogenos extrafios y reparar tejidos lesionados, ademas

inhiben las fosfodiesterasas involucradas en la activacion celular [15, 16].

1.3.1 QUERCETINA

La quercetina es un flavonoide clasificado en el subgrupo de los flavonoles y es
abundante en frutas y verduras, como la cebolla, el ajo, las uvas, el brécoli y el té.
Ademas, es el flavonoide mas consumido en la dieta humana [17]. Es de color amarillo
limén brillante y es completamente insoluble en agua fria, poco soluble en agua
caliente, pero bastante soluble en alcohol y lipidos [18]. Quimicamente es un compuesto
triciclico polihidroxilado y que en su forma aglicona, es decir, sin un aztcar adherido,
actia como antioxidante, que es su actividad bioldgica mayormente conocida, las
formas mas comunes de encontrarla son en forma de glucdsido, glucurénido, sulfatada
y metilada [17, 19]. Ademas, la quercetina tiene un efecto moderador sobre el sistema
cardiovascular y ofrece respuestas antiprostanoides y antiinflamatorias modificando la
biosintesis de eicosanoides, también tiene actividades anticancerigenas,
antiinflamatorias, antivirales, antioxidantes y psicoestimulantes, inhibe la peroxidacion
lipidica, la agregacion plaquetaria, la permeabilidad capilar, y estimula la biogénesis

mitocondrial [20, 21].



Estudios farmacocinéticos de quercetina en humanos sugieren una muy baja
biodisponibilidad oral. Su absorcion oscila entre el 3-17%, aunque este niumero varia de
acuerdo con el tipo de glicido conjugado con quercetina, la conjugacion con glucdsidos
presenta una mayor absorcion a nivel del segmento superior del intestino delgado [22].
Su distribucion en tejidos periféricos indica que los metabolitos de quercetina se
acumulan mayormente en el higado y rifién del cerdo y en los pulmones de la rata [23].
El metabolismo de la quercetina ocurre en el intestino delgado y el higado por enzimas
de fase II, siendo la conjugacidn, la glucuronidacion y la metilacion las principales vias
utilizadas para metabolizar a los glucdsidos de quercetina. La eliminacién de los
metabolitos de quercetina es de forma muy lenta y es a través de la orina, heces y aire

exhalado teniendo una vida media de 11 y 28 horas [24].

1.4 INULINA

La inulina es un polimero compuesto de cadenas de fructosa utilizado como
carbohidratos en plantas, frutas y cereales [25]. Quimicamente, es un fructano
polidisperso en el que las unidades de fructosa se polimerizan por enlaces (3 (2—1) [26].
Este polisacdrido resiste la digestion en el estdmago y en el intestino delgado de los
humanos y solo es fermentable en el intestino grueso, son excelentes laxantes, ademas,
se utilizan en la preparacion de alimentos como sustituto de la grasa o el azucar,
ademas de darles caracteristicas de consistencia, textura, humedad y viscosidad,
proporciona solo un 25-35% de energia en comparacion con los carbohidratos digeribles
[27]. Dentro de las principales propiedades nutricionales son el bajo aporte calorico, su
accién como fibra dietética al resistir la hidrolisis enzimatica y la estimulacion en la

produccion de bifidobacterias [28].



1.5 NANOTECNOLOGIA EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

La nanotecnologia se refiere a la capacidad de controlar y reestructurar el material a
nivel atémico y molecular en el rango de aproximadamente 1 a 100 nandmetros, para
poder evaluar y distinguir las distintas propiedades y fendmenos a esa escala [29]. En la
industria farmacéutica, la nanotecnologia ha tenido un alto impacto en la fabricacion de
dispositivos médicos, biosensores de diagnostico, sistemas de administracion de
farmacos y sondas de imdagenes [30]. En el campo de la biologia y la medicina,
propiedades como la adaptabilidad de la superficie, la solubilidad y la capacidad de
interaccion permite a los investigadores responder algunas preguntas bioquimicas y
genéticas mas desafiantes. Por ejemplo, algunas nanoparticulas que se usan para la
orientacion especifica de células cancerosas son los dendrimeros, nanoparticulas de
ceramica, nanoemulsiones de perfluorocarbono y liposomas, entre otras. Hay otras que
estan recubiertas con anticuerpo anti-Flk que se utilizan como terapia anti-angiogénica;
las nanoparticulas recubiertas de oro se utilizan en las imdgenes de tejidos y como

terapia térmica ablativa del cancer [31, 32].

La industria alimentaria cada dia aumenta la demanda de aplicaciones de
nanotecnologia ya que utiliza herramientas para resolver problemas en temas de mejora
del empaque, la produccion, la vida util y la biodisponibilidad. Los nanomateriales
pueden ser utilizados para mejorar propiedades sensoriales como el sabor, consistencia

y textura, en el transporte de nutrientes y como agentes antimicrobianos [33].

Uno de los desafios que enfrentan los compuestos bioactivos presentes en los alimentos
son la baja solubilidad y biodisponibilidad ademas de la poca compatibilidad con la
matriz alimentaria. Para tratar de resolver esta problematica, se ha pensado utilizar la
herramienta de la nanoencapsulacion ya que de esta forma se liberan los compuestos

bioactivos con mayor eficiencia y el tamano de estas particulas permite su absorcion en



lineas celulares especificas. Ademas, aumentan la vida 1til y biodisponibilidad de los

productos alimenticos al mejorar su biocompatibilidad [34].

Ayala-Fuentes y Col., en su articulo del 2022, plantearon que una forma de superar las
limitaciones de estabilidad que tiene la quercetina en el tracto gastrointestinal es la
utilizacion de la tecnologia a nanoescala para desarrollar nanoparticulas a partir de
biopolimeros fermentables, como la inulina, que actia como un sistema de liberacion de
quercetina en una célula diana, brindando estabilidad a la molécula. En su estudio,
sintetizaron nanoparticulas usando el método de secado por aspersiéon y evaluaron los
efectos de nanoparticulas no cargadas de inulina y nanoparticulas cargadas con
quercetina y recubiertas con el mismo biopolimero sobre la viabilidad celular con MTS
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil )-2H-tetrazolio) en
células de cancer colorrectal humano (Caco-2), carcinoma hepatocelular (HepG2) y
tibroblastos dérmicos humanos (HDFa). En su estudio encontraron que, la viabilidad de
las células Caco-2 fue significativamente menor en las células tratadas con
nanoparticulas cargadas (52,27 + 3,0 %) en comparaciéon con las células tratadas con
quercetina libre (108,50 + 2,70 %) a 4,3 ug/mL. Por su parte, las nanoparticulas cargadas
con quercetina disminuyeron la viabilidad celular alrededor del 30% en células HepG2

a una concentracion de 4.3 pg/mL [8].

1.6 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

En la necesidad de buscar alternativas de calidad alimentaria biodegradables, las
industrias alimentaria y farmacéutica han propuesto la utilizacion de nanoparticulas
poliméricas debido a que tienen buena compatibilidad, disefio y preparacion accesibles,
varian en estructuras y presentan caracteristicas biomiméticas [35]. Esta membrana de

polimero que recubre a las nanoparticulas es fundamental en el proceso de la sintesis y



para elegir el polimero apropiado se tienen que evaluar sus caracteristicas
fisicoquimicas, su seguridad, toxicidad y si son o no biodegradables. Al elegirlo, existe
la opcidn de personalizar la entrega dirigida de compuestos, con esto proporcionar una
liberacién prolongada o controlada, mejorar la biodisponibilidad y evitar la accién de
enzimas endogenas que pudieran afectar el compuesto bioactivo [36]. Podemos
encontrar dos tipos de polimeros, los naturales que se obtienen a través de proteinas y
polisacaridos como el quitosano, gelatina, albimina y alginato de sodio; y los sintéticos
como el poli (acido lactico), poli (d, I-glicdlido), poli(lactido-co-glicdlido), entre otros

[37, 38].

1.7 NANOENCAPSULACION DE QUERCETINA

La elaboracion de nanoparticulas de quercetina apunta a dotar de mayor solubilidad en
agua y otros solventes a este compuesto; esto puede mejorar la biodisponibilidad y la
capacidad de absorcién en células vivas [8, 22]. Ademds, pueden proteger a la
quercetina de la degradacién y oxidacion, lo que aumenta su vida util y mantiene su
actividad bioldgica durante mas tiempo. Por su parte, la quercetina al estar unida a
fibra, polisacaridos o matrices vegetales por medio de enlaces covalentes, la quercetina
para atravesar las membranas celulares y llegar a los tejidos o células objetivo, lo que
puede aumentar su eficacia terapéutica [31]. Por ultimo, debido a la mayor
biodisponibilidad y eficacia, puede ser necesario administrar dosis mds bajas de
nanoparticulas de quercetina para lograr los mismos efectos terapéuticos que con

quercetina en su forma natural [32].

Kumari et al., elaboraron nanoparticulas biodegradables a partir de poli — D — L -lactido
cargadas con quercetina y al realizar las mediciones, obtuvieron tamafios en las

nanoparticulas de 170 + 25 nm y la eficiencia de encapsulacion de la quercetina
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evaluada por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) fue del 96.7% [39]. Li
et al.,, disefiaron y caracterizaron nanoparticulas lipidicas cargadas con quercetina y
evaluaron su uso como vehiculo de administracion de compuestos activos con baja
solubilidad acuosa, ademas, encontraron mejorias en la absorciéon de quercetina en el

tracto gastro intestinal de ratas [40].

Varios modelos se han utilizado para evaluar y determinar los efectos antioxidantes y
antiinflamatorios de quercetina nanoencapsulada. Por ejemplo, Khater y Col., utilizaron
un modelo de ratas a las que se les indujo colitis con sulfato de dextrano de sodio (DSS)
y evaluaron la eficacia de nanoparticulas cargadas con quercetina sobre la gravedad de
las lesiones, estrés oxidativo y respuesta inflamatoria. Ademas, observaron a través del
examen histopatologico e inmunohistoquimico que, la administracion de
nanoparticulas cargadas con quercetina reducia significativamente el indice de
actividad de la enfermedad. También, las nanoparticulas redujeron los marcadores de
estrés oxidativo, citoquinas proinflamatorias y el marcador para calprotectina fecal

observados en ratas con colitis [41].

Para tratar de resolver la poca solubilidad, la baja absorcion y biodisponibilidad,
Sanchez-Jaramillo y Col., formularon y desarrollaron microparticulas y nanoparticulas
cargadas con quercetina para evaluar el efecto antifibrogénico in vivo en ratones macho,
a los que se les indujo insuficiencia renal crénica con adenina y se trataron con
quercetina micro y nanoencapsulada. Analisis bioquimicos, histologicos y moleculares,
sefialan que dosis pequefias de nanoparticulas protegen del dafio renal, el mismo efecto
fue observado con dosis mdas altas de microparticulas lo cual sugiere que la
nanoencapsulacion aumenta la efectividad de la quercetina, quizds porque mejora la
absorcion en el intestino y su concentracion en la circulacidn sistémica y

biodisponibilidad, facilitando su entrada en las células [42].
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En trabajos previos de nuestro grupo dirigido por la Dra. Rocio Chavez, logramos
incorporar con éxito quercetina nanoencapsulada en un pan de caja, como una forma de
desarrollar un alimento funcional de uso en la poblacion general. Este alimento fue
consumido durante 3 meses por adultos que presentaban sindrome metabdlico y
observamos que, una dosis de 0.05% de una mezcla 1:1 de quercetina y (-)-epicatequina
disminuyeron parametros bioquimicos clinicos relacionados con obesidad, sindrome
metabdlico y diabetes, como glucosa, hemoglobina glicosilada, triglicéridos, colesterol

LDL, VLDL y HDL. Ademas, disminuyen la genotoxicidad celular en humanos [43].

1.8 EL MODELO DE Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster (Dm), también denominada “mosca de la fruta” porque se
alimenta de frutos en proceso de fermentacion como pldtanos, uvas, manzanas, entre
otras [44]. Este organismo modelo fue introducido por Thomas H. Morgan y ha
demostrado su importancia en el estudio de trastornos metabolicos que ofrece ventajas
para la investigacion cientifica ya que se puede modificar genéticamente para
identificar las funciones fisiologicas, evaluar el efecto mutagénico de farmacos,
compuestos bioactivos, la radiacién X, gamma, nuclear y ultravioleta [45]. Este modelo
ofrece ventajas gracias a que son organismos de tamafio pequeno, tienen 3 pares de
cromosomas autosomicos y 1 sexual, son faciles de cultivar en el laboratorio, tiene un
tiempo de generacidn corto, entre 15 y 21 dias. Actualmente, existe gran cantidad de
lineas mutantes que producen fenotipos claros, aproximadamente el 60% de los genes
involucrados en patologias humanas tienen una contraparte que se puede identificar en
el genoma Drosophila melanogaster, por su parte, el 50% de las secuencias proteicas de la

mosca de la fruta tienen andlogos en los mamiferos [46, 47].
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Durante mas de un siglo, la investigacion sobre DM ha dado como productos distintos
premios Nobel y forman parte de la comprension actual en la biologia de los mamiferos.
Por ejemplo, se ha descrito la radiacion como agente mutagénico, la delineacion de
numerosas vias de sefializacion intracelular conservadas, incluidas Notch, Hedgehog y
Wnt, la conservacion de la biologia del desarrollo animal, ejemplificada por los genes
Hox, el descubrimiento de receptores tipo Toll como reguladores clave de la inmunidad
innata, la identificacion de componentes funcionales clave de las vias reguladoras del
crecimiento, incluidos Ras e Hippo, la identificacion genética de reguladores de la
cromatina, la descripcion de los mecanismos de actividad de nicho de células madre, la
naturaleza molecular de la conduccion neural, a través de los canales Shaker y TRP, la

base molecular de los ritmos circadianos, entre otros [48].

1.8.1 MORFOLOGIA

Los organismos adultos de DM miden de 2 a 4 milimetros de largo; generalmente son
de color amarillo palido a marrén rojizo o negro y tienen anillos negros transversales en
el abdomen con ojos de color rojo o naranja. Algunas especies de Drosophila melanogaster
tienen patrones negros distintivos en las alas, antenas plumosas y aristas erizadas en la
cabeza y en el torax. Ademas, tiene una de las formas mas avanzadas del ojo entre los
insectos contando con 760 omatidios por ojo, cada omatidio tiene una cérnea y 8 células
fotorreceptoras [49]. El dimorfismo sexual es caracteristico de este modelo, ya que los
machos se pueden diferenciar facilmente de las hembras en tamafio y color. El macho es
mas pequefio que la hembra y la parte dorsal del cuerpo del macho es mas oscura
debido a una mancha negra distintiva en el abdomen. Ademads, en moscas recién
nacidas, el dimorfismo sexual es menos notorio, entonces, para poder distinguir a la
hembra del macho, la pata delantera de un macho posee un peine sexual a diferencia de

la mosca hembra [50].
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1.82 REPRODUCCION Y CICLO DE VIDA

Dm es un insecto holometabolo, es decir, que se desarrolla en etapas de larva y pupa
antes de la etapa adulta. La fertilizacion es interna y el esperma se almacena dentro del
cuerpo de la hembra en un receptaculo seminal. Las hembras alcanzan la maxima
produccion de huevos entre el cuarto y séptimo dia, durante este tiempo ponen huevos
continuamente a un ritmo de 50 a 70 huevos diarios. Los huevos eclosionan en un lapso
de 22 a 24 horas a 25°C. La larva que emerge es diminuta y se llama larva de primer
estadio (L1), se alimenta y después de 25 horas muda a una larva de segundo estadio
(L2) un poco mas grande, la cual sigue alimentdndose y pasadas otras 24 horas muda a
la larva del tercer estadio (L3), esta es la mas grande de las formas larvales, y contintia
alimentandose, pero comienza a trepar por las paredes del tubo para salir de su comida,
buscando un 4rea limpia y seca para pasar al siguiente estadio, la pupa, un estadio
estacionario que dura del dia 5 al 9 e inicia con un color blanco amarillento, a medida
que pasan las horas se vuelve mds oscura, esta etapa de metamorfosis da paso a la

eclosion de las pupas para llegar al estadio de imago o adulto el dia 10 [51, 52].

1.8.3 Dm COMO MODELO DE DIABETES Y ENFERMEDADES DE
RESISTENCIA A LA INSULINA

Para el estudio del metabolismo en Dm existen métodos para evaluar intervenciones
dietéticas, mediciones de triglicéridos, colesterol, glucosa, trehalosa y glucogeno,
tinciones para la deteccion de lipidos y el uso de cromatografia de gases-espectrometria
de masas (GC-MS) para detectar los principales metabolitos polares [53]. La mosca de la
fruta tiene varias funciones metabdlicas basicas similares a los mamiferos, incluida la
capacidad de mantener la homeostasis de la glucosa, bajo el control de péptidos

similares a la insulina (ILP) y la hormona adipocinética del péptido similar al glucagén
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(AKH), y la capacidad de almacenar y movilizar reservas de energia como el glucdgeno

y la grasa [54].

Asimismo, se ha mencionado que el tejido adiposo en Dm produce una lipocalina
denominada Neural Lazarillo (NLaz), la cual actia como antagonista de la sefializacion
de insulina. Se ha observado que niveles elevados de expresion génica de NLaz sirven
como indicador de resistencia a la insulina en moscas expuestas a regimenes

alimentarios ricos en aztcares y grasas. [55].

Ademads, algunos organos y tejidos metabolicos tienen homologos funcionalmente
analogos en las moscas, como el higado, pancreas y el tejido adiposo. Se ha demostrado
que el receptor para ILP de la mosca (InR) funciona de manera similar al receptor de
insulina en mamiferos en el sentido que tiene actividad de tirosina quinasa y se
autofosforila en respuesta a la insulina humana, pero no a otras hormonas peptidicas

[56].

En el estudio elaborado por Birse y Col., Dm ha sido expuesta a dietas altas en grasas
(HFD) resultando en una disminucion de DILP2 y un aumento de la glucosa total y
disminucion de AKT fosforilada, lo que sugiere que DM responde a HFD con una
fisiologia similar a la de los mamiferos [57]. Para el estudio del sindrome metabdlico, se
han comparado los efectos de HSD y HFD en fenotipos relacionados con parametros
como el peso, niveles de triglicéridos, glucosa circulante y sobrevida, por lo tanto, la
utilizacion de un modelo como Dm con una disfuncion metabolica permite evaluar el
efecto de la quercetina nanoencapsulada en la mejora de pardmetros indicadores de

enfermedades metabolicas [58].

El modelo de Dm se ha convertido en una herramienta valiosa, versatil y confiable para
estudios bioldgicos y metabolicos debido a las similitudes estructurales y funcionales,

esto permite asociar procesos metabolicos en moscas con los observados en mamiferos,

-15-



ademas de ayudar a descifrar vias bioldgicas criticas para que con la investigacion
cientifica se puedan identificar posibles objetivos terapéuticos y comprender los
mecanismos subyacentes a diversas enfermedades en los humanos. Alfa y Kim, en su
articulo publicado en 2016, describieron que, DM es un excelente modelo para la
caracterizacion funcional de distintos genes asociados con la diabetes mellitus tipo 2
(DT2), ademas, algunos mecanismos y componentes moleculares que participan en la
homeostasis de la glucosa y en la resistencia a la insulina se conservan parcialmente

entre moscas y humanos [59].

Lourido y Col., sugieren que, Dm es un modelo experimental facilmente manipulable
debido a la posibilidad de incorporar diferentes agentes en la dieta semisdlida y la
influencia determinante de factores metabdlicos, facilitan la evaluacién nutricional
utilizando marcadores de desarrollo y fenotipicos reconocidos. En su estudio de 2021,
utilizaron a Dm como modelo de DT2 generada por el consumo de una dieta alta en
sacarosa y estudiaron los efectos de la inhibicion de la expresion del receptor de la via
JAK/STAT Domeless, en tejido graso, sobre el metabolismo adiposo y control de la
glucemia. La pérdida del receptor Domeless en las células del tejido graso revirtio tanto
la hiperglucemia como el aumento en la expresion del marcador de resistencia a la
insulina nLaz, que fue observado en larvas alimentadas con una dieta alta en aztucar.
Este efecto fue consistente con una disminucion significativa en la expresion de ARNm
de Dilp2 y un aumento en el peso corporal en comparacién con las moscas wild-type
alimentadas con dietas altas en azticar. Ademas, la pérdida del receptor Domeless
redujo la acumulacidn de triglicéridos en las células del tejido graso de las larvas y
aumento significativamente la vida ttil de las moscas adultas alimentadas con una dieta

alta en azucar [60].

De acuerdo con Musselman y Col, las moscas ofrecen una gran cantidad de

paradigmas con los que estudiar la regulacion y los efectos fisioldgicos de la
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acumulacion de grasa, asi, las moscas obesas acumulan triglicéridos en el cuerpo graso,
un organo que es similar al tejido adiposo de los mamiferos, que tiene la particularidad
de almacenar y catabolizar lipidos. También, estas moscas en condiciones de obesidad
muestran complicaciones fisiopatologicas como la hiperglucemia, menor tiempo de

vida y en su funcion cardiovascular, similares a las observadas en humanos obesos [61].

En 2011, Musselman y Col., publicaron un articulo en el que examinaron si larvas en
desarrollo expuestas a una dieta alta en calorias inducia fenotipos que eran consistentes
con la resistencia a la insulina, las razones por las que usaron larvas son porque se
alimentan, crecen y almacenan energia constantemente, dichos procesos estan
controlados por la via de sefializacion de la insulina. Demostraron que una dieta alta en
azucar (HSD) indujo hiperglucemia en Dm en contraste con las moscas que se
alimentaron con Dieta Control (CD). Ademas, las larvas consumieron menos alimento
en HSD, pero desarrollaron hiperglucemia mds severa, la disminucion de glucogeno fue
similar a la observada en mutantes de la ruta de la insulina. Los autores sugieren que,
dado que el ILP homologo de IGF-1 utiliza el mismo receptor que los ILP homologos de
la insulina, la tasa de crecimiento y el tamaro de la larva dependen de la capacidad de
sefializacion de la insulina. De este modo, las larvas que estaban expuestas a HSD,
redujeron su tamano significativamente como consecuencia de la resistencia a la
insulina. Especificamente, en dieta HSD, la tasa de desarrollo larvario resultdé en un
retraso significativo de 3 a 5 dias en comparacion con las expuestas a CD [62]. Por lo
tanto, los modelos de estudios expuestos a condiciones de ingesta hipercaloricas
manifiestan estados transitorios de inflamacion y estrés, caracterizados por la presencia
de especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, metabolitos que son productos de la

actividad celular en respuestas a desafios de estrés oxidativo.
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1.9 CULTIVO CELULAR

El cultivo celular se basa en protocolos que permiten y facilitan el crecimiento de células
eucariotas o procariotas en condiciones fisiologicas. Se trata de una herramienta muy
versatil dentro de la investigacion, gracias a que las aplicaciones son tan diversas
porque permite replicar mecanismos de enfermedades o investigar metabolismo,
envejecimiento, efectos y toxicidad de nuevos compuestos farmacoldgicos, mutagénesis
y carcinogénesis gracias a su homogeneidad y la reproducibilidad en los datos que se
generan [63]. El cultivo primario se refiere a la etapa del cultivo que ocurre después de
aislar células de cualquier tejido y que proliferan bajo condiciones apropiadas hasta que
alcanzan la confluencia. Durante esta etapa, las células deben subcultivarse ya que
tienen una vida util limitada o finita y, a medida que se siguen pasando, predominan
las células con la mayor capacidad de crecer, lo que da como resultado un grado de

uniformidad genotipica y fenotipica en la poblacién [64].

El metabolismo aerdbico trae inexorablemente la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que son contrarrestadas por defensas antioxidantes intrinsecas que
evitan los efectos nocivos intracelulares. Hernandez, y Col.,, compararon el valor
informativo de las mediciones en estado estacionario y la cinética de HyPer, un
biosensor fluorescente que reporta los niveles de oxidacion de proteinas y la capacidad
de reduccién celular después de la oxidacion por el peroxido de hidrégeno. En este
estudio, los autores encontraron que las tasas de recuperacion de la sefial HyPer
después de un desafio con H:O: informan el tono reductor del entorno. También,
caracterizando diez lineas celulares humanas segtin las respuestas a los diferentes
pulsos de H20, incluida su capacidad para reducir los enlaces disulfuro evaluados en
términos de su capacidad migratoria, la eficiencia de la migracién celular responde a la
maquinaria reductora en el citoplasma, que, a su vez, puede ser modificada por

compuestos exdgenos, por lo tanto, el ensayo con el biosensor HyPer permite evidenciar
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el cambio en el estado transitorio y del tono oxidativo citoplasmatico en células intactas
desafiadas a condiciones de estrés oxidativo y comprobar si compuestos como los
flavonoides u otros metabolitos son capaces de evocar un cambio en el tono redox

citoplasmatico [65].

1.9.1 CELULAS CACO-2

Son células epiteliales aisladas de tejido de colon con adenocarcinoma colorrectal. Es un
huésped de transfeccion adecuado para estudiar citotoxicidad, ensayos de
permeabilidad in vitro con diferentes productos biofarmacéuticos, en estudios de
captacion y absorcion de hierro, en ensayos de inhibidores, transportadores, captacion
de farmacos formulados con liposomas, entre otros [66]. La linea celular Caco-2 al crecer
en monocapas tiene una diferenciacion espontdnea tunica, transporta activamente
vitaminas, hormonas, aminodcidos y aztcares, ademds, expresa varias enzimas,

transportadores idénicos y no iénicos [67].

1.9.2 CELULAS HUH-7

Es un tipo de linea celular diferenciada de tipo epitelial de carcinoma de hepatocitos
con multiples mutaciones, incluida una mutacién puntual en p53. Son utilizadas de
forma fundamental en la investigacion del virus de la hepatitis C, ya que permite la
deteccion de candidatos a farmacos contra este virus y el desarrollo de nuevos gracias a
la diferenciacion y fenotipo similar a un hepatocito [68]. Ademas, se ha sugerido que la
linea Huh-7 representa un modelo celular mayormente adecuado para evaluar la
resistencia a la insulina en comparacién con la linea celular HepG2, debido a que

presenta biomarcadores correlacionados con la resistencia a la insulina como la
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captacion de la glucosa, la concentracion de lipidos y glucégeno, asi como la

fosforilacion del receptor de insulina [69].

1.10 HIPOTESIS

Las nanoparticulas de quercetina ejerceran un efecto antioxidante en células epiteliales
intactas y, ademads, desencadenaran un efecto anti-inflamatorio en un modelo de
diabetes tipo 2 (DT2) desarrollado en Drosophila melanogaster alimentada con dieta alta

en azucar.

111 JUSTIFICACION

La DT2 es una de las enfermedades de rapido crecimiento en el mundo que presenta
complicaciones significativas y afecta de manera sustancial la calidad de vida de
quienes la padecen. Entre las complicaciones mas comunes se incluyen problemas
cardiovasculares, neuropatias, retinopatias y enfermedades renales, lo que subraya la
importancia de un manejo integral de la enfermedad que no solo se centre en el control
glucémico, sino también en la adopcién de un estilo de vida saludable y medidas
preventivas. La comprension profunda de los factores de riesgo y la promocién de la
conciencia sobre la prevencidén son elementos clave en la lucha contra esta creciente
epidemia global. Se ha estimado que casi 592 millones de adultos se convertiran en
pacientes diabéticos para el afio 2035 debido al envejecimiento, el alto crecimiento de la
poblacion, el aumento de la urbanizacidn, la alta prevalencia de la obesidad, el aumento

del nivel de vida y la difusion de comidas rapidas ricas en calorias y grasas [70].

Actualmente, los estilos de vida malsanos que se practican en Baja California, incluidos

el sedentarismo, el consumo de alcohol y tabaco, el afan por consumir comida répida y
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ultraprocesada, hacen que el estado ocupe de los primeros lugares en mortalidad a
nivel nacional. De acuerdo con el reporte estadistico sobre las defunciones registradas
de enero a junio de 2021 presentado por la Secretaria de Salud y el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia, las cinco primeras causas de muerte en México engloban a
enfermedades crénicas degenerativas, incluida la diabetes, enfermedades
cerebrovasculares, lipidemias, hipertension arterial y hepatopatias y cancer, tanto en

hombres como en mujeres [71].

Las personas que padecen enfermedades del corazén o diabetes inician terapia
farmacoldgica con el fin de controlar su enfermedad y tener una mejor calidad de vida.
Sin embargo, los fdrmacos prescritos tienen diferentes efectos adversos que, a largo
plazo, terminan comprometiendo uno o varios drganos de los pacientes. La idea de
brindar alternativas para los pacientes con diabetes e hipertension como Ia
implementacién de alimentos con ingredientes funcionales nanoencapsulados resulta

atil porque tienen menor cantidad de efectos adversos y son mas seguros.
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1.12 OBJETIVO GENERAL
Evaluar las nanoparticulas de quercetina con efecto antioxidante en células vivas y un
impacto anti-inflamatorio en un modelo de DT2 en Drosophila melanogaster alimentada

con una dieta alta en aztcar.

1.13 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de las nanoparticulas de quercetina sobre la actividad de calcio y
peroxido de hidrogeno, como indicadores de actividad antioxidante en células Caco-
2.

2. Evaluar el efecto de las nanoparticulas de quercetina en la expresiéon de marcadores
de resistencia a la insulina, inflamacion y antioxidantes en larvas y adultos de
Drosophila melanogaster como modelo de un organismo completo.

3. Evaluar el efecto de las nanoparticulas de quercetina en el dafo sistémico en
términos de contenido de glucosa, triglicéridos, disminucion del peso y la sobrevida

en Drosophila melanogaster como modelo de un organismo completo.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS
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21 REACTIVOS Y SALES

Los reactivos y sales para la preparacion de buffers se adquirieron de Sigma-Aldrich,
(St. Louis, MO, EE. UU.). Los medios de cultivo y los suplementos se adquirieron de
Life Technologies (Carlsbad, NY, EE. UU.). Catadlogo No. 5523-10L. La ionomicina se
adquirié de Tocris (Bristol, Reino Unido). El colorante Fura-2 se adquiri6 de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). Catdlogo No. 50033-1. Las soluciones madre
se prepararon en etanol absoluto a 50 mM. La solucién de peroxido de hidrogeno al
30% y etanol absoluto utilizados en este trabajo fueron de Merck (Darmstadt, Alemania)

Catalogo No. 1.07210.1000.

2.2 CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares de carcinoma hepatocelular humano (Huh-7); CRL-8621™, la linea
epitelial de adenocarcinoma colorrectal humano (Caco-2); (ATCC® HTB-37 ™) se
adquirieron de American Type Culture Collection (Manassas, VI, USA) y se cultivaron
en Medio Minimo Esencial (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10%
(Sigma-Aldrich, MO, EE. UU.). Las células se mantuvieron en atmosfera humidificada
con 5% de CO2 / aire y el medio de cultivo se cambid cada 48 o 72 horas. Cuando se
observé una confluencia entre el 70 y el 80%, las células cultivadas se expandieron a
otras placas o se sembraron en cubreobjetos de vidrio (Marienfeld, Alemania) para

obtener las imagenes y se utilizaron en los pasajes 20-40.

2.3 MONITOREO DE Ca* INTRACELULAR
Previamente las células Caco-2 fueron cargadas con la sonda FURA-2, el cual se une al
Ca? intracelular y permite su monitoreo. Los cubreobjetos se montaron en una cdmara

de abierta y los medios de cultivo fueron reemplazados con tampon KRH (Krebs-
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Ringer-HEPES, en mM: 140 NaC(l, 4,7 KCl, 20 Hepes, 1,25 MgSOs y 1,25 CaClz, pH 7,4),
suplementado con glucosa 5 mM. Las imagenes se realizaron en un microscopio Nikon
Ti invertido (Tokio, Japdn) equipado con objetivos de inmersion en aceite de 40x
(apertura numérica, N.A. 1.3). Se acoplo una ldmpara de xendn al dispositivo
monocromador (Cairn Research Ltd., Faversham, Reino Unido), lo que permitié una
excitacion dual a 340 y 380 nm. El muestreo de datos se adquirié cada 10 segundos y se
expres6 como una relacion de 340/380. La fluorescencia de cualquier célula individual
se cuantifico dibujando el mismo ROI (regidén de interés) en imdgenes derivadas de
ambos canales. Para cada registro, se realizo6 un lapso inicial de 20 minutos para
garantizar una linea de base confiable, llamada valor de linea de base. Luego, se agregd
una concentracion de 1-100 uM de las nanoparticulas blanco y nanoparticulas cargadas
con quercetina posteriormente, dejamos correr el registro durante 15-20 minutos.
Finalmente, se agregd un iondforo (ionomicina) como control positivo (aumento de

calcio).

24 PRODUCCION E INFECCION DE PARTICULAS ADENOVIRALES

El biosensor HyPer se introdujo en el citoplasma de las células Caco-2, infectandolas
con un vector adenoviral utilizando el kit AdEasy-Adenoviral Vector System (Agilent
Technologies, CA, EE. UU.), mediante la adicién de una dilucién de virus 1: 50. Dos
dias después de la infeccion, las células estaban listas para la obtencion de imagenes de

HyPer, biosensor expresado homogéneamente en el citosol sin signos de citotoxicidad.

25 REGISTRO E IMAGENES
Tal como se describe para las medicion razonométrica de calcio, se montaron

cubreobjetos que contenian células Caco-2 que expresan HyPer en una cadmara de
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grabacion abierta con tampdén KRH suplementado con glucosa. El biosensor HyPer se
excitd a 420 y 490 nm, mientras que la luz emitida se recogio con un filtro de paso largo
a 520 nm. Para cada registro, se consider6 un lapso inicial de 20 min para asegurar una
linea de base confiable y estable, que funciona como el valor basal. Luego, se agregd
una concentracion de 1-100 uM de las nanoparticulas blanco o nanoparticulas cargadas
con quercetina, y se observo su efecto durante 15-20 minutos. Se realizaron tres lavados
con KRH suplementado con glucosa entre cada hito. Ademas, se aplicaron dos pulsos
consecutivos de H:0:. El primero fue de 50 puM, suficiente para evocar un aumento
moderado y transitorio en la senial HyPer. El segundo fue un pulso de saturacion de 500

uM H20, atil para determinar la respuesta maxima de HyPer.

26 ENSAYOMTT

La determinacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
bromuro difeniltetrazolio) (MTT) es un ensayo colorimétrico que cuantifica el
metabolismo celular a través de la reduccion del tetrazolio a formazan purpura por la
accion de la enzima oxidorreductasa dependiente de NADPH. Se cuantificaron las
células en cdmara de Neubauer hasta obtener la densidad de 480,000-500,000 células por
mililitro. Se agregaron 100 pL de ambas lineas celulares, Caco-2 y Huh-7 en placas de 96
pocillos y se incubaron durante 24 horas en atmdsfera humidificada con 5% de CO2 a 37
°C. Transcurrido este tiempo, se procedio a la exposicion de las células a las soluciones
de quercetina, nanoparticulas con quercetina y nanoparticulas con inulina. Se
prepararon 7 soluciones para los 3 tratamientos diferentes en medio de cultivo EMEM,
sin suero bovino fetal, a las concentraciones de 1.8 nM, 3.7 nM, 7.5 nM, 15 nM, 30 nM,
60 nM y 120 nM. Posteriormente, se dejaron incubando las células por 24 horas.
Transcurrido el tiempo, se cambi6o el medio de cultivo, se enjuagd con PBS y se

agregaron 10 pL del reactivo MTT y se dejaron incubando por 4 horas. Se solubilizaron
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los cristales formados con 100 puL de buffer con acido clorhidrico y se dejé incubando

toda la noche a 37°C. A la mafana siguiente, se midid la absorbancia a 550 nm.
2.7 MODELO ANIMAL Y GRUPOS EXPERIMENTALES.

Se utilizaron moscas Drosophila melanogaster de la cepa silvestre Canton Special (CS,
#64349) provenientes de Bloomington Drosophila Stock Center. Estos animales fueron
crecidos en viales de plastico transparente en un incubador a 25°C, 50% de humedad
relativa, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, desde las 8:00 hasta las 20:00 hora

local. Los grupos experimentales de intervencion dietaria se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Grupos de intervencion dietaria.

Grupo 1 (CD): Dieta control (grupo control)

Grupo 2 (CDN): Dieta control + 0.05% de nanoparticulas con inulina

Grupo 3 (CDNQ): Dieta control + 0.05% de nanoparticulas con quercetina

Grupo 4 (HSD): Dieta alta en azudcar (sacarosa [1.0 M])

Grupo 5 (HSDN): Dieta alta en aztcar + 0.05% de nanoparticulas con inulina

Grupo 6 (HSDNQ): Dieta alta en azticar + 0.05% de nanoparticulas con quercetina

2.8 COMPOSICION DE LAS DIETAS CONTROL Y ALTA EN AZUCAR.

El alimento estandar de las moscas, Dieta Control (CD) estda compuesta en %
peso/volumen por agar 1%, levadura de cerveza 8%, extracto de levadura 2%, peptona
2%, sacarosa 5.1%, sulfato de magnesio 0.05%, cloruro de calcio 0.05%, la adicién de
acido propidnico como conservador y Metil p-hidroxibenzoato (Nipagin) como
antimicdtico y antibacteriano. Las Dietas Control suplementadas con nanoparticulas

blanco (CDN) y nanoparticulas con quercetina (CDNQ) tienen la misma composicion
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que la CD mas la suplementacion de 0.05% de nanoparticulas blanco y nanoparticulas

cargadas con quercetina, respectivamente.

La dieta alta en azticar (HSD), permite inducir un modelo de DT2, en el cual las moscas
desarrollan hiperglicemia, acumulacion de grasas, resistencia a la insulina y otras
alteraciones metabdlicas [8, 9]. Esta dieta, a diferencia de la CD, tiene sacarosa en un
34.2%. Las dietas altas en aztcar suplementadas con nanoparticulas blanco (HSDN) y
nanoparticulas con quercetina (HSDNQ) tienen la misma composicion que la HSD mas
la suplementacién de 0.05% de nanoparticulas blanco y nanoparticulas cargadas con
quercetina, respectivamente. La composicion caldrica para las dietas CD y HSD se

encuentran detalladas en el anexo 1 del material suplementario.
2.9 DEFINICION DE LA MUESTRA

El tamafio de muestra se determind a partir de la evidencia publicada utilizando el
modelo Drosophila melanogaster y tomando como referencia especifica los protocolos
propuestos por el Laboratorio de Laura Musselman, quien desarrolld y caracterizé el
modelo de diabetes inducida por dieta alta en sacarosa en estos animales [61]. De
acuerdo con cada ensayo, se utilizaron grupos de moscas con un n que varia entre 10 y
50 individuos por condiciéon y en 3 o 4 experimentos independientes para cada
evaluacion. Adicionalmente, algunos ensayos utilizaron réplicas técnicas para la

medicion.
2,10 ENSAYO DE INGESTA

Para estimar la cantidad de alimento ingerido por las moscas de los distintos grupos

experimentales, se utilizd un protocolo previamente establecido [72].

El ensayo de ingesta se basa en la cuantificacion de un colorante incorporado en la
dieta, el cual es determinado por absorbancia en un homogenizado de moscas

alimentadas con la dieta mas colorante. Brevemente, las moscas se dejan en dieta con
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colorante azul al 1% (Brilliant Blue, Sigma® grado alimenticio) una noche completa a
modo de adaptacion, teniendo 20 moscas por cada condicion dietaria, a la mafiana
siguiente, se pasaron las moscas a su dieta correspondiente sin colorante por dos horas
a fin de que eliminaran el colorante ingerido. Para realizar el ensayo, se volvieron a
colocar las moscas en la dieta con colorante y comieron por 2 horas. Bajo la lupa, se
revisaron y seleccionaron 8 moscas con el abdomen coloreado de azul y se les quita la
cabeza para que el rojo de los ojos no interfiera en la medida colorimétrica. Las moscas
seleccionadas, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL para cada grupo y por
triplicado. Posteriormente, se homogenizaron en 100 pL de PBS y luego se
centrifugaron durante 1 minuto a 13000 rpm, se extrajo el sobrenadante y se traspaso a
una placa multipocillo para cuantificar la absorbancia a 630 nm utilizando un
espectrofotometro (TECAN Infinite f50). El homogeneizado de un grupo de moscas que
no comieron alimento azul se utilizé como blanco en cada uno de los tratamientos.
Finalmente, se estimd la cantidad de alimento promedio ingerida en una ventana de dos
horas a partir de una curva estandar elaborada con una serie de colorante en
homogenizado de moscas en dieta control sin colorante y la ecuaciéon previamente

descrita por Laura Musselman [71].

211 MEDICION DE PESO

Para determinar el peso, expresado en miligramos (mg), se realizé en una balanza
analitica. Las moscas fueron adormecidas con didoxido de carbono (CO:) de forma
previa, después se agruparon conjuntos de 5 moscas por cada condicion dietaria, se
transfirieron a tubos Eppendorf de 0.2 mL previamente masados y por diferencia
determinar el peso exacto en mg. El peso obtenido fue dividido en cinco, para
determinar el peso promedio de una mosca. Este proceso se realizé por triplicado para

cada grupo experimental. Para las larvas, se pesaron agregando una sobre otra hasta
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sumar 10 y se obtuvo el peso individual por sustraccion. Este procedimiento se realizo

de 3 a 4 veces por condicion dietaria.

212 MEDICION DE GLICEMIA EN LARVAS L3 Y MOSCAS ADULTAS

Para cada condicion dietaria, la glicemia, expresada en miligramos por decilitro
(mg/dL), se determiné en larvas del tercer estadio (L3) utilizando un n=20, recogidas en
cajas Petri y lavadas de 2 a 3 veces para eliminar restos del alimento y luego secadas en
papel absorbente. Se realiza un corte en cruz con un ctter en el extremo inferior de un
tubo Eppendorf de 0.6 mL, se tom6 cada larva con una pinza-tijera y se realizo un corte
en el extremo inferior del cuerpo larval y se transfirieron al tubo Eppendorf, el cual fue
depositado en otro tubo Eppendorf de 1.5 mL, se centrifugd a 4000 revoluciones por
minuto (rpm) por 1 minuto a 4° centigrados, con una micropipieta se sacé una gota de

hemolinfa y se diluy¢ 1:10 y la glucosa se evalué mediante un glucometro.

Para las moscas adultas, previamente adormecidas, se seleccionaron subgrupos con
n=20-25 moscas y con ayuda de una aguja intramuscular se les realizé una perforacion
en el torax para después ser transferidas en tubos de 0.6 mL previamente perforados en
el extremo inferior, los cuales se introdujeron dentro de otros tubos de 1.5 mL con la
tapa abierta. Luego se obtuvo la hemolinfa por centrifugacion en frio, la cual estaba
contenida en el tubo de 1.5 mL, dicha hemolinfa se diluyé 1:10 y la glucosa se evalud

mediante un glucometro (Accu-Chek®).

La metodologia para la mediciéon de glucosa con tiras reactivas fue previamente
validada en el Laboratorio de Biologia Celular respecto a otro kit estandar de medicion
de glucosa circulante mostrando una adecuada correlacion [59]. Ambos procedimientos

se efectuaron en la mafana, al inicio del ciclo de luz, es decir, desde las 8:00-9:00 horas).
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213 ENSAYO DE SOBREVIDA

Moscas de 1 a 3 dias de vida se distribuyeron en grupos de 20 moscas por vial (n=300)
para cada condicion experimental. Cada dos dias se realizd el recuento del namero de
moscas muertas, mientras que las vivas se traspasaron a un nuevo vial con alimento
fresco de cada dieta correspondiente. El recuento se realizo hasta la muerte total de cada
grupo. El registro del nimero de moscas vivas en el tiempo se grafico como porcentaje

en una curva de sobrevida versus tiempo (dias).

214 ENSAYO DE TRIGLICERIDOS (TAG’s)

El contenido total de TAG'S se determind utilizando el protocolo de deteccion
colorimétrica del kit Triglyceride Quantification Colorimetric/Fluorometric de Sigma-
Aldrich® (#MAK266, EE.UU.), cuyo principio se basa en que los TAG’s se convierten en
acido grasos libres y glicerol, por accion de la lipasa. El glicerol liberado se oxida y
emite un color fucsia, el cual es cuantificado por absorbancia en un espectrofotémetro a
570 nm. Se utilizaron grupos de 5 moscas por triplicado de cada condicion dietaria
experimental en tubos de 1.5 mL en frio. Luego, se homogeneizaron en 100 uL de PBS y
el sobrenadante fue colectado en tubos nuevos. Después, se afiadieron 2 puL de lipasa a
cada tubo y se dejé incubando por 20 minutos a temperatura ambiente. Posterior a esto,
se adicionaron 50 pL de una “Master Reaction Mix”, que contiene buffer de ensayo y un
mix de enzimas, a cada muestra por triplicado y al blanco, que consistio en un grupo de
moscas para cada dieta sin la lipasa. Las muestras se agregaron a una placa multipocillo
y se incubd a temperatura ambiente por una hora. Para finalizar, se midi6 la
absorbancia a una longitud de onda de 570 nm, utilizando un espectrofotémetro
(TECAN Infinite £50) y el contenido de TAG’s totales fue determinado a partir de una
curva estandar de glicerol que se construyd diluyendo 40 uL del estdndar de

triglicéridos 1 mM con 160 pL de buffer de triglicéridos para preparar una solucién
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estandar de 0.2 mM. Después, se agregaron los volumenes seriados de 0, 10, 20, 30, 40 y
50 pL de la soluciéon estdndar de 0.2 mM en una placa de 96 pocillos, generando

estandares de 0 (en blanco), 2, 4, 6, 8 y 10 nmol/pocillo.

2.15 EXTRACCION DE ARN Y EXPRESION GENICA POR RT-qPCR

Se evalu6 mediante RT-qPCR la expresion de los genes Nlaz, Upd, Upd-2, Upd-3, Dilp-
2, Dilp-3, Dilp-5, Dilp-6, Eiger, Puc, BMM, SOD-1, SOD-2, CAT y GPx, utilizando un
n=30 larvas o moscas segun sea el caso. El tejido fue lisado en Trizol reagent
(Invitrogen®) (Ambion Life Technologies, CA, EE. UU.) y luego se extrajo y purificd
ARN total segtin las instrucciones del kit E.Z.N.A.® Total RNA Kit I (Omega Biotek).
Posteriormente, a partir de 0.5-1 ug de ARN se realizé una retrosintesis de ADNc
utilizando M-MLV  Reverse Transcriptase, Oligo(dT)15 Primer y dNTP’s
(Deoxynucleotide Triphosphates) de Promega®. Finalmente, se llevo a cabo el RT-qPCR
utilizando aproximadamente 200-400 ng de ADNc con el kit LightCycler FastStart DNA
Master SYBR Green I (Roche, IN, EE.UU.) en reacciones con un volumen final de 10 pL.
Todas las reacciones se realizaron por duplicado y se incluyeron controles negativos.
Los resultados se normalizaron utilizando la expresién del gen Rpl-19 como gen
housekeeping. La expresion de ARNm se evalué con el equipo y software de
LightCycler® 96 System (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). El calculo del
cambio de expresion relativa se realizo mediante el método desarrollado por Pfaffl [73]
y se expreso como veces de cambio de los niveles del transcrito de interés respecto a

una condicion control.
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Tabla 2. Marcadores evaluados y sus homologos en mamiferos.

Homologo en

Gen Descripcion Referencia
mamiferos
Lipocalina, indicador de resistencia a la
nlLaz Apo D [74]
insulina

Upd IL-1, IL-2, IL-3 Citoquina, ligando de la ruta JAK/STAT [75]
Upd-2 IL-3, IL-6 Leptina, citoquina [75]
Upd-3 IL-4, IL-5, IL-9 Citoquina, ligando de la ruta JAK/STAT [75]
Dilp-2 | IGF-1, IGF-2, INS Crecimiento, ligando receptor insulinico [76]
Dilp-3 | IGF-1, IGF-2, INS Homeostasis, ligando receptor insulinico [76]
Dilp-5 | IGF-1, IGF-2, INS Via de senalizacion de la insulina [76]
Dilp-6 | IGF-1, IGF-2, INS Crecimiento durante la inanicién [76]
Eiger TNF-a Apoptosis, inflamacion, defensa [77]

Puc DUSP10 Regulador negativo de la via JNK [78]

Metabolismo y homeostasis de
BMM | PNPLA2, PNPLA3 [79]
glicerolipidos

SOD-1 SOD-1, SOD-3 Desintoxica por ROS y RNS, citoplasmatico [80]
SOD-2 SOD-2 Desintoxica ROS y RNS, mitocondrial [80]
CAT CAT Descomposicion de perdxido de hidrogeno [81]

GPx GTPx, GPX-4 Peroxidasa, homeostasis celular [82]
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2.16

SECUENCIAS DE PARTIDORES UTILIZADOS

Los partidores para medir expresion de los transcritos fueron previamente validados en

el Laboratorio de Biologia Celular y se presentan en la Tabla 2:

Tabla 3. Secuencias de partidores utilizados. Nlaz, Upd, Upd-2, Upd-3, Dilp-2, Dilp-3,

Dilp-5, Dilp-6, Eiger, Puc, BMM, SOD-1, SOD-2, CAT y GPx.

Gen Secuencia Forward (3" a 5) Secuencia Reverse (5" a 3')
Rpl-19 AGGTCGGACTGCTTAGTGACC CGCAAGCTTATCAAGGATGG
nLaz GGACAACCCTCGAATGTAACT GACGGCGTATGACTCGTAATC
Upd TCCACACGCACAACTACAAGTTC CCAGCGCTTTAGGGCAATC
Upd-2 | AGTGCGGTGAAGCTAAAGACTTG | GCCCGTCCCAGATATGAGAA
Upd-3 TGCCCCGTCTGAATCTCACT GTGAAGGCGCCCACGTAA
Dilp-2 CTCAATCCCCTGCAGTTTGT CGCAGAGCCTTCATATCACA
Dilp-3 ACCCCGTGAACTTCAATCAG GGCAGCACAATATCTCAGCA
Dilp-5 TCAATTCAATGTTCGCCAAA CGTGGAAAAGGAACACGATT
Dilp-6 CGATGTATTTCCCAACAGTTTCG | AAATCGGTTACGTTCTGCAAGTC
Eiger GATGGTCTGGATTCCATTGC TAGTCTGCGCCAACATCATC
Puc TCCGGCGGTCTACGATATAGAAA AGCAATAGATGCGGGAAAA
BMM CTGCTGTCTCCTCTGCGATT TGTAGACCCTCCAGCAGACA
SOD-1 ACACGAGCTGAGCAAGTCAA CAGTGGCCGACATCGGAATA
SOD-2 CAGATATGTTCGTGGCCCGT CGGCAGATGATAGGCTCCAG
CAT ACAACCCCTTCGATGTCACC TCTGCTCCACCTCAGCAAAG
GPx TTCGCCAAGGTCGATGTGAA TCGGGGCATATCGGTTGATG

-34 -




2.17 TECNICAS ESTADISTICAS DE ANALISIS

Para determinar la significancia estadistica, se utilizo el error tipo I del 5% (p<0.05) y los
resultados se expresan en medias y desviacion estandar. Para la comparacion de las
medias de la glicemia, el peso, el contenido de TAG’s totales y veces de cambio de los
niveles de ARNm de los genes evaluados entre los grupos experimentales se utilizo la
prueba de Wilcoxon Mann-Whitney y ANOVA de dos vias. En los ensayos donde se
compararon mas de dos condiciones experimentales, se realizd una prueba de Kruskal-
Wallis seguido de una prueba post-hoc de Dunn para comparaciones multiples. Los
datos de fluorescencia y % de viabilidad celular se expresan como media * error
estandar. Las pruebas t de Student pareadas se ejecutaron solo para comparaciones de
disefios experimentales antes y después, mientras que las comparaciones de grupos
multiples o mediciones repetidas se evaluaron mediante ANOVA con anadlisis post hoc
de Bonferroni para datos paramétricos o el método de Dunn para datos no

paramétricos. Un valor de (p<0.05) se considero estadisticamente significativo.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION
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HyPerratio

(490/420)

3.1. EVALUACION DEL IMPACTO REDOX INTRACELULAR DE LAS
NANOPARTICULAS DE QUERCETINA EN CELULAS CACO-2.

Las NanoQ tienen una matriz formada por el polisacarido de tipo fructano inulina.
Evaluamos si las nanoparticulas no cargadas mediaban cambios en la capacidad
antioxidante del citoplasma, que HyPer reporta como una disminucién en su sefal,
previamente se transdujeron células Caco-2 con el biosensor, que posteriormente
tratamos con NanoQ y nanoparticulas blanco (NInu). Observamos que, las NanoQ
ejercen de manera efectiva una disminucion en la senal de HyPer, es decir, una
disminucion en la oxidacion, en contraste con las NInu cuya senal de relacion al
biosensor se mantuvo sin cambios en comparacion con su linea basal (Fig. 2A). Estos
valores representados como la pendiente y que se obtienen al dividir la razon de la
sefial del biosensor entre el tiempo, sugieren una forma de verbalizar el efecto
antioxidante (Fig. 2B.). Este exponencial expresado en segundos™, es una constante en el

tiempo que representa la velocidad con la que el biosensor es reducido.
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Fig. 2. A. Evolucion temporal de la sefial de HyPer que muestra el efecto de las nanoparticulas (100 uM)

en células Caco-2. NanoQ se presenta como circulos rellenos y NInu se presenta como circulos vacios. Los

datos se expresan como el promedio + SE de 40 células de control en tres experimentos independientes. B.

Representacion de las pendientes y efecto agudo de las NanoQ y NInu (100 uM) en la Actividad

Antioxidante Intracelular en células Caco-2. Para cada registro de una sola célula, los valores de relacién

HyPer se obtuvieron antes y después de la adicion de Nano. Los asteriscos (*) significan diferencias

significativas (p<0.05) entre grupos segin RM-ANOVA frente al grupo control (método de Dunn).
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Evaluamos el impacto agudo de las nanoparticulas de quercetina (NanoQ) en el estado
redox de células Caco-2 que expresan el biosensor HyPer, el cual posee dos residuos de
cisteina que solo en presencia de H:0: forman un enlace disulfuro, el cual puede ser
restaurado por la capacidad antioxidante del medio citosélico. Para determinar el
impacto de las NanoQ expusimos a las células Caco-2 a un rango de concentraciones
desde 10 nM hasta 100 uM y comparamos la pendientes de los trazos obtenidos en
ausencia de nano particulas o la linea base y en presencia de las nano particulas. Con
este analisis observamos que se produce una notable inflexién en la sefal del biosensor
al exponer las células a partir de 2.5 uM NanoQ (Figura 3).
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HyPer ratio

Fig. 3. Graficas comparativas que muestran el efecto agudo de las NanoQ (10 nM, 100 nM y 1
M) en la sefial del biosensor HyPer y en la Actividad Antioxidante Intracelular en células
Caco-2. Los datos corresponden a la media + SE de al menos 10 células de tres experimentos
independientes. Para cada registro de una sola célula, los valores de relacion HyPer se
obtuvieron antes y después de la adicion de NanoQ.

Otra concentracion probada fue 2.5 uM, suficiente para inducir una disminucion

significativa en la sefial del biosensor en la ventana temporal (Fig. 4A). Después de

agregar las NanoQ), observamos un aumento estadisticamente significativo (p<0.05), el

asterisco sobre las barras indica diferencias significativas en comparacion con los

valores basales (ANOVA de Kruskal-Wallis, método de Dunn) (Fig. 4B).
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Fig. 4A. Efecto agudo de las NanoQ (2.5 uM) en
la sefal del biosensor HyPer en células Caco-2.
Los datos corresponden a la media + SE de al
menos 10 células de tres experimentos
independientes. Para cada registro de una sola
célula, los valores de relacion HyPer se
obtuvieron antes y después de la adicion de
NanoQ.
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Fig. 4B. Efecto agudo de las NanoQ (2.5 uM)
en la Actividad Antioxidante Intracelular en
células Caco-2. Para cada registro de una
sola célula, los valores de relaciéon HyPer se
obtuvieron antes y después de la adicion de
NanoQ. Los asteriscos (*) significan
diferencias significativas (p<0.05) entre
grupos segun RM-ANOVA frente al grupo
control (método de Dunn).

A 10 pM, observamos una disminucion significativa en la sefial de HyPer contrastando

el estado redox basal frente a la exposicion de las células con las NanoQ (Fig. 5A), por

su parte la actividad antioxidante intracelular denota un aumento significativo cuando

el tratamiento con las NanoQ es agregado a las células Caco-2 (Fig. 5B).
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Fig. 5A. Efecto agudo de las NanoQ (10 uM)
en la senal del biosensor HyPer en células
Caco-2. Los datos corresponden a la media *
SE de al menos 10 células de tres experimentos
independientes. Para cada registro de una sola
célula, los valores de relacion HyPer se
obtuvieron antes y después de la adicion de
NanoQ.
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Fig. 5B. Efecto agudo de las NanoQ (10 puM) en la
Actividad Antioxidante Intracelular en células Caco-
2. Para cada registro de una sola célula, los valores
de relacién HyPer se obtuvieron antes y después de
la adicién de NanoQ. Los asteriscos (*) significan
diferencias significativas (p<0.05) entre grupos seguin
RM-ANOVA frente al grupo control (método de

Dunn).

La ultima concentracion probada fue 100 uM, la concentracion maxima, donde la sefial

del biosensor HyPer se redujo de forma significativa al agregar el tratamiento con las

NanoQ (Fig. 6A), respecto a la actividad antioxidante intracelular, observamos un

aumento de la actividad post-exposicion que es significativo (Fig. 6B).
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Fig. 6A. Efecto agudo de las NanoQ (100 puM) en
la sefial del biosensor HyPer en células Caco-2.
Los datos corresponden a la media + SE de al
menos 10 células de tres experimentos

Fig. 6B. Efecto agudo de las NanoQ (100 uM) en la
Actividad Antioxidante Intracelular en células Caco-2.
Para cada registro de una sola célula, los valores de
relaciéon HyPer se obtuvieron antes y después de la
adicion de NanoQ. Los asteriscos (*) significan
diferencias significativas (p<0.05) entre grupos segun
RM-ANOVA frente al grupo control (método de Dunn).




DIFERENCIAS DEL EFECTO AGUDO Y CRONICO DE LAS NANOPARTICULAS
EN CELULAS CACO-2.

Una vez establecido el impacto inmediato en el estado redox de células Caco-2 al
agregar nanoparticulas NanoQ, que interpretamos como antioxidante puesto que la
senal del biosensor disminuye y considerando que la aplicacion de nano particulas
formadas con inulina, NInu 100uM, no tuvo efecto alguno, exploramos el efecto crénico
o sostenido de las NanoQ exponiendo las células por 24 horas. Con este tratamiento
pudimos observar que la senal basal del biosensor HyPer fue significativamente mas
baja que las lineas basales de las células no tratadas. La disminucién de la sefal basal
del biosensor también fue observada en células tratadas con NInu 100uM, lo que
sugiere que el efecto sostenido se relaciona a la presencia de quercetina, sino mas bien a

la inulina que contiene la nanoparticula. (Fig. 7).
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Fig. 7. Comparacion de senal basal en estado redox estacionario de células Caco-2 tras ser
expuestas a 100 uM de NanoQ y NInu 24 horas después. Los datos corresponden a
promedios + SE de 40 células de al menos tres experimentos independientes. Los asteriscos
(*) significan diferencias significativas (p<0.05) entre grupos segin RM-ANOVA frente al
grupo control (método de Dunn).
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TASA DE RECUPERACION DEL BIOSENSOR

Otro aspecto informativo del estado redox intracelular consiste en observar la tasa de
recuperacion del biosensor oxidado. Esto se logra analizando la senal del biosensor
durante los primeros minutos después de lavar el pulso de H2O2 de manera tal, que se
estima la velocidad con la cual el entorno intracelular revierte o restaura el puente

disulfuro, que describe la capacidad celular de reducir puentes disulfuro.

Analizamos la tasa de recuperacion del biosensor HyPer de células Caco-2 expuestas de
manera aguda y sostenida a las nanoparticulas cargadas con quercetina y las que solo
contenian la matriz de inulina . Para el caso del efecto inmediato, que implica una
exposicion breve a las nanoparticulas de quercetina, observamos que la tasa de
recuperacion de HyPer mas rdpida en células expuestas a NanoQ 100 uM que la
exhibida en células tratadas con NInu 100 puM, las cuales se comportan de manera
similar a las células control (Fig. 8A). es decir, les tomd menos tiempo a las células con
este tratamiento recuperar su linea basal comparando los primeros 2 minutos post-
oxidacion con las células sin tratamiento. Por su parte, las células mostraron una

tendencia en su tasa de recuperacion similar

Siguiendo el mismo andlisis en registros de células sometidas a 24 horas de exposicion
con NanoQ pudimos observar que existe una aceleracion en la recuperacién del
biosensor oxidado y que este efecto no se observa en células tratadas con las NInu, al
contrario, se observa una disminucion significativa (p < 0.05) en la tasa de recuperacion

de las células Caco-2 comparado con las células control (Fig. 8B).

Entonces, el citoplasma revierte la oxidacién del biosensor y las células Caco-2
expuestas a quercetina de forma aguda y crdnica, son capaces de cambiar el estado de
los puentes disulfuro de manera mas acelerada que las células control. Es importante

senalar que el incremento maximo de la sefial se produjo dentro de los 20 segundos, lo
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que corresponde a la frecuencia de muestreo de las imagenes obtenidas. La eliminacion

del pulso de 500 uM condujo a una disminucion gradual de la sefial, lo que corresponde

a la recuperacion espontanea del biosensor.
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Fig. 8A. Efecto agudo en la evolucion temporal de
la recuperacion de la sefial HyPer en células Caco-
2 expuestas a 100 uM de NanoQ y Ninu,
inmediatamente después del lavado con el pulso
de H20: 500 uM. La sefial mdxima alcanzada por
500 uM se
completamente oxidado y los datos se expresaron

consider6 como  biosensor
como porcentaje de este valor maximo. Los datos
corresponden a promedios + SE de 3748 células

de al menos cuatro experimentos independientes.
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Fig. 8B. Efecto cronico en la evolucion temporal de
la recuperacion de la sefial HyPer en células Caco-2
expuestas a 100 pM de NanoQ y Ninu,
inmediatamente después del lavado con el pulso de
H202 500 uM. La sefal maxima alcanzada por 500
UM se considerd como biosensor completamente
oxidado y los datos se expresaron como porcentaje
de este valor maximo. Los datos corresponden a
promedios + SE de 37-48 células de al menos cuatro

experimentos independientes.

EFECTO DE LA DOSIS FRENTE A LA RESPUESTA DE RECUPERACION DEL

BIOSENSOR HYPER

Tras registrar y evaluar la evolucién temporal de la sefial del biosensor HyPer, se

determiné la actividad antioxidante que mostraban células Caco-2 que expresaban el

biosensor tras ser expuestas a diferentes concentraciones de NanoQ.
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Asi, tenemos dos graficos, el primero evidencia las concentraciones mas bajas probadas,

10 nM, 100 nM y 1 uM, que por sus magnitudes tan pequefias podriamos pensar en un

aumento de la actividad conforme aumentamos la concentracidn, sin embargo, estos

cambios no son significativos (Fig. 9A). Sin embargo, cuando comparamos las

concentraciones mas altas, 2.5 uM, 10 uM y 100 pM, observamos que su actividad

antioxidante es significativamente mas alta y es posible visualizarlo en el orden de

magnitud en que crece este valor comparado

concentraciones mas bajas (Fig. 9B).
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Fig. 9A. Actividad antioxidante
intracelular de  células  Caco-2
expuestas a 10 nM, 100 nM y 1 uM
de NanoQ. Los datos corresponden a
promedios + SE de 38 células de al
menos cuatro experimentos
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Fig. 9B. Actividad antioxidante
intracelular de células Caco-2 expuestas
a25uM, 10 uM y 100 uM de NanoQ.
Los datos corresponden a promedios *
SE de 41 células de al menos cuatro
experimentos independientes.

Las células de intestino figuran como una de las primeras barreras con la que los

compuestos bioactivos interacttian, por lo que estdn expuestos a los efectos

antioxidantes que poseen algunas moléculas quimicas, como la quercetina, flavonoide

que es abundante en la dieta humana. Evaluamos el efe74cto de la exposicién aguda y

crénica de nanoparticulas cargadas con quercetina y otras solo con la matriz inulina en
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la capacidad antioxidante del citoplasma en células Caco-2 vivas que expresan HyPer,

este biosensor presenta un par de cisteinas que forman un enlace disulfuro [83].

En estado basal o estacionario, la sefial del biosensor representa un equilibrio redox
entre la produccion endégena de H:0: y la actividad de reduccion de disulfuro.
Nuestros resultados muestran que a bajas concentraciones, las NanoQ no provocan
cambio alguno en la senal del biosensor HyPer, sin embargo, a partir de una
concentracion de 2.5 uM y hasta 100 uM, la senal de HyPer presenta valores mas bajos
que sus valores basales. Kellet, et al., reportaron que quercetina a concentraciones de 2,5
hasta 250 uM mostraron el mayor indice de actividad antioxidante, lo cual coincide con
nuestros resultados, ya que, la mayor actividad de inducir un estado reductor a partir
de un biosensor oxidado ocurrié desde 2.5 hasta 100 uM. Aunque, estos resultados
indican que el tono redox en el citoplasma de las Caco-2 alcanzan un nivel mas
reducido, no hemos explorado la activacion metabdlica de las células Caco-2 que
podrian estar involucradas en el cambio global hacia un entorno citoplasmatico mas

reductor [84].

Al comparar los efectos de quercetina e inulina en el biosensor redox, observamos que
la quercetina induce una disminucidn mas rdpida y concisa de la sefal de HyPer en
contraste con las células control y la expuestas a nanoparticulas con inulina, tanto de
forma aguda como de forma crénica. Este efecto celular coincide con lo reportado con
Duenas, quien observo en quercetina, una capacidad aumentada para eliminar ROS
[85]. La quercetina, a diferencia de la inulina, es un gran captador de ROS y NOS,
gracias a la presencia de abundantes grupos hidroxilo en su estructura quimica
primaria es capaz de secuestrar radicales libres y eliminar ROS. Sin embargo, el efecto
antioxidante de la quercetina se genera por diferentes vias, ya que, ademads de su
capacidad antioxidante como molécula, el compuesto es capaz de interactuar de forma

funcional con los componentes celulares como aminodacidos y proteinas, aunque los
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mecanismos no estan del todo esclarecidos, se conocen sitios de union a albimina,

insulina y actina [86].

Para que ocurra una reduccion en la sefial del biosensor HyPer, es necesaria la accion
del sistema de reduccion de puentes disulfuro presentes en el citoplasma, ya que la
recuperacion del biosensor oxidado es sensible PX-12, un inhibidor de la tiorredoxina-1
y a la incubacion con auranofina , un quelante de selenio (Herndndez et al., 2018), el
efecto redox inducido por la quercetina podria estar mediado por la estimulacion de la

capacidad antioxidante de las células [65, 87].

De acuerdo con Ai, los transportadores de cassette ABC y los transportadores
facilitadores de glucosa han sido reportados como mediadores de la captacion de
flavonoides en el epitelio intestinal; estos transportadores se expresan en células Caco-2
[88] y la eficiencia de la captacion estara determinada por la afinidad por los
flavonoides y abundancia de estos transportadores en la membrana [89, 90]. Segun
Omidian y Yousefian, en el interior de las células, los flavonoides modifican el estado
redox en minutos afectando el funcionamiento de las mitocondrias, el sistema celular
reductor de cisteinas o actuando como molécula neutralizante de ROS, todos ellos son
mecanismos potenciales de accidn para los efectos beneficiosos de los flavonoides [90,

91].
3.2 MEDICION DE LOS NIVELES DE CALCIO INTRACELULAR
100 uM de NanoQ y NInu no ejercen efecto en el Ca?* citosolico de células Caco-2.

Evaluamos si uno de los efectos de las nanoparticulas cargadas y no cargadas repercutia
en los niveles de calcio intracelular. El calcio intracelular desempena un papel crucial en
la regulacién de numerosos procesos celulares, y su interaccion con el equilibrio redox
(reduccion-oxidacién) es un aspecto importante de la senalizacion celular y la

homeostasis. El Ca?* es un factor que activa enzimas, regula canales idénicos y modula
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Fura-2 (350/380)

proteinas relacionadas con el estrés oxidativo [82]. En este trabajo, observamos que, al
cargar células Caco-2 con Fura-2, un indicador fluorescente de Ca?" y exponerlas a 100
uM de NanoQ y NInu no hubo cambios en la sefial Fura-2, sugiriendo que las
nanoparticulas no interactian con mecanismos de sefializacion intracelular que
movilicen Ca* desde reservas intracelulares o permitan el influjo de Ca? extracelular.

(Fig. 10).
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Fig. 10. Evolucion temporal de la proporcidon de fluorescencia de Fura-2 en células Caco-2
expuestas a 100 uM de NanoQ (A) y 100 uM de NInu (B). La adicién de los tratamientos
aparece indicada por la linea de puntos y la barra indica su duraciéon. Los datos
corresponden a promedios + SE de 39 células de al menos tres experimentos independientes.

De acuerdo con Devipriya, la quercetina provoca una citotoxicidad dosis-dependiente a
una concentracion de 45 uM, ademas, se observd un agotamiento significativo de los
niveles de calcio intracelular, disminuyendo las reservas intracelulares de calcio. La
quercetina puede afectar la entrada de calcio a través de los canales idnicos en la
membrana celular, ademas, puede afectar los sistemas de transporte de calcio y tiene
capacidad para quelar iones como calcio y afectar la actividad de calmodulina

dependiente de calcio [92].
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3.3 VIABILIDAD CELULAR

Se utilizé un ensayo MTT para evaluar la viabilidad celular después de la exposicion
por 24 horas a quercetina, nanoparticulas cargadas con quercetina y nanoparticulas con
inulina. Con este ensayo esperamos validar sus efectos antiproliferativos celulares.
Dado que las nanoparticulas se crearon especificamente para el sistema digestivo con la
tinalidad de abordar el cancer de colon, era esencial examinar su capacidad para inhibir
el crecimiento celular y su toxicidad no solo en un modelo de células Caco-2, sino
también en células hepaticas como Huh-7, ya que, en el higado, aproximadamente el

90% de los medicamentos que entran al cuerpo son metabolizados en este érgano.

En células Caco-2, después de ser expuestas 24 horas, el tratamiento con NanoQ dio
como resultado una disminucion significativa de la viabilidad celular frente a las células
sin tratamiento a concentraciones mayores a los 7.5 nM hasta los 120 nM equivalentes
de quercetina. La quercetina pura mostré valores de viabilidad superiores al 80% en
todas las concentraciones que se ensayaron y curiosamente, las NanoQ indujeron una
reduccion significativa de la viabilidad celular a la concentracién mayor que en este
caso fue de 120 nM, comparandola con la viabilidad celular obtenida con la quercetina
pura. A mayor aumento de la concentracion de las NanoQ), las células Caco-2 tenian
menor viabilidad celular, evidenciando una tendencia dosis-dependiente. Respecto a las
nanoparticulas cargadas con inulina, no observamos un efecto citotoxico relevante en la
linea celular Caco-2 ya que la viabilidad celular se mantuvo por encima del 80% en

todas las concentraciones ensayadas (Fig. 11A).

A las 48 horas, las células Caco-2, mostraron una disminucion de la viabilidad celular a
la menor concentracion y hasta los 15 nM, tras ser expuestas al tratamiento con NanoQ.
El tratamiento con quercetina pura indujo una reduccién significativa de la viabilidad
celular a la concentracion de 15 nM. Para el caso de las nanoparticulas con inulina, no

hay un cambio significativo en la viabilidad celular, al contrario, vemos un crecimiento
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mayor al 100% a 48 horas a la concentracion mas alta y esto sugiere que la matriz de las

nanoparticulas no tiene un efecto citotdxico, en contraste con NanoQ (Fig. 11B).
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Fig. 11. Viabilidad celular en células de Caco-2 bajo tratamiento con nanoparticulas
cargadas con quercetina (NanoQ)), nanoparticulas de inulina no cargadas (Nanolnu) y
quercetina pura (Q) a diferentes concentraciones (3.7 a 120 nM) por (A) 24 horas y (B)
48 horas. Los valores se expresan como media + SD. Los controles son células no
tratadas. Las diferencias significativas entre los tratamientos en las lineas celulares se
determinaron con base en la prueba de comparaciéon multiple de Dunnett ( p = 0,05)
donde *, control frente a NanoQ, ** representa control frente a quercetina y ***
representa control frente a inulina. . Las diferencias significativas se determinaron
con base en la distribucion t de Student (p = 0,05) donde ac representa NanoQ frente
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En Huh-7, una linea celular de hepatocarcinoma, la viabilidad celular se evalud
mediante la prueba MTT y se determin6 después de 24 y 48 horas de incubacion de las
células con quercetina pura, NanoQ y Nanolnu. Como se muestra en la Figura 12A, tras
24 horas de exposicidn, la quercetina pura mostro una inhibicion significativa de la
viabilidad celular de alrededor del 30% a 7.5 nM, en comparacion con las NanoQ, que
solo mostraron una inhibicion del 10%. Sin embargo, a concentraciones superiores, la
viabilidad celular de las Huh-7 tratadas con NanoQ disminuyd significativamente en

comparacién con las tratadas con quercetina pura.

A las 48 horas, las células Huh-7, mostraron una disminucion de la viabilidad celular a
3.7, 15, 30 y 60 nM, tras ser expuestas a NanoQ. Los tratamientos con quercetina pura y
nanoparticulas con inulina no indujeron cambios significativos en la viabilidad celular,
de hecho, la viabilidad celular se mantuvo por encima del 80%. De hecho, vemos un
crecimiento mayor al 100% a 48 horas a la concentracién mads alta y esto sugiere que la

matriz de las nanoparticulas no tiene un efecto citotoxico (Fig. 12B).

En ambos tiempos de exposicidn, no hay efecto citotdxico con el tratamiento de las nano

blanco, en todas las concentraciones probadas la viabilidad se mantuvo por encima del

85%.
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Fig. 12. Viabilidad en células Huh-7 bajo tratamiento con nanoparticulas cargadas con
quercetina (NanoQ)), nanoparticulas de inulina no cargadas (Nanolnu) y quercetina
pura (Q) a diferentes concentraciones (3.7 a 120 nM) por (A) 24 horas y (B) 48 horas.
Los valores se expresan como media + SD. Los controles son células no tratadas. Las
diferencias significativas entre los tratamientos en las lineas celulares se determinaron
con base en la prueba de comparacién multiple de Dunnett ( p < 0,05) donde *
representa control frente a NanoQ, ** representa control frente a quercetina y ***
representa control frente a inulina. Las diferencias significativas se determinaron con
base en la distribucién t de Student ( p < 0,05) donde ac representa NanoQ frente a

quercetina.
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Las figuras 11A y 11B, muestran que la viabilidad de las células Caco-2 fue
significativamente menor en las células tratadas con nanoparticulas cargadas con
quercetina (52.66 + 2.85%) en comparacion con las células tratadas con quercetina pura
(90.2 £ 3.26%) a la concentracion maxima de 120 nM. Por otro lado, las nanoparticulas
con inulina no indujeron cambios significativos en la viabilidad celular. Las NanoQ
exhibieron efectos inhibitorios mayores en concentraciones superiores a los 15 nM. Los
resultados observados sugieren que las NanoQ promueven la internalizacion de la
quercetina en las células Caco-2 a través de mecanismos de endocitosis y fagocitosis, lo
que desencadena una mejor actividad antiproliferativa. También, podemos afirmar que
la matriz con inulina al no ejercer cambios en la viabilidad celular, las formulaciones

son biocompatibles.

Las figuras 12A Y 12B nos muestran que, en células Huh-7, las nanoparticulas cargadas
con quercetina 30 y 60 nM, ejercen una disminucién de la viabilidad celular de
alrededor del 30%. Aunque, la quercetina pura a una concentracién de 7.5 nM genera
una mayor disminucién en la viabilidad celular en contraste con el efecto de las NanoQ,
en concentraciones mayores a 60 nM, las NanoQ tuvieron una mayor disminucion de la
viabilidad celular respecto a quercetina. El comportamiento de las nanoparticulas con
inulina fue similar al observado en las células Caco-2, es decir, no hubo alteracion en la
viabilidad celular. Un estudio realizado por Jiménez Sanchez, et al., demostro que, al
analizar diferentes formulaciones de nanoparticulas elaboradas a base de polisacaridos,
estas no presentan citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica.
Entonces, es posible sugerir que son seguros en su administracion como vehiculo vy,
debido a su versatilidad y baja toxicidad, se han utilizado como vehiculo para la
liberacion de agentes quimioterapéuticos [93]. Li et al., demostraron que las
nanoparticulas que tienen como matriz un polisacdrido, utilizadas para administrar

quercetina, tienen actividades antiproliferativas con células Hela de manera
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dependiente de la dosis y encontraron que sus NanoQ, tenian mayor efecto inhibidor

que la quercetina pura lo cual coincide con nuestras observaciones [94].

3.4 ENSAYOS EN Drosophila melanogaster
3.4.1 Glicemias

Una dieta alta en azticar (HSD) induce dafio metabdlico en larvas de tercer estadio (L3)

y moscas adultas de 10 y 20 dias.

Tras 72 horas de exposicion a las diferentes condiciones dietarias, las larvas L3 de
Drosophila melanogaster que consumieron HSD mostraron niveles de glucosa en
hemolinfa aumentados significativamente, tras ser comparadas con aquellas
alimentadas con CD. Ademas, las larvas que se alimentaron con HSDN y HSDNQ
presentaron una disminucion en la glucosa en comparacion con larvas alimentadas con
HSD, siendo estadisticamente significativa (p=0.05), para la dieta suplementada con las

nanoparticulas cargadas con Quercetina respecto de HSD (Fig. 13).

Por otra parte, luego de diez dias de exposicion a las distintas condiciones dietarias,
moscas adultas alimentadas con HSD presentaron un aumento significativo de la
glucosa en hemolinfa en comparacion con aquellas alimentadas con CD.
Adicionalmente, las moscas que se alimentaron con HSDNQ presentaron una
disminucién de la glucosa circulante que es estadisticamente significativa (p=0.001) en
comparacion con HSD y HSDN. Por ultimo, también se observé una tendencia (p<0.06)
a la disminucion de los niveles de glucosa en HSDNQ vs CD, sin embargo, este

resultado no alcanz¢ significancia estadistica (Fig. 14).
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Fig. 13. Glucosa en hemolinfa. Larvas L3 de la cepa
Canton S., fueron alimentadas desde L1 con CD,
CDN, CDNQ, HSD, HSDN o HSDNQ. n=45-50
animales  por  punto, en  experimentos
independientes. Se utilizo6 ANOVA de 2 vias
seguido de la prueba de comparaciones multiples
de Bonferroni para derivar todos los valores de
p-**(p <0.01), *(p <0.05) con respecto a CD.
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Fig. 14. Glucosa en hemolinfa. Moscas de

Drosophila melanogaster de la cepa Canton S., fueron
alimentadas por diez dias con CD, CDN, CDNQ,
HSD, HSDN o HSDNQ. n=45-50 animales por
punto, en experimentos independientes. Se utilizo6
ANOVA de 2 vias seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni para
derivar todos los valores de p. ***(p < 0.0001),

***(p <0.001) con respecto a CD.

En moscas adultas de Drosophila melanogaster alimentadas desde larvas y durante 10

dias de la etapa de adulto en las diferentes condiciones dietarias, aquellas que

consumieron HSD presentaron un aumento significativo de la glucosa en hemolinfa en

comparacion con aquellas alimentadas con CD (p<0.001). Ademas, se observar una

tendencia (p<0.06) a la disminucion de los niveles de glucosa circulante en moscas que

consumieron CDN y CDNQ en comparacién con CD. Por ultimo, las moscas que se

alimentaron con HSDNQ presentaron una disminucién significativa (p<0.05)en los

niveles de glucosa en comparacion con HSD y HSDN, indicando que las NanoQ revierten el

efecto de HSD sobre los niveles de glucosa (Fig. 15).
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Fig. 15. Glucosa en hemolinfa. Moscas de Drosophila melanogaster de la cepa Canton S.,
fueron alimentadas desde larvas y por diez dias como adulto con CD, CDN, CDNQ,
HSD, HSDN o HSDNQ. n=45-50 animales por punto, en experimentos independientes.
Se utilizo6 ANOVA de 2 vias seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni para derivar todos los valores de p. ***(p<0.001), *(p<0.05) con respecto a
CD.

De acuerdo con Laura Musselman, el modelo de DM que nosotros utilizamos exhibe las
caracteristicas metabolicas al ser expuestas a dietas altas en calorias, como acumulacién
de triglicéridos, hiperglicemia y menor dias de vida util. Ademas, estas caracteristicas,
estan descritas en numerosos trabajos en los cuales se buscaba establecer una condicion
metabolica o de obesidad para estudiar diferentes variables de interés en moscas [60,

61].

Concerniente a los resultados obtenidos en los ensayos de glicemia en hemolinfa
encontramos que, a pesar de que HSD aumenta los niveles de glucemia en larvas y en
moscas adultas de Drosophila melanogaster, comparado con CD y HSDNQ redujo

significativamente los niveles de glucosa en hemolinfa en contraste con HSD.

Musselman probo que entre diferentes dietas hipercaldricas, altas en grasas, altas en
proteinas y altas en azticares, son estas ultimas las que provocan efectos mas severos en

el desarrollo de hiperglucemia y resistencia a la insulina en larvas de tercer estadio.
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Ademas, observaron condiciones de hiperglucemia e hiperinsulinemia en moscas

adultas [61].

Lourido utiliz6 la misma concentracion de sacarosa en la formulacion de HSD vy
observaron una condicion de hiperglucemia en larvas respecto a CD [60]. Esto coincide
con lo observado en nuestros experimentos tras comparar las formulaciones y los

indices de glicemia en larvas L3 y moscas adultas de 10 y 20 dias en HSD frente a CD.

En un modelo de ratas Wistar, Hemmati demostré que, la quercetina disminuye

significativamente la glicemia en sangre en contraste con el grupo control [95].

Tanto en larvas como en adultos observamos un efecto hipoglucemiante relacionado
con la inulina, un compuesto formado de cadenas de oligofructosa y que tiene
caracteristicas de fibra dietética fermentable no digerible. Concordantemente, este
hallazgo puede ser respaldado por el trabajo publicado por Liu, quien conformé una
macromolécula de catequina e inulina con actividad antidiabética in vitro ya que fue
capaz de inhibir a-glucosidasa y a-amilasa de forma in vitro [96]. Delzenne demostrd
que al alimentar ratas con una dieta rica en fibra tipo oligofructano como inulina y
oligofructosa, estas presentan menores concentraciones séricas de TAG’s y fosfolipidos,
ademads, se ha observado que la homeostasis de glucosa e insulina es generada por la
modificacion de la microflora intestinal producto de la accién de inulina y otros

oligosacaridos [97].

3.4.2 Ingesta

Considerando que la literatura reporta que diferentes dietas hipercaldricas pueden
inducir una disminucion de la ingesta de las moscas, quisimos evaluar el consumo de
alimento como una forma de descartar que los resultados observados se deban a

diferencias en la ingesta y no a las nanoparticulas. Como se observa en la figura 16,
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larvas L3 que consumieron CD, CDN y CDNQ no mostraron diferencias significativas
en la cantidad de alimento ingerida en dos horas, sin embargo, aquellas que
consumieron HSD, HSDN y HSDNQ mostraron una ingesta promedio
significativamente menor en comparacion con las dietas control durante el mismo
periodo de tiempo (Fig. 16). A pesar de que la ingesta es significativamente menor en
las dietas HSD, HSDN y HSDNQ contrastadas con CD, la ingesta en estas dietas no
presenta cambios significativos entre si. Adicionalmente, es importante recordar que
todas las dietas ricas en aztcar tienen 64% mas de densidad caldrica (Kcal/puL de
alimento), por lo que la cantidad de calorias ingeridas por las larvas L3 en HSD, HSDN
y HSDNQ no difiere significativamente respecto de CD, CDN y CDNQ aun cuando la

ingesta en volumen es menor (Fig. 17).
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Fig. 16. Ingesta estimada de alimento. Grafico comparativo de la ingesta en
volumen/tiempo en Larvas L3 de la cepa Canton S., alimentadas con CD, CDN, CDNQ,
HSD, HSDN y HSDNQ. n=4 animales por punto y 3 réplicas técnicas por punto en 3-4
experimentos independientes por grupo. Se utilizO6 ANOVA de 2 vias seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Bonferroni para derivar todos los valores de p.

*(p <0.05) con respecto a CD.
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Visto de otra manera, al construir una razon entre los valores de glicemia y la cantidad
de alimento ingerida por larvas del tercer estadio (L3) se observa que existe un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de glucosa circulante (mg/dL) normalizado
por ingesta (Vol./min) en larvas alimentadas con HSD respecto de CD (Fig. 17). Con
estos resultados, podemos afirmar que el efecto hipoglucemiante esta dado por el efecto
del compuesto bioactivo (nanoparticulas de quercetina/inulina) y no por la diferencia en

la cantidad de alimento ingerida (Fig. 18).
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Fig. 18. Calorias ingeridas por

estimada de alimento ingerida y los valores de
glicemia. n=4 animales por punto y 3 réplicas técnicas
por punto en 3-4 experimentos independientes por
grupo. Gréfico comparativo de Larvas L3 de la cepa
Canton S., alimentadas con CD, CDN, CDNQ, HSD,
HSDN y HSDNQ. Se utilizoé ANOVA de 2 vias
seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni para derivar todos los valores de p. **(p <
0.01), *(p < 0.05) con respecto a CD.

condicion dietaria. n=4 animales por
punto y 3 réplicas técnicas por punto
en 3-4 experimentos independientes
por grupo. Grafico comparativo de
Larvas L3 de la cepa Canton S,
alimentadas con CD, CDN, CDNQ,
HSD, HSDN y HSDNQ.

Moscas adultas que consumieron CD, CDN y CDNQ no mostraron diferencias
significativas entre si, en la cantidad de alimento ingerida en dos horas. Por su parte,

aquellas que consumieron HSD, HSDN Y HSDNQ, aun cuando tampoco mostraron
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diferencia en la ingesta entre ellas, si mostraron una ingesta promedio
significativamente menor en comparacion con los grupos de dietas control (Fig. 19). Del
mismo modo que se comentara anteriormente para larvas, hay que recordar que a pesar
de que la ingesta promedio es significativamente menor en las dietas HSD, HSDN y
HSDNQ, estas dietas tienen 64% mas de densidad caldrica (Kcal/uL de alimento), por lo
que, al transformar el alimento ingerido (Vol./tiempo), en calorias ingeridas, la cantidad
de ingesta energética de las moscas alimentadas con dietas hipercaldricas es mayor que
las alimentadas con las dietas normocaldricas (Fig. 20). Con este resultado, nuevamente
podemos afirmar que el efecto hipoglucemiante esta dado por el efecto del compuesto
bioactivo quercetina, inulina y no por la diferencia en la cantidad de alimento ingerida

(Fig. 21). MA 6 CD's
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Fig. 19. Ingesta estimada de alimento. n=4 animales por punto y 3 réplicas técnicas por
punto en 3-4 experimentos independientes por grupo. Grafico comparativo de moscas
adultas Drosophila melanogaster de la cepa Canton S., alimentadas con CD, CDN, CDNQ,
HSD, HSDN y HSDNQ. Se utilizo6 ANOVA de 2 vias seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni para derivar todos los valores de p. ****(p < 0.0001),
con respecto a CD.

Al construir una razon entre los valores de glicemia y la cantidad de alimento ingerida

por moscas adultas de diez dias, se demostré que en la dieta HSD las razones son
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significativamente mayores en comparacion con CD y evidenciamos una razon

significativamente menor en las moscas alimentadas con HSDNQ al compararlas con

HSD (p=0.05) (Fig. 20), por lo que podemos afirmar que el efecto hipoglucemiante esta

dado por el efecto del compuesto bioactivo quercetina, inulina y no por la diferencia en

la cantidad de alimento ingerida (Fig. 21).
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Fig. 20. Razdén construida a partir de la
cantidad estimada de alimento ingerida y los
valores de glicemia. n=4 animales por punto y 3
réplicas técnicas por punto en 3-4 experimentos
independientes por grupo. Gréfico
comparativo de moscas adultas Drosophila
melanogaster de la cepa Canton S., alimentadas
con CD, CDN, CDNQ, HSD, HSDN y HSDNQ.
Se utilizo ANOVA de 2 vias seguido de la
prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni para derivar todos los valores de p.

*(p <0.05) con respecto a CD.
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Fig. 21. Calorias ingeridas por condicion
dietaria. n=4 animales por punto y 3
réplicas técnicas por punto en 3-4
experimentos independientes por grupo.
Grafico comparativo de moscas adultas
Drosophila melanogaster de la cepa Canton
S., alimentadas con CD, CDN, CDNQ,
HSD, HSDN y HSDNQ.

No encontramos diferencias significativas en la cantidad de alimento ingerida por

moscas adultas de Drosophila melanogaster al comparar dietas normocaloricas y, este

efecto es similar en dietas hipercaldricas, sin embargo, al comparar las seis condiciones

diferentes, observamos que moscas alimentadas con HSD, HSDN y HSDNQ ingieren
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menor cantidad de alimento estimada. Esto coincide con los trabajos publicados por
Musselman, quien demostré que moscas alimentadas con una dieta alta en aztcar
consumen menor cantidad de alimento, sin embargo, la cantidad de calorias depende
del macronutriente del que proviene, porque aun cuando parecen comer las mismas
kilocalorias, las moscas adultas en una dieta rica en sacarosa desarrollan hiperglicemia

[60, 61].

Respecto a la palatabilidad de los alimentos y la respuesta de saciedad por parte de
moscas adultas, existen trabajos publicados por Yapici o Edgecomb acerca de que las
moscas prefieren consumir sacarosa hasta la saciedad y después su tasa de alimentacion
se vuelve mas lenta porque las calorias ingeridas en un primer tiempo son del valor
nutricional necesario de acuerdo con su palatabilidad [98, 99]. Estos cambios de
comportamiento también se han observado en ratones de acuerdo con Davis, quien
demostréo que estos modelos murinos consumen sacarosa en exceso después de

encontrarse en periodos de inanicion [100].

La condicién HSD contiene 64% veces mas calorias por peso que la dieta normal y,
como consecuencia del retraso en el desarrollo, la resistencia a la insulina y la presencia
del factor de crecimiento insulinico (IGF-1), las larvas alimentadas con HSD se
alimentan durante un periodo mas largo, lo que sugiere que el namero total de calorias

ingeridas en HSD compensa el defecto de alimentacion observado.

3.4.3 Peso

Al evaluar del peso de larvas del tercer estadio (L3) que fueron alimentadas con HSD,
HSDN y HSDNQ se observo una disminucion significativa en la masa respecto a las

larvas de los grupos CD, CDN y CDNQ. En promedio, las larvas alimentadas con HSD,
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HSDN y HSDNQ presentaron una reduccion del 52.2% en el peso respecto a las

alimentadas con CD, CDN y CDNQ (Fig. 22).
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Fig. 22. Masa promedio de las larvas,
n=5 animales por punto y cada punto
corresponde a la masa promedio de 5
larvas, con 3 réplicas técnicas en 3-4
experimentos independientes  por
grupo. Se utiliz6 ANOVA de 2 vias
seguido de la  prueba de
comparaciones multiples de
Bonferroni *(p < 0.05).

Moscas adultas de Drosophila melanogaster alimentadas con HSD, HSDN y HSDNQ

mostraron una masa significativamente menor respecto a las moscas de los grupos CD,

CDN y CDNQ. En promedio, las moscas alimentadas con HSD, HSDN y HSDNQ

mostraron una reduccién del 21.8% en su peso respecto a las alimentadas con CD, CDN

y CDNQ (Fig. 23).
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Fig. 23. Masa promedio de las moscas,
n=5 animales por punto y cada punto
corresponde a la masa promedio de 5
moscas, con 3 réplicas técnicas en 3-4
experimentos independientes por grupo.
Se utiliz6 ANOVA de 2 vias seguido de la
prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni para derivar todos los valores
de p. *(p < 0.05) con respecto a CD.
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Distintos autores han reportado efectos de dietas hipercaldricas sobre el peso [101, 59,
61]. Por ejemplo, Baenas y Col., observd que el peso de las moscas adultas alimentadas
con HSD (se redujo en un 20%) en relacion con CD. Esto coincide con nuestros
resultados observados en moscas adultas ya que las dietas hipercaléricas disminuyeron
el peso en un 21.8% respecto a las dietas normocaldricas [102]. La resistencia a la
insulina en moscas adultas viene acompafnada de una condicion de retardo en el
crecimiento (menor peso), hiperglucemia e hiperlipidemia, este hallazgo coincide con el
trabajo de Musselman, quien demostr6 que, aunque se pueden formular dietas altas en
azucares con sacarosa, glucosa o fructosa, estas modifican la fisiologia de las larvas y de
moscas adultas resultando en una disminucion de hasta un 25% en peso tras la

exposicion [60, 61].

Baenas y Col.,, reporté que, la ganancia de peso no parece ser el parametro mds
apropiado para definir la obesidad en las moscas, ya que, el retardo en el crecimiento
influencia el peso de forma negativa. Sin embargo, hay caracteristicas mas especificas
para definir un fenotipo asociado con obesidad, como la acumulacion de triglicéridos, la
hiperglicemia y las fallas en la sefalizacion de la insulina. Concerniente a esto,
encontraron también que, moscas hembra alimentadas con HSD pesaban menos en
contraste con CD tras 20 dias de exposicion. En machos no observaron mayor diferencia

[102].

En larvas de tercer estadio encontramos un efecto similar, ya que las larvas alimentadas
con CD tienen mayor peso en contraste con las alimentadas con HSD. Esto coincide con
el trabajo publicado con Lourido, ya que encontraron que las larvas tienen menor pesaje
cuando consumen una dieta alta en aztcar [60]. De igual forma, Musselman demostrd
que larvas de tercer estadio en HSD tienen menor peso respecto a CD. Sin embargo, la
cantidad de calorias ingeridas en las seis condiciones dietarias diferentes no mostraron

diferencia significativas entre ellas [61].
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3.4.4 Sobrevida

Los trastornos fisioldgicos que derivan del consumo de dietas hipercaldricas
promueven el desarrollo de enfermedades cronicas que determinan directamente el
tiempo de vida util. Asi como en otros modelos, en moscas, la dieta alta azticar reduce
significativamente la vida media de los adultos [103]. Como una manera de explorar si
las nanoparticulas de quercetina pueden modular el efecto de la HSD, evaluamos el
impacto de las seis diferentes dietas hipercaloricas en la sobrevida de las moscas. Como
se observa en la figura 23, las moscas alimentadas con CDNQ aumentaron en 10.53% la
vida media respecto de las moscas alimentadas con CD. Por otra parte, HSD y HSDN
disminuyeron en un 33.3% y 36.84% respectivamente la vida media de las moscas
respecto de CD. Y, para HSDNQ, la vida media disminuy6 solo en un 17.5% respecto a
CD, lo que representa 15.8% mas respecto de HSD. Esta mejoria se tradujo en que, en
promedio, las moscas alimentadas con esta dieta alta en sacarosa suplementada con
quercetina nanoencapsulada (HSDNQ) vivieron 9 dias mas en el 50% de muerte que las

alimentadas con HSD (Fig. 24).
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Fig. 24. Curva de sobrevida de moscas Drosophila melanogaster de la cepa Canton S.,
alimentadas con CD, CDN, CDNQ, HSD, HSDN o HSDNQ hasta su muerte. n=300 animales

por grupo.
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Baenas encontr6 que, en dietas hipercaloricas, las moscas tienen menor supervivencia
hasta el dia 30, lo cual coincide en parte con nuestros resultados, aunque la vida media
de HSDNQ se extendio hasta el dia 48 [102]. Sin embargo, en el trabajo publicado por
Lourido, la vida media de moscas adultas se extendio6 hasta casi 60 dias en CD y 40 dias
para HSD [60]. Skorupa encontr6 que la vida media para moscas adultas alimentadas

con HSD es en promedio de 40 dias en contraste con CD [101].

Jianbo Na encontrd resultados similares al determinar una sobrevida de 50 dias para
una HSD y hasta 70 dias para CD [104]. El resultado que esperdbamos era que, los
tenotipos de obesidad y resistencia a la insulina que desarrollan las moscas adultas
alimentadas con HSD afectaran su vida media, sin embargo, las moscas expuestas a
HSDNQ aumentaron su vida ttil en comparacion con HSD y, CDNQ mejoro la vida ttil
en contraste con CD. Este efecto de mejora en la vida tutil de las moscas adultas
expuestas a HSDNQ y CDNQ respecto a HSD y CD, podria ser explicado por la
reversion de otros parametros como la disminucion de la glicemia y el contenido de
TAG’s, esto se relaciona con una mejor condicién de los fenotipos asociados a

resistencia a la insulina y al modelo de obesidad.

Dake Zhang observo que, una solucion de quercetina 0.05 M prolonga la vida media de
moscas bajo una intensidad de luz azul de 3000 lux, 50% en hembras y 66.7% en machos
[105]. Kong observo el potencial de quercetina para mejorar la vida ttil en moscas a las
que se les indujo Alzheimer y destacé que quercetina mejora la vida media de moscas
adultas [106]. Proshkina demostrd que la quercetina 1 uM como suplemento en una CD
mejora la vida 1til de las moscas en contraste con CD [107]. Esto coincide con nuestros
resultados porque observamos que la adicion de quercetina a las formulaciones control
y rica en aztcar mejora la vida util de las moscas adultas aumentando los dias que estas

sobreviven frente a CD y HSD respectivamente.
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3.4.5 Contenido Total de Triglicéridos (TAG’s)

Tras 72 horas de exposicion a las diferentes condiciones dietarias, larvas L3 de
Drosophila melanogaster alimentadas con HSD, HSDN y HSDNQ presentaron niveles de
TAG’s totales significativamente mayores, en comparacién con aquellas alimentadas
con CD, CDN y CDNQ (p=0.0001). Las larvas L3 alimentadas con HSDNQ presentaron
una disminucion significativa (19.15%) en la concentracion de TAG's totales comparada
con las dietas hipercaloricas HSD y HSDNQ. Por su parte, entre las dietas controles, no

hubo diferencia significativa Fig. 25).
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de la cepa Canton S., fueron alimentadas
con CD, CDN, CDNQ, HSD, HSDN o
HSDNQ. Se utilizdo ANOVA de 2 vias
seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni ****(p < 0.0001).
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Del mismo modo, a los diez dias de exposicion a las diferentes condiciones dietarias,
moscas adultas alimentadas con HSD, HSDN y HSDNQ presentaron niveles de TAG's
totales significativamente mayores, en comparacioén con aquellas alimentadas con CD,
CDN y CDNQ (p=0.01). Se observa una disminucion significativa en la concentracion de
TAG’s totales en las moscas alimentadas con HSDNQ respecto a las otras dietas

hipercaldricas (p=0.01) (Fig. 26).
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Concerniente al efecto metabdlico sobre moscas adultas que estuvieron expuestas a
HSD, destacamos un mayor contenido de TAG’s en comparacién con CD, lo que ha sido
también descrito por otros autores como Baenas quien encontré6 un aumento
significativo de TAG’s en moscas adultas de 20 dias alimentadas con HSD [102].
Ademas, Jianbo Na, encontré un aumento de TAG en moscas adultas que consumieron
HSD respecto a CD [104]. Por su parte, en larvas L3, Musselman y Col., observé que,
una HSD aumenta significativamente la cantidad de TAG’s en larvas [61]. Lourido y
Col., encontré un aumento de TAG's circulantes en L3 cuando estas consumieron HSD.
Esto coincide con los resultados obtenidos en esta tesis, ya que notamos un aumento

significativo en L3 alimentadas con HSD frente a CD [60].

En HSDNQ encontramos una reduccion de TAG's en larvas L3 y moscas adultas en
comparacién con HSD. Esto también ha sido estudiado en otros modelos, por ejemplo,
Eseberri demostrd que, quercetina 1 y 10 uM es capaz de disminuir la acumulacién de
TAG’s en adipocitos maduros [108]. En otro estudio hecho por Yang, administraron via
intraperitoneal quercetina en ratas con obesidad y diabetes inducida durante dos
semanas y observaron una disminucion significativa en los niveles de lipidos séricos
como TAG’s, colesterol total, LDL y VLDL [109]. En moscas adultas, Azuma reporto

una disminucién significativa de TAG’s comparando una dieta hipercalorica
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enriquecida con quercetina en contraste con CD y una dieta hipercaldrica simple.
Ademas, existen reportes de que plantas que tienen abundante presencia de quercetina
y anadidas a una HSD, son capaces de disminuir la cantidad de triglicéridos tanto en
hemolinfa como en el cuerpo completo de moscas adultas, esto ha sido estudiado por

Ecker [110, 111].

Farag ha estudiado el efecto de las nanoparticulas de quercetina sobre enzimas
hepaticas e intestinales, asi como en pardmetros lipidicos sanguineos en tilapias,

observando una disminucion significativa en colesterol total y triglicéridos [112].

La disminucion en la acumulacion de grasas no pudo atribuirse a cambios en la ingesta
caldrica de los animales, ya que no hubo diferencias en el consumo entre las dietas

hipercaldricas.

3.4.6 Expresion Genética

Diversas patologias y enfermedades crénicas degenerativas como el sindrome
metabolico, la obesidad, hipertension arterial y diabetes mellitus estdn asociadas a un
aumento en la ingesta de calorias, es decir, dietas ricas en aztcares y grasas. Por su
parte, los pacientes con DT2 llegan a padecer un estado cronico de inflamacion que se
manifiesta por el aumento en los niveles de citocinas circulantes. TNF-a, IL-6 alteran de
forma directa la sensibilidad a la insulina activando diferentes pasos en la via de

senalizacion.

Estudiamos el efecto de nanoparticulas de inulina cargadas con quercetina incorporadas
a dietas control y dietas altas en azutcar sobre la expresion de marcadores bioldgicos
relacionados con resistencia a la insulina, metabolismo de grasas, inflamacion y estrés
oxidativo en larvas L3 y moscas adultas. A continuacion se muestran los resultados y su

discusion en esta fase del proyecto:
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Al evaluar los marcadores para resistencia a la insulina (Nlaz), los péptidos similares a

la insulina (Dilp-2, Dilp-3, Dilp-5, Dilp-6) y el marcador BMM, una proteina relacionada

con la movilizaciéon de lipidos, encontramos que, en larvas (L3) y moscas adultas

alimentadas con HSD y HSDN existe una mayor expresion de estos marcadores al

compararlas con CD. Entre las dietas CD, CDN y CDNQ no se encontraron diferencias

significativas (p=0.001). Por su parte, al hacer un comparativo entre las tres dietas

hipercaldricas, se observa una menor expresion de estos marcadores en la dieta HSDNQ

(p=0.001) (Fig. 27 y Fig. 28).
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Fig. 27. Expresion relativa (RT-qPCR) de marcadores relacionados con la resistencia a la insulina en larvas (L3):
A) Nlaz, B) Dilp-2, C) Dilp-3, D) Dilp-5, E) Dilp-6 y F) BMM, en el cuerpo completo (n = 30 larvas por grupo, en
3 experimentos independientes). Las barras representan la media + SD. Se utiliz6 ANOVA de 2 vias seguido de

la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni para derivar todos los valores de p. **** p <0.001.
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Fig. 28. Expresion relativa (RT-qPCR) de marcadores relacionados con la resistencia a la insulina en moscas
adultas: A) Nlaz, B) Dilp-2, C) Dilp-3, D) Dilp-5, E) Dilp-6 y F) BMM, en el cuerpo completo (n = 25 moscas
por grupo, en 3 experimentos independientes). Las barras representan la media + SD. Se utiliz6 ANOVA de 2
ke

vias seguido de la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni para derivar todos los valores de p.
p <0.001, *** p <0.01, ** p <0.05, con respecto a CD.

Evidenciamos un aumento en los marcadores Nlaz, Dilp-2, Dilp-3, Dilp-5, Dilp-6 y
BMM cuando larvas de tercer estadio (L3) y moscas adultas fueron alimentadas con

HSD respecto a CD y disminuyo su expresion en HSDNQ frente a HSD.

Dm produce ocho Dilp’s diferentes, de los cuales se demostr6 que Dilp-1, 2, 3 y 5 tienen
una funcion homdloga a la de la insulina de vertebrados y actiian en varios tejidos
diana. Dilp-6 es mas similar a los factores de crecimiento similares a la insulina de
mamiferos. En la mosca adulta, las células productoras de insulina del sistema nervioso
central, el intestino medio, los tabulos renales, el tejido adiposo, los ovarios y los

ganglios abdominales producen Dilp’s [47, 48].

Hull-Thomson es consistente con esto, y menciona que, la sobreexpresion de la proteina
Nlaz esta relacionada con un aumento en los niveles de glucosa y TAG's, entonces, ante
el estrés del organismo, la expresion del marcador Nlaz se activa en el cuerpo graso
[113]. Salgado observd que, una dieta hipercalorica induce un aumento en la expresion
del gen Nlaz frente a CD, Lourido reporté el aumento en la expresion de los genes Nlaz,

Dilp-2, Dilp-6 y BMM con una dieta HSD respecto a CD en L3 [114, 60].
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Pasco, encontrd un aumento en la expresion de los marcadores Dilp-2 y Dilp-5 en larvas
alimentadas con HSD frente a CD [104]. Ecker aliment6 a moscas con HSD
suplementada con extractos ricos en glucdsidos de quercetina y observo una
disminucién en la expresion del marcador Dilp-5 en contraste con HSD [115]. Nakitto
encontro que, moscas alimentadas con HSD se evidencia un aumento de los genes Dilp-
3 y Dilp-6, aunque, existe una disminucion de estos marcadores en dietas HSD
suplementadas con extractos ricos en quercetina [116]. Lo que sugiere que las larvas
intentaron compensar el aumento de la carga glucémica aumentando los niveles de los
Dilp’s. Debido a que se ha demostrado que la secrecién de insulina por parte de los IPC

estd controlada por la dieta.

Brummer o BMM es un homdlogo de ATGL vy altera la homeostasis de las grasas,
resultando en una menor inhibicion en la liberacién de la grasa, concentrando la grasa
en tejidos especificos. Destacamos el aumento del marcador BMM en larvas L3 y moscas
adultas alimentadas con HSD y sin diferencias entre las dietas normocaldricas, esto
coincide con el estudio reportado por Strillbytska, quien no encontré diferencias
significativas entre una CD y una CD suplementada con glucdsidos de quercetina [117].
De acuerdo con Azuma, la dieta hipercaldrica con 20% de aceite de coco, induce la
acumulacion de grasa y los niveles de ARNm de varios genes relacionados con el
metabolismo de lipidos y glucdlisis se ven alterados cuando la dieta hipercaldrica esta

suplementada con glucosidos de quercetina y galato de epicatequina [110].

Marcadores inflamatorios en L3 y moscas adultas de Dm

Considerando que la inflamacion es un efecto esperado por el consumo de dietas
hipercaldricas, ademas, evaluamos la expresion de como Eiger (homodlogo de TNF-a),

Puc, un blanco transcripcional de la via JNK y los ligandos tipo citoquinas de la ruta
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JAK/STAT (Upd, Upd-2 y Upd-3). Como vemos en las figura 29 (L3) y figura 30 (moscas

adultas), existe una mayor expresion de estos marcadores en larvas y moscas

alimentadas con HSD y HSDN. Al comparar las dietas normocaldricas, CD, CDN vy

CDNQ, no se encontraron diferencias en los niveles de expresion. Sin embargo, al hacer

un contraste entre las dietas hipercaldricas, la expresiéon de estos marcadores en

HSDNQ fue significativamente menor al compararla con HSD y HSDN (Fig. 29 y Fig.

30).
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Fig. 29. Expresion relativa (RT-qPCR) de marcadores relacionados con la inflamacion en L3: A) Eiger,
B) Puc, C) Upd, D) Upd-2, y E) Upd-3, en el cuerpo completo (n = 30 larvas por grupo, en 3
experimentos independientes). Las barras representan la media + SD. Se utiliz6 ANOVA de 2 vias
seguido de la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni para derivar todos los valores de p.

Expresion Relativa

% p < 0.001.
A B
EIGER PUC
47 K ok ok K *ok ok ok
4 -
KKKk * kK k * %%k * %k k%
34 ! | c 3 |
= £ T
2 £2
o =
g._ 2 - (2’ o
[ -
> 652
R 5 3
< — fe L
1= - w 1 -
0- T T T 0- T T T
cD CDN CDNQ HSD HSDN HSDNQ cpb CDN CDNQ HSD HSDN HSDNGQ
C UPD D UPD-2
*kkkk
* ok kK
4+ | 1 ok kok | * koK
* ok %k ok * ok kK 49 1
1 | T
g 3 1 ]
S5 g
@ = S
T 23
£s =
-_I— o=
g 4 T i .
0= L) L) 1 0- T T T
cD CDN CDNQ HSD HSDN HSDNQ cD CDN CDNQ HSD HSDN HSDNQ
UPD-3
E
% %k %k %
4= %k %k %k | ok k k |
1
T
3+
2
52
s =
xr S
"4
£3 2
o=
ﬁ 1 —_ _1_
L T 1
CDN CDNQ HSD HSDN  HSDNQ -74-




Fig. 30. Expresion relativa (RT-qPCR) de marcadores relacionados con la inflamacién en
moscas adultas: A) Eiger, B) Puc, C) Upd, D) Upd-2, y E) Upd-3, en el cuerpo completo (n =
25 moscas por grupo, en 3 experimentos independientes). Las barras representan la media +
SD. Se utiliz6 ANOVA de 2 vias seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni para derivar todos los valores de p. *** p < 0,001, *** p < 0,01, con respecto a CD.

En este estudio se observo que, larvas L3 y moscas adultas, HSD aumenta la expresion
relativa de marcadores como Eiger, homologo de TNF-a, una citoquina proinflamatoria,
Puc, Upd, Upd-2 y Upd-3 frente a CD. Los pacientes con DT2 llegan a padecer un
estado cronico de inflamacion que se manifiesta por el aumento en los niveles de
citocinas circulantes. TNF-a, IL-6 alteran de forma directa la sensibilidad a la insulina
activando diferentes pasos en la via de sefalizacion. De acuerdo con Lourido y Col,,
una dieta HSD induce una expresion temprana de Upd-2 y Eiger [60]. También, Pasco y
Col., observo un aumento de Puc en larvas alimentadas con HSD en contraste con CD

[115].

Concerniente con el estudio de Boesch, los principales metabolitos de quercetina e
isorhamnetina tienen efectos en la expresion génica inflamatoria ya que, redujeron
significativamente los niveles de ARNm de TNF-a, IL-1, IL-6 y NOS en macrofagos
murinos [118]. Este hallazgo coincide con nuestros resultados en la evaluaciéon de los
marcadores inflamatorios ya que, observamos una disminucion en la expresion de los
homologos de citoquinas, Upd, homdlogo de Upd, Upd-2 y Upd-3 en HSD

suplementada con nanoparticulas de quercetina respecto a HSD.

Marcadores antioxidantes en L3 y moscas adultas de Dm

Respecto a los marcadores de actividad antioxidante, se observa una tendencia a
aumentar la expresion de SOD-1 en las dietas HSD, HSDN y HSDNQ, sin embargo, no
es significativo (p=0.001). Para SOD-2, se observa un aumento en la expresion para
larvas y moscas adultas alimentadas con CDNQ y hay diferencia significativa en la

expresion del marcador en HSDNQ en contraste con HSD (p=0.001), si la NanoQ se
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absorbe eficientemente y libera quercetina en el entorno celular, podria aumentar la
expresion de SOD-2 como parte de la respuesta antioxidante. Ademas, se observa una
menor expresion de los marcadores CAT y GPX en larvas y moscas adultas alimentadas
con HSD en comparacion con CD (p=0.001). Ademds, se observa un aumento en la
expresion del marcador en HSDNQ, en contraste con HSD (p=0.001). Al hacer la
comparacion entre los grupos HSDN y HSDNQ), se observa un aumento significativo en
HSDNQ (p=0.001) Es decir, HSD promueve una disminucion significativa respecto de

CD, mientras que las NanoQ) revierten parcial o completamente este efecto. (Fig. 31 y

Fig. 32).
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Fig. 31. Expresion relativa (RT-qPCR) de marcadores relacionados con actividad antioxidante en L3: A) SOD-1, B)
SOD-2, C) CAT y D) GPX, en el cuerpo completo (n = 30 larvas por grupo, en 3 experimentos independientes).
Las barras representan la media + SD. Se utilizo ANOVA de 2 vias seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni para derivar todos los valores de p. *** p < 0,001, *** p < 0,01, * p < 0,05, con respecto a
CD.
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Fig. 32. Expresion relativa (RT-qPCR) de marcadores relacionados con actividad
antioxidante en moscas adultas: A) SOD-1, B) SOD-2, C) CAT y D) GPX, en el cuerpo
25 moscas por grupo, en 3 experimentos independientes). Las barras
SD. Se utiliz6 ANOVA de 2 vias seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni para derivar todos los valores de p. * p < 0,05, con

completo (n =
representan la media +

De nuestros resultados podemos destacar que, la expresion del marcador SOD-1 es

menor en CDN y existe un aumento significativo en HSD, HSDN y HSDNQ frente a

CD. En contraste a los presentes resultados, Kobori demostr6 que, la alimentaciéon con

quercetina al 1% reduce la expresion de marcadores de peroxidacion lipidica en higado

y tejido adiposo de ratones, ademads, encontré que se induce un aumento en la

expresion de GPX1, CAT y SOD-1 en rifion, intestino delgado y musculo esquelético de

ratones. Sin embargo, las dietas que utilizaron fueron solo controles sin alterar el estado
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metabdlico de los modelos murinos. Las diferencias observadas pueden deberse
primeramente a que el modelo utilizado es diferente, en el presente estudio se observo
el consumo de Nanoparticulas cargadas con quercetina en Drosophila melanogaster,
mientras que Kobori utilizé un modelo murino para probar el efecto de quercetina en su
forma de aglicona. En segundo lugar, puede influir la concentracion utilizada de
quercetina ya que se ha reportado que la actividad antioxidante de quercetina, como de
otros flavonoides tiene un comportamiento de horméis, es decir, a concentraciones bajas

puede ejercer mayor efecto antioxidante que en concentraciones mas altas [119].

CAT y SOD son las enzimas antioxidantes de primera linea ante una condicion de estrés
oxidativo y formacién de radicales libres. Una dieta alta en azticar puede conducir a un
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como subproducto
del metabolismo de la glucosa. Este aumento en el estrés oxidativo puede agotar las
enzimas antioxidantes, como la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX), que

normalmente funcionan para neutralizar los ROS.

De acuerdo con Lushchack, el alimentar larvas y moscas macho con dietas ricas en
glucosa y fructosa inducen una mayor actividad de CAT pero una menor actividad de
SOD [109]. Por su parte, Strillbytska reporta que, la actividad de SOD y CAT, en moscas

adultas depende significativamente de la concentracién de sacarosa en la dieta [120].

Un compuesto rico en glucdsidos de quercetina agregado como suplemento a dietas
HSD, induce una menor expresion de los marcadores SOD y CAT en larvas y moscas
respecto a HSD con 30% de sacarosa [121]. Otro estudio del departamento de estudios
en Zoologia reportd que, el extracto de hojas de Gymnema sylvestre, que es rico en
glucdsidos de quercetina, agregado a una HSD con 30% de sacarosa revierte los cambios
a un fenotipo normal después de que a las moscas se les indujo un fenotipo de estrés

oxidativo y de insulino-resistencia en contraste con una HSD. Ademas, HSD induce un
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incremento de la actividad de CAT y SOD, mientras que la adicion del extracto inhibe

su actividad frente a CD [122].

Trindade de Paula, reportd que una dieta HFD con aceite de coco al 10 y 20% inducen

un aumento en la expresion de CAT y SOD, aunque no es significativa [123].

Rovenko en su articulo observd que, una dieta alta en aztcar induce la expresiéon de los
marcadores SOD-1, SOD-2, y CAT en moscas adultas machos y hembras, aunque el
comportamiento por género es diferente, porque la misma HSD disminuia la expresion
en machos, mientras que en hembras, la expresion de los marcadores se incremente de

forma significativa [124].

Se ha demostrado que la quercetina tiene influencia en la regulacion temporal de la
homeostasis redox en moscas adultas de Drosophila melanogaster, de hecho, quercetina es
capaz de revertir las caracteristicas ritmicas en indicadores de estrés oxidativo como
SOD, CAT y GPX, aunque estos marcadores mostraron variaciones temporales durante
un periodo de 24 horas bajo estrés oxidativo, la suplementacion con quercetina revertio
las alteraciones en la ritmicidad gracias a su actividad neutralizando radicales libres

[121].

En un modelo de peces, una dieta hipercalorica suplementada con quercetina y
resveratrol, los niveles de expresion de los marcadores SOD, CAT y GPx aumentaron de
forma significativa. Esto significa que el modelo estd liberando estas enzimas de
primera linea por el estado de estrés oxidativo generado por la dieta rica en calorias

[125].
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DISCUSION FINAL DE RESULTADOS

Los resultados indican que una dieta alta en aztcar (HSD) tiene efectos negativos en
larvas de tercer estadio (L3) y moscas adultas de 10 y 20 dias, generando dafo
metabolico, manifestado en niveles elevados de glucosa en hemolinfa. No obstante, la
suplementacion con nanoparticulas de quercetina parece mitigar este efecto, induciendo
una disminucion significativa en los niveles de glucosa en comparacion con las dietas
sin quercetina. Estos hallazgos sugieren un potencial beneficio de la quercetina en la
mitigacion del dano metabdlico asociado con el consumo de una dieta alta en azucar.
Ademas, la densidad caldrica en todas las dietas ricas en azdcar es un 64% mayor
(Kcal/uL de alimento), destacando la importancia de considerarla al interpretar los
datos de ingesta para obtener una vision completa de la energia consumida, a pesar de
las variaciones en el volumen de alimento ingerido. Al examinar la relacién entre los
niveles de glucosa circulante y la cantidad de alimento consumido por larvas del tercer
estadio (L3), se observa un aumento significativo en las larvas alimentadas con una
dieta alta en azdacar (HSD) en comparacion con la dieta control (CD). Estos resultados
sugieren que el efecto hipoglucemiante no se debe a diferencias en la cantidad de
alimento ingerido, sino al compuesto bioactivo presente en las nanoparticulas de
quercetina/inulina. Por su parte, los resultados revelan una disminucion significativa en
el peso de larvas del tercer estadio (L3) y moscas adultas alimentadas con HSD, HSDN
y HSDNQ en comparacion con los grupos CD, CDN y CDNQ. Es importante sefialar
que la ganancia de peso no parece ser el pardmetro mas apropiado para definir la
obesidad en las moscas, ya que el retardo en el crecimiento influye negativamente en el
peso. Este hallazgo destaca la necesidad de considerar multiples parametros fisiologicos
al evaluar el impacto de las dietas en el desarrollo y el peso de las larvas y moscas

adultas.
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Los trastornos fisiologicos inducidos por el consumo de dietas hipercaldricas pueden
impactar directamente en la esperanza de vida. Los resultados obtenidos en este
proyecto parcialmente coinciden con estudios anteriores. Contrario a lo esperado,
donde se anticipaba que los fenotipos de obesidad y resistencia a la insulina en moscas
adultas alimentadas con HSD afectarian su vida media, las moscas expuestas a HSDNQ
aumentaron su vida util en comparacion con HSD, y CDNQ mejor6 la vida util en
contraste con CD. Estos hallazgos sugieren que la suplementacion con nanoparticulas
de quercetina puede tener un impacto positivo en la longevidad de las moscas

expuestas a una dieta alta en azucar.

En relacién con el efecto metabdlico en moscas adultas expuestas a HSD, se destacd un
aumento en el contenido de triglicéridos en comparacién con aquellas alimentadas con
CD, entonces, podemos sugerir que, la suplementacion con nanoparticulas cargadas con
quercetina (HSDNQ) puede atenuar el aumento de triglicéridos observado en respuesta
a la dieta hipercalorica en larvas L3 y moscas adultas, presentando un efecto modulador

beneficioso.

Es particularmente interesante destacar que no se encontraron diferencias significativas
entre las dietas CD, CDN y CDNQ lo que sugiere que la presencia de quercetina e
inulina no tuvo un impacto notable en la expresiéon de estos marcadores en
comparacion con la dieta control. Sin embargo, al realizar comparaciones entre las
dietas hipercaldricas, se observo una disminucion significativa en la expresion de los
marcadores mencionados anteriormente en la dieta HSDNQ en comparacion con la
HSD, lo cual podria indicar un efecto modulador de la quercetina e inulina en la

respuesta asociada con la resistencia a la insulina en este contexto especifico.

Los resultados presentados indican que el consumo de dietas hipercaldricas esta
asociado con un aumento significativo en la expresion de marcadores inflamatorios en

larvas L3 y moscas adultas, especialmente con dietas ricas en azticar (HSD) y en azucar
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con nanoparticulas (HSDN). En comparacion con las dietas normocaldricas (CD, CDN y
CDNQ), no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de estos
marcadores. La relacion entre la inflamacién y la resistencia a la insulina es
particularmente destacada en la discusion, respaldada por la evidencia de que pacientes
con diabetes tipo 2 (DT2) experimentan un estado cronico de inflamacion caracterizado
por el aumento en los niveles de citocinas circulantes, como TNF-a e IL-6, que
directamente afectan la sensibilidad a la insulina al activar diferentes pasos en la via de

senalizacion.

Es relevante destacar que la expresion de SOD-1 es menor en CDN, mientras que
experimenta un aumento significativo en HSD, HSDN y HSDNQ en comparacion con
CD. Estos hallazgos, aunque sugieren una tendencia al aumento en la actividad
antioxidante en presencia de las dietas hipercaldricas y las nanoparticulas, subrayan la
complejidad de los efectos observados. En ultima instancia, la discusién de CAT y SOD
como enzimas antioxidantes de primera linea en respuesta a condiciones de estrés
oxidativo y formacion de radicales libres destaca la importancia de entender la compleja

interaccidn entre la dieta, los compuestos y la respuesta antioxidantes del organismo.

En conjunto, estos hallazgos subrayan la compleja interaccion entre la dieta, la
inflamacién, la resistencia a la insulina y la actividad antioxidante, brindando
informacion valiosa para comprender los mecanismos subyacentes y explorar posibles
enfoques terapéuticos o preventivos. Estos resultados contribuyen a la comprension de
los mecanismos de defensa antioxidante en el contexto de dietas hipercaloricas y la
incorporacion de nanoparticulas con quercetina. Ademads, nos parece que la adicion de
quercetina nanoencapsulada a la dieta contribuy6 a una reversién hacia un fenotipo

normal y mejoro la respuesta metabdlica a una HSD.
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CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO
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Los resultados de este estudio han revelado hallazgos significativos que respaldan
nuestra hipotesis de trabajo. Las nanoparticulas de quercetina, conocidas como NanoQ,
demostraron tener un impacto importante en las células Caco-2 y Huh-7, asi como en
un modelo de Drosophila melanogaster con dafio metabolico inducido por una dieta alta

en azucar.

En primer lugar, observamos que las NanoQ provocaron una disminucion en la sefial
del biosensor HyPer, lo que interpretamos como un cambio en el tono reductor del
citoplasma de las células Caco-2 a concentraciones de 2.5-100 uM. Este cambio, se
explica en parte a un aumento de la capacidad antioxidante del citoplasma, ya que a
diferencia de las nanoparticulas de inulina (NInu), las NanoQ aceleraron la tasa de
recuperacion del biosensor a partir de su maxima oxidacion, es decir, fue mas rapida

para las NanoQ en células Caco-2 intactas expuestas de forma aguda y crénica.

También cabe destacar que las NanoQ y NInu no provocaron cambios en la actividad
citosolica de calcio intracelular, lo que indica que el efecto antioxidante observado no es

mediado por la sefializacion de calcio celular.

En cuanto a la viabilidad celular, el ensayo MTT mostr6 resultados interesantes. Las
NanoQ mostraron una viabilidad celular mas significativa a concentraciones de 120 nM
a 24 horas en células Caco-2, y a las 48 horas, esta tendencia se observo a 15 nM. En las
células Huh-7, las NanoQ también mostraron una viabilidad celular superior al 70% en

todas las concentraciones a 24 y 48 horas.

Por ultimo, nuestras observaciones en larvas de tercer estadio y moscas adultas con
dafo metabdlico inducido por una dieta alta en azticar revelaron que las NanoQ tienen
un efecto positivo en la regulacion de la glucosa, triglicéridos y en los marcadores de
resistencia a la insulina, inflamacién y antioxidantes. Ademas, la adiciéon de NanoQ a

una dieta control o una dieta alta en azticar mejoro la vida media de las moscas adultas,
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y el efecto hipoglucemiante se debio al efecto de las NanoQ, no a la diferencia en la

cantidad de alimento ingerida.

En resumen, nuestros hallazgos respaldan la hipotesis de trabajo, demostrando que las
nanoparticulas de quercetina, las NanoQ, poseen efectos antioxidantes en modelos de
células de cancer de colon e higado, asi como efectos antiinflamatorios en el
metabolismo lipidico de Drosophila melanogaster. Estos resultados sugieren un potencial
terapéutico y un camino prometedor para futuras investigaciones en el campo de la

nanomedicina y la salud metabolica.
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PERSPECTIVAS Y TRABAJO A FUTURO

Analizar transcritos y otros parametros en diferentes partes del cuerpo de las
moscas adultas.

Evaluar el efecto de nanoencapsulados en moscas adultas dividiendo a los
modelos por sexos, esto nos da mayor grado de variabilidad y complejidad
bioldgica.

Profundizar en los mecanismos asociados a los resultados encontrados mediante

la utilizacion de herramientas genéticas.
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Anexo 1. Composicion dietaria y aporte caldrico.

Dieta Control (CD)

Dieta alta en azticar (HSD)

Agar 1% 1%
Levadura de cerveza 8% 8%
Extracto de levadura 2% 2%
Componentes Peptona 2% 2%
. . Sacarosa 5.1% 34.2%
dietarios .
Sulfato de Magnesio 0.05% 0.05%
Cloruro de Calcio 0.05 % 0.05 %
Acido propiénico 0.6% 0.6%
Nipagin 1.1% 1.1%
Distribucién de % carbohidratos 63.9% 86.4%
macronutrientes % grasas L1% 0.4%
% proteinas 34% 13.2%
Kilocalorias Kilocalorias totales 702.6 1866.6

*Las dietas enriquecidas con inulina y quercetina nanoencapsulada tienen 0.05% de

Nanoinulina y 0.05% de NanoQ respectivamente, tanto para CD como para HSD.
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Anexo 2. Paper propuesto para publicacion.

Title: Quercetin nanoparticles exhibit an anti-inflammatory effect on larvae and flies
of Drosophila melanogaster with metabolic dysfunction induced by a diet high in

sugar.

Authors: Aldo Leyva-Soto!, Rocio Alejandra Chavez-Santoscoy?, Ana Alejandra

Ramirez-Rodriguez!, Samantha Ottani-Rhein? Nicolas Tobar-Bachler®'.
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(UABC) — Campus Tijuana, Calzada Universidad 14418, Parque Industrial Internacional
Tijuana, 22390 Tijuana, B.C., Mexico.

2 Escuela de Ingenieria y Ciencias, Tecnologico de Monterrey, Av. Eugenio Garza Sada

2501 Sur, C.P. 64849 Monterrey, N.L., Mexico.

3 Cellular Biology Laboratory, Institute of Nutrition and Food Technology (INTA),
University of Chile, Av. El Libano, 5524, Macul, Santiago, Chile.
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