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RESUMEN

En el presente estudio se analizaron los efectos del mercurio en la via de sefalizacion Wnt
mediante inmunofluorescencia en microscopia confocal en el germario de las ovariolas de
Drosophila melanogaster silvestre, transgénica Fz3-RFP y mutante Chkl,2;Fz3-RFP, y su
asociacion con los cambios en la morfologia y estructura, asi como en la fertilidad, después
de 72 h de exposicion a las concentraciones 0.3, 3 y 30 mM de HgCl> y 72 h de recuperacion.
Asi como, el papel del dafio en el ADN con la cepa mutante de D. melanogaster Chkl,2;
Fz3-RFP. Los resultados obtenidos evidencian que a 0.3, 3 y 30 mM de HgCl; aumenta
significativamente la expresion de la via Wnt en la region 2a y de Bam en la region 1, 2a, y
2b del germario de los ovarios de las hembras transgénica Fz3-RFP y mutante Chkl,2; Fz3-
RFP. Las hembras de D. melanogaster transgénica Fz3-RFP expuestas a 0.3 mM de HgCl,,
presentan hipertrofia de los ovarios, incremento de las células madre foliculares y foliculares
en las region 2a y 2b del germario, en el nimero de quistes germinales con mayor nimero de
células y de huevos. Sin embargo, D. melanogaster mutante Chkl,2; Fz3-RFP no muestra
cambios en el tamafo de los ovarios. Con 3 mM de HgCl,, no causa modificaciones en el
tamafio de los ovarios de D. melanogaster Fz3-RFP y Chkl,2; Fz3-RFP, sin embargo,
incrementa las células madre foliculares y foliculares en las region 2a y 2b del germario y el
nimero de quistes germinales con disminucion en la cantidad de células y del estadio 11 de
la ovogénesis y de huevos. No obstante, en la cepa mutante la ovogénesis y el nimero de
huevos no fueron afectados. A la concentraciéon de 30 mM de produce hipotrofia de los
ovarios HgCl> de las hembras de D. melanogaster Fz3-RFP, con reduccion en el nimero de
las células madre foliculares y foliculares en las region 2a y 2b del germario; quistes
germinales con pocas cé€lulas, y de los estadios 10a, 10b y 11 de la ovogénesis; el nimero de

ovariolas y de huevos.

En la cepa mutante Chkl,2; Fz3-RFP altera la morfologia del ovario, reduce el estadio 10b
y 11 de la ovogénesis. En la concentracion de 30 mM de HgCI2 reduce significativamente la
tasa de fertilidad en las hembras transgénica Fz3-RFP, sin embargo, en las Chkl,2: Fz3-RFP,
la tasa de fertilidad no se modifica. La viabilidad de los embriones ovipositados por ambas
cepas disminuye y el desarrollo larvario inicamente alcanza el primero y segundo instar de

larva, estos organismos no presentan movimiento ni locomocion.
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Este estudio es el primero que identifica algunos mecanismos moleculares, por el cual el
mercurio induce cambios en la expresion de la via Wnt asociado con alteraciones
morfoldgicos, estructurales en el ovario e infertilidad en el organismo modelo transgénico

Fz3-RFP y mutante Chkl,2: Fz3-RFP de Drosophila melanogaster.
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ABSTRACT

In the present study, the effects of mercury in the Wnt signaling pathway thought
immunofluorescence in confocal microscopy in the ovarioles germarium from ovaries of
Drosophila melanogaster transgenic Fz3-RFP and its relationship with morphology and
structure changes and fertility after 72 h of exposure at concentrations of 0.3, 3, and 30 mM
HgCly plus 72 h of recovery. As well as role DNA damage in mutant strain of D.
melanogaster Chkl,2; Fz3-RFP. The results obtained showed that at 0.3, 3 and 30 mM of
HgCl, significantly increases the expression of the Wnt pathway in the 2a region and Bam
on the 1, 2a, and 2b regions of the germarium from ovaries in the transgenic females Fz3-
RFP and mutant Chkl.2: Fz3-RFP. It was observed that the females of the transgenic Fz3-
RFP strain exposed to 0.3 mM of HgCl, present hypertrophy of the ovaries, increase of the
follicular and follicular stem cells in the 2a and 2b regions of the germarium, and number of
germinal cysts with increase in the number of cells and eggs. However, in the mutant strain

Chkl,2; Fz3-RFP, there were no changes in the size of the ovaries.

At 3 mM of HgCl, it does not cause changes in the size of the ovaries from in the transgenic
female Fz3-RFP and Chkl,2: Fz3-RFP mutant, however, it increases the follicular and
follicular stem cells in the 2a region and 2b of the germ, and the number of germinal cysts
with decrease in the number of cells and stage 11 of oogenesis and eggs. But in the mutant

strain the oogenesis and the number of eggs were not affected.

We demonstrate that at 30 mM of HgCl> produce hypotrophy of the ovaries from transgenic
females of D. melanogaster Fz3-RFP, and reduce the follicular and follicular stem cells in
the 2a and 2b regions of the germ, and the number of germinal cysts with decrease in the
number of cells and stages 10a, 10b and 11 of oogenesis; the number of ovarioles and eggs.
In the mutant strain Chkl,2: Fz3-RFP, the morphology of the ovary is reduced, stage 10b

and 11 of oogenesis are reduced.

At 30 mM of HgCl, the females of the transgenic Fz3-RFP strains significantly reduce the
fertility rate, however, the females Chkl,2: Fz3-RFP, the fertility rate is not modified. In

addition, the viability of embryos oviposited by both strains decreases and the larval
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development only reaches the first and second instar of larva and they do not present

movement and locomotion.

This is the first study, which identified some molecular mechanisms such as Wnt signaling
pathway with size, morphology and structural changes in ovaries and infertility induced by
mercury using as a model organism to Drosophila melanogaster transgenic Fz3-RFP and

Chkl,2: Fz3-RFP mutant.
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I INTRODUCCION

Los efectos toxicos del mercurio se han observado desde hace siglos, la expresion «loco como
un sombrerero» se acuiio a raiz de los problemas neuroldgicos que padecian los fabricantes
de sombreros por inhalar vapores de nitrato mercurico. El cloruro de mercurio esta presente
en polvos y pomadas para la denticion, fue responsable de casos de acrodinia (también
llamada «enfermedad rosa») en nifios pequefos en la primera mitad del siglo XX. En los afios
50, una planta quimica vertié mercurio en la bahia japonesa de Minamata y contamin6 peces
que fueron consumidos por los pescadores y sus familias. Otro episodio de intoxicacion se
produjo en la década de 1970 en Iraq, cuando se consumid erroneamente harina elaborada a
partir de semillas contaminadas con un fungicida que contenia metilmercurio. Estos
incidentes mostraron de manera espectacular los efectos neurotdxicos del mercurio,
particularmente graves en los lactantes que habian estado expuestos durante el periodo

prenatal (Guzzi, 2008).

En los ultimos afios, la preocupacion se ha centrado en la exposicion al metilmercurio y a
diversas sales, como el cloruro de mercurio, procedente de actividades industriales y mineras
(Guzzi, 2008). Los vapores toxicos del mercurio derivados por su volatilizacién o
combustion de materiales que lo contienen pueden ingresar facilmente a la circulacion a
través del sistema respiratorio. La vida media del mercurio inhalado en el cuerpo humano es
de aproximadamente 60 dias (Chang, 1977). Una vez que se oxida, el mercurio es soluble en
lipidos, por lo que existe la posibilidad de su bioacumulacion en la corteza renal, en el higado
y especificamente en el cerebro. Se estima que en el cerebro su vida media puede ser de hasta
20 afios (Frieberg, 1989). Ademads, se ha descrito que la exposicidon a mercurio estd asociada
a danos al rifion, sistema cardiovascular, asi como infertilidad e induccion de cancer. Sin
embargo, ain son desconocidos los mecanismos moleculares exactos por los cuales el

mercurio afecta a los organismos (Guzzi, 2008).
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1.1 Caracteristicas generales del mercurio

Su simbolo Hg deriva de la palabra griega hydrargyros, (“agua plateada”). Los romanos lo
denominaron Argentum Vivum, (“Plata viva”). Fue descrito por primera vez como elemento
por el quimico francés Antoine Laurent Lavoisier en sus experimentos sobre la composicion

del aire (Boening, 2000).

El mercurio es un elemento de color plateado, inodoro, 13.5 veces més denso que el agua,
ocupa la zona de los metales en la Tabla Periddica de los Elementos, su nimero atomico es
80 y tiene un peso atomico de 200.59 g/mol, es considerado un metal pesado. Tiene muy baja
presion de vapor, un punto de ebullicion de 356.72 °C y emite vapores a temperatura
ambiente. Es buen conductor de la electricidad y su coeficiente de dilatacion es practicamente

constante (UNAM, 2008).

El mercurio elemental tiene elevada tension superficial y forma pequefias gotas esféricas
compactas y esféricas cuando es liberado al ambiente. Es el unico metal que se encuentra en

estado liquido a temperatura ambiente (EPA, 2007).

Es relativamente insoluble en agua (56 pug/lt a 25 °C), pero es soluble en lipidos, acido nitrico
y en acido sulfurico. Interacciona con diversos metales como el cobre, oro, plata, platino,

uranio, plomo, sodio y potasio formando amalgamas (EPA, 2007).

Puede existir en tres estados de oxidacién: elemental (Hg), mercurioso (Hgz %) y mercurico
(Hg?"), los cuales presentan diferentes propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (Lee,
2000). Las formas mercuricas y mercuriosas pueden originar gran numero de compuestos
organicos e inorganicos, aunque la mercuriosa es raramente estable bajo condiciones
ambientales convencionales (Ferguson, 1990). La mayor parte del mercurio presente en el

ambiente se encuentra como sales mercuricas inorganicas y compuestos organomercuricos.

(EPA, 2004).
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1.2 Mercurio organico e inorganico

El mercurio puede ser encontrado en forma elemental, asi como formando parte de
compuestos inorganicos u organicos. Los compuestos organicos del mercurio denominados
organomercuriales tienen como caracteristica la unidon covalente al carbono C-Hg. El
mercurio organico se puede encontrar en 3 formas: arilo, compuestos de cadena corta y
cadena larga. Entre éstos se encuentran; el metilmercurio, dimetilmercurio, hidréxido de
metilmercurio y fenilmercurio, entre otros (EPA, 2004). La mayoria de organomercuriales
no son solubles y suelen permanecer en fase acuosa como moléculas no disociadas, por lo
tanto, no reaccionan con acidos ni bases débiles. El hidréxido de metilmercurio CH;HgOH
es, sin embargo, muy soluble debido a la gran capacidad del grupo hidroxilo para formar

puentes de hidrogeno (EPA, 2004).

Los compuestos organicos de mercurio son de gran interés hoy en dia porque a menudo se
encuentran en la cadena alimentaria y se han utilizado para inhibir el crecimiento bacteriano
en los medicamentos. El mercurio organico también se encuentra en fungicidas y escorrentias
industriales. La forma més comin de mercurio organico en ambientes acudticos es el
metilmercurio (MeHg), el cual es la principal fuente de mercurio organico presente en
ambientes acuaticos (Clarkson, 2006.). El MeHg es absorbido facilmente por organismos
inferiores, lo cual le permite ascender en la cadena alimentaria, bioacumulandose en diversos
organismos superiores (Mahaffey, 1999). Los peces parecen ser la principal fuente de
envenenamiento con MeHg y para los seres humanos, a través de mecanismos que alin se

desconocen (Mozaffarian, 20006).

El tracto gastrointestinal absorbe aproximadamente el 95% del MeHg e ingresa a los glébulos
rojos y al cerebro uniéndose covalentemente a grupos proteicos de glutation y cisteina
(Sarafian, 1999). Debido a que la excrecion urinaria de MeHg es insignificante, se elimina
principalmente del cuerpo en una forma inorganica a través de la accion del sistema biliar.
Se estima que la vida media biologica de MeHg es de 39 a 70 dias, dependiendo de la carga

corporal (Sarafian, 1999).
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Otro de los compuestos organicos del mercurio considerado altamente toxico es el
dimetilmercurio, el cual puede causar la muerte si se derraman solo unos pocos microlitros
sobre la piel o incluso en guantes de latex (Joshi, 2012). Ademés de la muerte, el
envenenamiento por mercurio organico puede provocar la muerte, retraso mental, ceguera,
déficits neurologicos, pérdida de audicion y defectos en el desarrollo embrionario (Guzzi,

2008).

Las especies inorganicas del mercurio estan constituidas por el propio Hg metal, el 6xido de
mercurio HgO y dos especies ionicas, el cation merctrico Hg*" y el mercurioso Hg»?", que
tienen la capacidad de unirse con elementos como el cloro y el azufre formando las sales de

mercurio HgCL y HgS (PNUMA, 2005).

Tanto las especies organicas como inorgéanicas principalmente el cation Hg** del mercurio
tienen la capacidad de formar complejos con ligandos bioldgicos, preferentemente con
atomos de azufre, siendo la cisteina el aminodcido mas favorecido para formar complejos
estables que permiten su metabolizacion o su interaccidon con componentes proteicos

interfiriendo asi en procesos enzimaticos (Schurz et al., 2000).

1.3 Usos del mercurio

Se sabe que el cinabrio, un mineral compuesto principalmente por mercurio, se empleé como
pigmento en la decoracion de cuevas y del cuerpo en épocas prehistoricas. En el siglo IV
A.C., Aristoteles utilizaba mercurio en ceremonias religiosas, los antiguos egipcios, griegos
y romanos lo usaban para preparar cosméticos, medicamentos y para amalgamacion de otros
metales (Serrano, 2004). Posteriormente se utiliz6 en la elaboracién de instrumentos de
medicion y para generar el fulminato de mercurio, un detonador de explosivos. Todo esto

llevo a la expansion de la industria del mercurio a partir de 1900 (Galaor et al., 1998).

Actualmente, sus usos son variados y dependen principalmente del aprovechamiento de sus
propiedades fisicoquimicas como volumen de expansion, conductividad eléctrica, toxicidad

y habilidad para alearse con otros metales (Rytuba, 2002). Se emplea como catalizador de
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oxidaciones organicas; en recubrimiento de espejos; en lamparas de arco para generar rayos
UV y lamparas fluorescentes; en instrumentos de medicion como barémetros, termdémetros,
hidrometros y pirdmetros; en la extraccion de oro y plata de sus minerales; en la generacion
de amalgamas; en rectificadores eléctricos; en la determinacion de nitrogeno por el método
Kjeldhal; como reactivo de Millon; como catodo en electrolisis y electroanalisis; en pilas y
en la manufactura de sales de mercurio, productos farmacéuticos, agroquimicos y pinturas.
Muchos de éstos han sido prohibidos debido a su alta toxicidad, por ejemplo, en plaguicidas,
articulos de lavanderia, cosméticos y pinturas (Clarkson, 2006).

Tanto el mercurio como sus sales tienen una gran resistencia a la biodegradacion, por lo que
se acumulan creando graves problemas de contaminacién ambiental. Es por ello por lo que
existen reglamentaciones especiales para el manejo, produccion y disposicion de desechos,

en paises industrializados (EPA, 2004).

1.4 Fuentes de emision de mercurio en el ambiente: naturales y antropogénicas

La emision del mercurio en el ambiente puede tener como origen procesos naturales o
antropogénicas. Entre los primeros, se encuentra la volatilizacion del mercurio desde medios
acuaticos y marinos, a partir de la vegetacion, la liberacion de gases de materiales geologicos,
la erosion de los suelos y rocas y las emisiones volcanicas, siendo estas Ultimas el principal
aporte natural. Las emisiones naturales de mercurio tienen lugar principalmente en forma de
mercurio elemental Hg® (Figueroa, 1985).

En cuanto a las emisiones antropogénicas, estas pueden ser liberadas como mercurio
elemental (Hg), asi como de sus especies inorganicas como HgCl,, Hg (OH), y HgS
(PNUMA, 2005). La fuente principal de emision es la extraccion de recursos naturales
(recuperacion de metales preciosos, yacimientos petroliferos y carboniferos), a través de la
mineria, la cual aporta el 50% de mercurio al ambiente (PNUMA, 2005). Otra fuente
importante de emision es la incineracion de residuos, especialmente de origen médico,
disposicion de pilas, lamparas, termometros, etc. Asi como en el uso industrial mediante la
manufactura de equipo electronico, pinturas y agricultura (la aplicacion de fungicidas a base

de este metal) (Fu, 2010).
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1.5 El ciclo del mercurio en el ambiente

Se define como el ciclo del mercurio su flujo continuo entre atmdsfera, tierra y agua. Este
ciclo estd basado en el comportamiento del Hg en los diferentes medios, en las reacciones
quimicas implicadas, asi como en parametros de transporte y su destino final. De acuerdo
con Niriagu (1979), en cualquier punto de la Tierra, la cantidad de mercurio presente depende

de:

1. Ciclo global natural
Ciclo global perturbado por la actividad humana

Fuentes regionales de mercurio

> » b

Fuentes locales de mercurio

Estudios recientes indican que de 200.000 toneladas de mercurio emitidas a la atmoésfera
desde 1890, aproximadamente el 95% se encuentran en suelos, alrededor de un 3% en aguas
ocednicas y un 2% en la atmoésfera. Se estima que entre el 40 y el 75% del mercurio

atmosférico actual tiene como origen diversas fuentes antropogénicas (EPA, 2004).

1.5.1 El mercurio en la atmodsfera

La mayor parte del mercurio presente en la atmosfera se encuentra en estado gaseoso. Este
es principalmente mercurio elemental Hg’, sin embargo, un porcentaje pequefio es oxidado
a su estado i6nico Hg?* (mercurioso) para formar cloruro de mercurio (HgCly) y 6xido de

mercurio Hg (OH). (Brunke, 2010).

El vapor de mercurio puro, también llamado Mercurio Elemental Gaseoso (MEQG), tiene muy
escasa solubilidad en agua y es muy estable en la atmosfera, tiene un tiempo de residencia
entre seis meses y dos afios. Esta estabilidad permite que soporte el transporte por largas
distancias, haciendo que las concentraciones de MEG sean bastante uniformes en la

atmosfera (Fu, 2010).
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A los compuestos inorganicos de mercurio que se encuentran en estado gaseoso en la
atmosfera se les conoce generalmente como Mercurio Gaseoso Reactivo (MGR). Los
compuestos de MGR (HgCl, y Hg (OH)2) son menos estables en la atmosfera que el MEG,
debido a su elevada reactividad y solubilidad en el agua, pueden permanecer en la atmosfera
por periodo de horas o dias, permitiendo que la lluvia y otras formas de precipitacion los
eliminen de la atmosfera, conocido como depoésito humedo. Los MGR también pueden ser
eliminados sin precipitacion, a través de su adherencia con diversas particulas de la

atmosfera, en un proceso designado como deposito seco (Figura 1) (Steffen, 2008).

1.5.2 El mercurio en el suelo

La mayor parte del mercurio presente en los suelos se encuentra en forma inorganica como
HgCl, y Hg (OH),. Estos, asi como el mercurio elemental pueden ser depositados en los
suelos mediante depdsito seco o himedo, son bastante solubles y, en consecuencia, moviles,
los compuestos inorganicos de Hg?*, suelen formar complejos con la materia orgéanica, lo
cual limita su movilidad, haciendo que estos actlien como grandes reservas de mercurio. Sin
embargo, puede ser adsorbido por ligandos organicos solubles u otras formas de carbono
organico disuelto, lo que facilita su incorporacion hacia la fase acuosa (Figura 1) (Rytuba et

al., 2002).

Otra especie del mercurio presente en proporciones bajas en suelos y sedimentos, pero de
gran importancia debido a su toxicidad y capacidad para la bioacumulacion, es el
metilmercurio. Su formacion se debe principalmente a varios procesos microbianos que
actian sobre compuestos de Hg>*. El metilmercurio presenta gran afinidad por la materia
organica, lo que limita su movilidad en el ambiente permitiendo su bioacumulacion (Rytuba

et al., 2002).
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1.5.3 El mercurio en los cuerpos de agua

Existen diversas vias por las cuales el mercurio entra a los cuerpos de agua. El Hg?' y el
metilmercurio pueden ser depositados directamente desde la atmosfera, o a través del

deposito himedo y seco o mediante la lixiviacion y escorrentia (Gilmour y Henry, 1991).

Al igual que los suelos, los cuerpos de agua se encuentran potencialmente contaminados por
especies inorganicas de mercurio. Los flujos de este en los cuerpos de agua incluyen (por

orden de significancia): sedimentacion y flujo hacia el océano (Lofroth, 1970).

Una vez depositado el mercurio en los cuerpos de agua, éste es transportado (en forma de
particulas) a regiones mas profundas (capas de menor contenido de oxigeno), donde se
sedimentard y ocurrira el proceso de metilacion. El metilmercurio es entonces transportado a
la fase mixta (a profundidades inferiores a 100 metros), donde sera incorporado a la cadena
alimentaria. Sin embargo, el metilmercurio puede ser desmetilado a través de la
fotodegradacion, dando lugar a mercurio elemental, volatilizandose nuevamente hacia la
atmosfera completando el ciclo (Figura 1). El metilmercurio en los cuerpos de agua pasa a

las cadenas troficas incorpordndose en la dieta de los seres humanos (Molina et al., 2010).
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Figura 1. Ciclo del mercurio en el ambiente. La emision del mercurio al ambiente puede ser de fuentes
naturales o antropogénicas, una vez incorporado en atmodsfera se oxida a Hg?" y es depositado de manera seca
o humeda al suelo y a los cuerpos de agua. Una vez en ellos, el mercurio pasa por procesos de metilacion y
desmetilacion mediada por microorganismos, bioacumulandose en los organismos, incorporandose en la cadena
alimentaria que a su vez es foto-degradado y reducido de Hg?" a Hg, para incorporarse a la atmosfera e iniciar
nuevamente el ciclo (Harris, 2007).

1.6 Formas de exposicion al mercurio

Debido a la presencia de mercurio en el ambiente, la poblacion humana se encuentra
constantemente expuesta a diversas especies organicas e inorganicas de este. Sin embargo,
ademas de la exposicion ambiental, existen diversas actividades humanas que incrementan

el riesgo de intoxicacion por mercurio. Estas actividades pueden ser; (EPA, 2004):

1. Alimentarias: consumo de pescados o mariscos contaminados principalmente con sus

formas orgénicas.
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2. Ocupacionales: trabajos de mineria, personal de salud, industrias, plantas de

extraccion de recursos naturales y laboratorios, entre otros.

3. Accidentales: aspiracion de vapores de mercurio metalico por accidentes con

artefactos o instrumentos que lo contienen.

4. latrogenas: A partir de practicas médicas u odontologicas

Ademas de las exposiciones mercuriales clasicas, en la década de los sesenta hizo su
aparicion una nueva forma de exposicion ligada a los compuestos organicos, las exposiciones
e intoxicaciones colectivas. De ellas, las mas importantes fueron la de la Bahia de Minamata
y Niigata en Japon entre 1953 y 1960 y las exposiciones alimentarias por fungicidas (Soria

et al., 1995).

Debido a estos incidentes se crearon diversos organismos para regular la exposicion al
mercurio de la poblacion humana. En 1990, la American Conference of Governamental
Industrial Hygienists (ACGIH) propuso una concentracion media permisible de mercurio
ambiental en los lugares de trabajo de 50 mg/m>, considerando la mayoria de los autores que
los trabajadores expuestos no deben sobrepasar los 50 mg/L. de mercurio urinario (Sanz-

Gallén et al., 1993).

Actualmente, el limite de tolerancia maximo para los productos de pesca es de 0.5 mg/Kg y
el limite de concentracion en la parte comestible de los pescados, cefalopodos, moluscos
bivalvos, gasteropodos y crustaceos frescos, congelados, en conserva y semiconserva es de

1 mg/Kg (Rodriguez Lopez et al., 2001).

Para las hortalizas, las hierbas frescas, todas las setas y las frutas excluidas las bayas y frutas
pequenas, el contenido maximo de mercurio es de 0.1 mg/Kg peso fresco. Para las grasas y
aceites, incluida la grasa lactea es de 0.1 mg/Kg peso fresco. Finalmente, para los vinos

(incluidos los espumosos y excluidos los vinos de licor), los vinos aromatizados, las bebidas
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aromatizadas a base de vino, cocteles aromatizados de productos vitivinicolas, las sidras,
peradas y vinos de frutas procedentes de la cosecha 2001 en adelante, el contenido maximo
de mercurio ha sido fijado en 0.2 mg/kg peso fresco (Pérez, 1999; Rodriguez Lopez et al.,

2001).

1.7 Vias de ingreso del mercurio al organismo

Las principales vias de ingreso son; digestiva, inhalatoria y dérmica. Los porcentajes de

absorcion varian de acuerdo con la especie de mercurio.

Via gastrointestinal: el mercurio elemental se absorbe muy poco por el tracto intestinal, del
2% al 10%, debido a que es insoluble. Es oxidado formando compuestos solubles que son
absorbidos con mayor facilidad (Friberg y Nordberg, 1973). Sus sales inorgéanicas solubles
se absorben entre 10 y 15%, el resto queda unido a la mucosa digestiva. Los compuestos
organicos, son mas liposolubles y menos corrosivos para la mucosa intestinal, se absorben
facilmente por esta via (entre el 50% y 80% del total ingerido) con un méaximo de hasta 94-

95% en el caso del metilmercurio (Nielsen y Andersen, 1990).

Via respiratoria: el 80% de los vapores de mercurio son absorbidos por inhalacion y
rapidamente entran a la sangre a través de las membranas alveolares. Su afinidad por las
proteinas y compuestos con grupos sulthidrilos (SH) explica la capacidad del metal para
reaccionar inmediatamente con la mucosa respiratoria que tiene un elevado contenido de
dichos grupos (Hursh et al., 1976). Al inhalar vapores de mercurio elemental la absorcion es
rapida y completa en la membrana alveolar, ahi se oxidard hasta convertirse en cation
mercurico Hg?® (Yoshida, 2002). El porcentaje de retencion pulmonar después de una
exposicion varia del 74 al 76% cuando la inspiracion es a través de la nariz y del 50% cuando

la inspiracion y espiracion es a través de la boca. (Maas et al., 1996).

Via cutanea: el mercurio elemental es poco absorbido por la piel, sin embargo, algunas
especies organicas son facilmente asimiladas. Los compuestos inorganicos si son

transportados por disolventes organicos a través de la piel, en donde parte de este se
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convertirian en mercurio elemental, que se depositard y acumulara en los tejidos (Silberberg

etal., 1969).

1.8 Toxicocinética y metabolismo del mercurio en el organismo

La toxicocinética y metabolismo del mercurio en los diversos tejidos del organismo dependen
de la dosis, de la duracion de la exposicion y del grado de oxidacion del mercurio (Magos,
1967). Asi, del total del mercurio que se absorbe por inhalacion, un 60% estd en forma de
vapor y el resto se reparte entre formas organicas e inorganicas; solo un 3% corresponde a la
forma particulada. Sin embargo, independientemente de la especie quimica, un 80% del
mercurio inhalado se retiene, y se estima que del vapor de mercurio penetra casi un 100% a

través de los alveolos (Magos, 1967).

Respecto a la via digestiva, el mercurio metalico no se absorbe practicamente por esta via;
los derivados inorganicos penetran en un 70% mientras que los orgéanicos lo hacen en su
totalidad. La via cutdnea estd limitada a los derivados organomercuriales. Después de su
absorcion, el mercurio se acumula principalmente en los rifiones. A nivel celular se acumula
en los lisosomas y mitocondrias (Storelli et al., 1998). Las concentraciones de mercurio en
sangre superiores a 3.5 mg/L deben considerarse toxicas. La vida media en plasma sanguineo
del mercurio metélico se estima que es de unos 23-40 dias y la de sus compuestos organicos
de 70 dias, lo que indica que se elimina con dificultad (Weiner y Nylander, 1993). La via
principal de eliminacion es el rifion, pero también se excluyen cantidades significativas a
través de la saliva, lagrimas, sudor y bilis. El 70% de los iones de mercurio expulsados lo

hacen en forma de sulfidril-mercurio del tipo R-Hg-S-R (Cérdoba y Cuesta, 2000).

1.9 Efectos asociados con la exposicion al mercurio

El mercurio genera efectos nocivos en la salud humana, los cuales dependen de la via y el
tiempo de la exposicion, el 6rgano diana sobre el cual ejerza su efecto (Danscher et al., 1990).
La toxicidad se incrementa con la liposolubilidad siendo méas toxicas las formas orgéanicas

que las inorgénicas (Soria et al., 1995). La dosis mortal por via oral para las distintas sales

28



mercuricas es de aproximadamente 1 g, aunque hay referencias de muerte con 0.5 g por via
oral. Ademas, La relacion dosis-efecto puede ser modificada por distintos factores como
edad, sexo, estado nutricional, entre otros, dependiendo del tipo de compuesto de mercurio

de que se trate (Hardisson, 1981; Sierra y Hardisson, 1991).

En el caso del mercurio elemental (vapor), el 6rgano diana principal es el cerebro, también
se ven afectadas las funciones nerviosa periférica, renal, inmune, endocrina y muscular

(Magos, 1989).

Después de una exposicion aguda, se presenta bronquitis erosiva y bronquiolitis que puede
conducir a insuficiencia respiratoria. Estas pueden ir acompafiadas con sintomas en el sistema
nervioso central como temblor y eretismo (pérdida la memoria, aumento de la excitabilidad,
insomnio y depresion) (Takahata et al., 1970). A concentraciones bajas se presentan sintomas
inespecificos como debilidad, fatiga, anorexia, pérdida de peso y trastornos gastrointestinales
(Bernhoft, 2012). También pueden ocurrir casos de proteinuria y sindrome nefrdtico, asi
como salivacion excesiva. Los temblores, gingivitis y eretismo se han reconocido como la

mayor manifestacion del envenenamiento por esta clase de mercurio (Danscher et al., 1990).

Mercurio organico (metilmercurio): el cerebro es el 6rgano diana, afectando directamente al
sistema nervioso central (SNC), la vision y la audicidn, asi como aquellas regiones cerebrales
relacionadas con la coordinacion (especialmente el cerebelo) son las funciones més afectadas
(Meyer, 2004). Los efectos agudos son edema cerebral, con la destruccion prolongada de la

materia gris.

El principal efecto cronico sobre la salud humana es la neurotoxicidad. Las manifestaciones
clinicas incluyen parestesia (entumecimiento y sensacion de hormigueo alrededor de boca y
labios), ataxia (dificultad para tragar y articular palabras). Otros signos incluyen neurastenia
(sensacion generalizada de debilidad), pérdida de audicion y vision, espasticidad (musculos
tensos y rigidos) y temblor. Estos pueden progresar hasta el coma y desencadenar la muerte

(Clarkson, 1976).

Mercurio inorganico (sales): el principal 6rgano diana es el rifion, sin embargo, también tiene

efectos en el SNC y en los testiculos inhibiendo la espermatogénesis.
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El envenenamiento agudo, particularmente con HgCly, es dirigido al tracto gastrointestinal y
rifiones. Se produce gran precipitacion de proteinas acompanado de dolor abdominal, vomito
y diarrea sanguinolenta con necrosis de la mucosa intestinal. Esto puede producir la muerte
por peritonitis, infecciones sépticas o shock hipovolémico (Cherian y Clarkson, 196;

Piotrowski et al., 1973).

El envenenamiento cronico es raro. La toxicidad renal involucra necrosis tubular,
glomerulonefritis autoinmune o ambas. Las disfunciones inmunes incluyen reacciones de
hipersensibilidad, comprendiendo asma y dermatitis, ademas se presentan alteraciones en el
sistema endocrino y reproductivo inhibiendo la capacidad de producir hormonas y su

actividad (Rowland et al., 1994).
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II ANTECEDENTES

2.1 Propiedades fisicas y quimicas del cloruro de mercurio

El cloruro mercurico HgClz, también conocido como bicloruro de mercurio, cloruro de
mercurio, dicloruro de mercurio, percloruro de mercurio, dicloromercurio y cloruro de
mercurio corrosivo, es un polvo cristalino blanco con una densidad de 5.4 g /cm?, un punto
de fusioén de 277 °C y un punto de ebullicion de 302 °C y ligeramente volatil a temperatura
ambiente. Es soluble en agua, etanol, benceno, éter, glicerol, 4cido acético y muchos otros
disolventes organicos (Merck, 1983). El cloruro de mercurio es el mas peligroso de los
compuestos mercuricos (Hg,") debido a su mayor solubilidad en agua, 71.5 g/L a 25 °C, y
elevada presion de vapor, 760 mm Hg a 304.0 °C (Weast, 1982). En solucidn acuosa, existe
como complejos de cloruro que tienen una fuerte tendencia a reaccionar con grupos

sulthidricos, formando compuestos mercuricos sulfhidricos mas estables.

2.2 Usos del cloruro de mercurio

Se ha utilizado como desinfectante, antiséptico, como reactivo analitico para sintesis
organicas, en el tratamiento de semillas y la fabricacion de otros compuestos que contienen
mercurio. Ademas, es ingrediente en cremas aclaradoras de la piel y otros cosméticos (Merck,

1983).

2.3 Efectos toxicos del cloruro de mercurio

El cloruro de mercurio es absorbido por la piel y el tracto gastrointestinal, pero solo el 2% es
transportado en la sangre por los eritrocitos y el plasma, la mayor parte es absorbido y

acumulado en los rifones (Berlin, 1986). La mayor parte es absorbido y acumulado en los
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rifones (Berlin,1986), convirtiéndolo en el 6rgano diana para el envenenamiento cronico,

seguido por el higado (Berlin, 1986).

El efecto citotdxico directo del cloruro de mercurio sobre el tubulo renal se ha estudiado
ampliamente (Barnes et al., 1980). En ratas, produce alteraciones en el tubulo proximal
(Biber et al., 1968). Su mecanismo basico de toxicidad se desconoce, sin embargo, debido a
que puede interactuar con grupos sulthidrilos, se propone que actia inhibiendo la mayoria de
las enzimas (Sin et al., 1990). En otro estudio se observo necrosis en los tibulos proximales.
También puede danar las células de los glomérulos e inducir una reaccién autoinmune, o
causar la produccion de anticuerpos en la membrana de los glomérulos (Sapin et al., 1977;

Aten et al., 1988).

Ademas de sus efectos toxicos a nivel renal se ha descrito que el (HgCl) también afecta
adversamente los sistemas nervioso central y periférico (Aschner et al., 1994) y reduce la

tasa de fertilidad en ratones (Von Burg, 1995).

2.4 Efectos toxicos del mercurio a nivel reproductivo

La exposicion a vapores de mercurio puede inducir alteraciones en el eje hipotdlamo-
hipofisis- gonadal que afecta la funcion reproductora al alterar la circulacion de los niveles
de la hormona foliculoestimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH), la inhibina, la
progesterona, los estrégenos y los andrégenos (Davis, 2001). En los hombres, el mercurio
puede tener efectos adversos en la concentracion de espermatozoides y en el peso testicular.
También existe asociacion con la disfuncion eréctil. Keck et al. (1993) y Colquitt (1995),
detectaron mercurio mediante técnicas autometalgraficas en testiculos de un paciente de 25
afos con infertilidad inexplicable. El paciente estuvo expuesto al vapor de mercurio durante
aproximadamente 5 afios mientras trabajaba en la industria clorodlcali. Se detectaron
elevadas concentraciones de mercurio en el cabello, sangre y la orina, y en la biopsia de los

testiculos se observaron alteraciones en células de Leydig (Keck et al., 1993).
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En un estudio in vitro realizado con semen humano incubado con 50 y 800 uM de mercurio,
reportaron dafios en ADN, en la motilidad y en la membrana acrosémica (Arabi, 2007). Esto

resultados concuerdan con lo reportado por Mohamed (1986), Rao (1989) y Choy (2002).

Los efectos adversos sobre la reproduccion femenina humana fueron observados Koos
(1976), establecid correlacion entre una elevada tasa de abortos espontaneos con elevadas
concentraciones de mercurio en la orina de madres expuestas. Asi como, alteraciones en los
niveles de estrogenos y progesterona, en los ovarios, inhibicion de la ovulacion, menstruacion
dolorosa o irregular, menopausia prematura entre otros efectos (Koos et al., 1976). Sikorski
(1987), reporto efectos similares en un estudio realizado en asistentes dentales polacas

expuestas a vapor de mercurio mediante la preparacion de amalgamas (Sikorski et al., 1987).

Davis (2001), evidencio afectacion del ciclo estral, de los niveles hormonales, asi como en
la morfologia de los cuerpos luteos en los ovarios y disminucién significativa del peso
corporal en ratas que inhalaron 1, 2, 4 mg/m® de mercurio por 2 h durante 11 dias. Sin
embargo, no observaron un efecto significativo en la ovulacién, implantacion o

mantenimiento del primer embarazo durante una corta exposicion a mercurio (Davis, 2001).

Los estudios en animales expuestos a mercurio han producido variedad de efectos en la
morfologia de los ovarios y testiculos, alteracion de los ciclos hormonales, menstruales y
estrales, asi como efectos embriotoxicos, que incluyen, retraso del crecimiento, aumento de
la frecuencia de malformaciones y muerte fetal (Rizzo, 1972).

En ratas, ratones y monos después de la exposicidon a mercurio, se observo disminucion en el
recuento de espermatozoides, alteraciones en la morfologia y en la movilidad espermatica
(Lee, 1975; Homma, 2001). En la Tabla 1 se muestran algunos estudios realizados sobre los

efectos toxicos del mercurio a nivel reproductor.
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Tabla 1. Estudios realizados sobre los efectos toxicos del mercurio a nivel reproductivo.

Compuesto Modelo utilizado Efectos observados Referencia
de Hg
Mercurio Pez cebra (Danio | Hembras expuestas a 1.0 pug/L de mercurio .
. L . , .. . Kihlstrom
inorganico rerio) durante 19 dias, disminuyeron la cantidad de
(1970)
huevos.
Cloruro de Criceto Hembras expuestas a 1 mg de HgCl> durante 4
mercurio (Cricetinae dorado) dia§, presentaron alterapiones en !E’IS células Lamperti
foliculares en los ovarios, formacion de los
, o (1973)
cuerpos lateos, desequilibrio hormonal y
alteraciones en el ciclo estral.
Mercurio Mosca de la fruta | Hembras alimentadas con 30, 40, 50 y 60 mg de '
(fungicida) (Drosophila mercurio mostraron infertilidad Ci?zzt?;l
melanogaster)
Mercurio Pez cirujano Hembras expuestas a 100 pg/L de mercurio
inorgénico ) ) inorganico durante 10 dias, presentaron | Mahalingam
(Lepidocephalichthys hipertrofia de las células foliculares en ovarios. (1986)
thermalis)
Mercurio Pez serpiente Hembras expuestas a 16.1 ppb de mercurio,
organico Channa punctatus evid§nciar0n 'dismi'nuci(')n del pes’o c}e los Dey (1989)
ovarios y modificaciones en la ovogénesis.
Metilmercurio Tilapia Hembras con exposicion 0.3 y 1.3 pg de Arnold
metilmercurio presentaron disminucion de los
loti . . 2
(MeHg) (O. niloticus) niveles de la hormona 17f-estradiol. (2000)
Mercurio Rata Hembras adultas expuestas a 0, 1, 2 y 4 mg/m?
elemental (Rattus rattus) de vapor de Hg? durante dos h01Tas por 11 Qias Davis et al.
(vapor) consecutivos, mostraron alteraciones en ciclo (2001)
estral y hormonal, asi como modificaciones
morfoldgicas en los cuerpos luteos.
Cloruro de Raton Hembras expuestas a 0, 0.25, 0.50 y 1 mg/kg
mercurio (Mus musculus) por dia durante 14 dias consecutivos, | Khan et al.
presentaron disminucion de la fertilidad y del (2004)
HgCl N :
tamafio de los ovarios.
Metilmercurio Tilapia Hembras expuestas a 10 y 20 npg/L de Crump et al.
metilmercurio, se observd  necrosis
(MeHg) (O. niloticus) " v Y (2008)

34




degeneracion de los foliculos en ovarios, asi
como alteraciones en el ciclo hormonal.

Mercurio Raton Hembras expuestas a 11.70, 13.38 ng/g de
. . , ., . Saleh (2009)
organico (Mus musculus) mercurio se detectd acumulacion en ovarios.
Metilmercurio Rata Machos adultos alimentados con 0, 0.5, 1.0 y
(MeHg) (Rattus rattus) 30 mg’/kg MeHeg P ,0 " 14 dl?S' 'Se 'orbservo Fossato da
reduccion del epididimo, disminucion del )
Silva (2010)

conteo de espermatozoides y de la motilidad
con alteraciones morfologicas de estos.

2.5 Efectos moleculares y celulares del mercurio

La citotoxicidad del metilmercurio se ha atribuido a tres mecanismos principales: (i)
perturbacion de los niveles de Ca’" intracelular; (ii) induccién de estrés oxidante por
sobreproduccidn de especies reactivas de oxigeno (EROs) (LeBel et al., 1990; Graff et al.,
1997) o por reduccion de la capacidad de defensa oxidante (LeBel et al., 1990; Yee, 1994),
(ii1) interacciones con grupos sulfhidrilos dirigidos a proteinas y péptidos que contienen
cisteina y metionina (Clarkson, 1972). Estos tres mecanismos pueden dar como resultado la

alteracion de la proliferacion, la migracion y diferenciacion celular (Broussard, 2002).

Se ha demostrado que la exposicién a mercurio aumenta el Ca?" intracelular en varios tipos
de células (Sarafian, 1993; Atchison, 1994; Graff et al., 1997; Marty, 1997). En las células
granulares cerebelares (CGC), las alteraciones parecen relacionarse inicialmente con la
movilizacion de Ca?* desde las reservas intracelulares (primera fase), seguida de la entrada
de Ca®" a través de los canales de la membrana (segunda fase) (Marty, 1997). La alteracion
en la homeostasis del calcio originada por mercurio induce la activacion de proteasas,
endonucleasas, fosfolipasas, asi como alteraciones en la fosforilacion de proteinas (Saijoh,

1993; Sarafian, 1993).

El mercurio también puede incrementar los niveles de especies reactivas de oxigeno debido
a su capacidad para actuar como catalizador de reacciones de tipo Fenton (Peraza, 1998). En
organismos eucariotas, el sitio primario para la produccion de ERO ocurre en las
mitocondrias a través del metabolismo normal (Shenker, 2000). Se ha reportado que el

mercurio inorganico acrecienta la produccion de ERO al causar defectos en la fosforilacion
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oxidante y el transporte de electrones en el paso ubiquinona-citocromo b5 (Palmeira, 1997).
A través de la aceleracion de la tasa de transferencia de electrones en la cadena de transporte
de electrones en las mitocondrias, el mercurio induce la liberacion prematura de electrones
al oxigeno molecular, lo que provoca aumento en la generacion de especies reactivas de
oxigeno (Lund, 1991). Se ha observado que el nivel de ERO se incrementa después de la
exposicion al metilmercurio en el tejido cerebral (LeBel et al., 1990; Yee, 1994). La
exposicion al mercurio induce niveles elevados de superoxido, peroxido de hidrégeno y
peroxidacion lipidica (Yonaha, 1983; LeBel et al., 1990; Sarfian, 1993; Oyama, 2000). Se
han detectado niveles elevados de peroxinitrito en la corteza occipital de ratas expuestas a

mercurio (Miyamoto, 2001).

Después de la exposicion a mercurio se ha observado en ratas la disminucion del glutation
(GSH) y reduccion de la enzima superdxido dismutasa (SOD) (Sarfian, 1993; Yee, 1994;
Shanker, 1999). La unién del mercurio a GSH debido a su alta afinidad por los grupos SH,
disminuye la disponibilidad de este factor antioxidante, exponiendo a las células al dafio
mediado por radicales libres (Shanker, 1999). De acuerdo con estos hallazgos, se ha
demostrado que el mercurio induce dafio celular al aumentar la formacion de radical
hidroxilo, peroxido de hidrogeno y radical superdxido y también al reducir las defensas
endogenas de antioxidantes (tanto enzimaticos como no enzimaticos) (Shanker, 2001; Allen,
2002). La union a grupos SH de péptidos también puede tener varias consecuencias
perjudiciales para las células debido a modificaciones de proteinas estructurales y/o
inactivacion de enzimas. Por ejemplo, la union del metilmercurio a la tubulina conlleva
alteraciones en el ensamblaje y des ensamblaje de los microtubulos lo cual se han propuesto
como posible mecanismo responsable de la alteracion del citoesqueleto (Graff, 1989; Miura,

1989).

Aunque los mecanismos moleculares del mercurio no son conocidos completamente, se
propone que produce efectos toxicos por precipitacion de proteinas, inhibicidon enzimatica y
accion corrosiva generalizada. El mercurio no solo se une a los grupos sulfhidrilos, también
puede interactuar con grupos fosforilo, carboxilo, amida y amina (Broussard, 2002). Las
proteinas (incluidas las enzimas) con estos grupos facilmente reaccionan con el mercurio, he

inmediatamente son inactivadas (Naganuma, 2002).
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Los estudios realizados para identificar las vias moleculares del mercurio han sido llevadas
a cabo principalmente en el desarrollo de neuronas, siendo el metilmercurio el compuesto de
mercurio mas estudiado debido a su alta toxicidad y disponibilidad para los seres humanos.
Esta bien establecido que la toxicidad por metilmercurio (MeHg), se manifiesta con déficits
en la funcion neuroldgica (Bland, 2006). Los casos de exposicion prenatal al mercurio han
establecido que el sistema nervioso en desarrollo es mas susceptible a la perturbacion por
MeHg. A nivel celular, el MeHg provoca la inhibicion de los receptores de neurotransmisores
(Castoldi et al., 1996, Rajanna et al., 1997) y de los canales i6nicos de calcio (Sirois y
Atchison, 2000), dafio a mitocondrias y estrés oxidante (Sarafian, 1999), inhibiciéon de la
sintesis de proteinas y ensamblaje de microtubulos (Cheung y Verity, 1985; Miura et al.,

1998), asi como la sobre expresion de genes de apoptosis (Wilke et al., 2003).

Los efectos del MeHg y del HgClz en sistema nervioso se han analizado a través de la via de
sefialamiento Notch utilizando como modelo a Drosophila melanogaster (Bland, 2006) en el
cual revelaron aumento de la expresion de genes blanco E spl (Enhancer-of-split)
dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion. La via Notch es una via de
sefnalizacion célula-célula altamente conservada que controla las decisiones del destino
celular, la proliferacion, la migracion y el desarrollo neuronal (Bland, 2003). La activacion
del receptor Notch requiere de su protedlisis mediante una metaloproteasa de la familia
ADAM ubicada en la superficie celular. Las proteasas de la familia ADAM son necesarias
para el desarrollo normal de las neuronas (Fambrough et al., 1996; Rooke et al., 1996; Rubin,
1997), estas proteinas pueden ser activadas por compuestos organomercuriales tales como
acetato de p-aminofenilmercurico (APMA), como primer posible mecanismo molecular

elucidado para la neurotoxicidad del MeHg (Bland, 2003; Sanderson, 2005).

2.6 Muerte celular y efectos genotoxicos inducidos por mercurio

Diversos estudios han reportado que el mercurio induce dafio al ADN. Se ha observado en
sistemas in vitro e in vivo induccion de mutaciones, intercambios de cromatidas hermanas,
aberraciones cromosomicas y transformacion oncogénica (Rao et al., 2001). En estudios in
vitro realizados con linfocitos humanos tratados con mercurio se ha detectado incremento en

especies reactivas de oxigeno y roturas de doble cadena de ADN (Cebulska et al., 2005),
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otros trabajos reportan intercambio de cromatidas hermanas después del tratamiento con

acetato de fenil mercurio (Lee et al., 1997).

Se ha descrito aumento significativo en roturas monocatenarias de ADN en células de
mamifero in vitro (Robison et al., 1982; Zasukhina et al., 1983; Burkart y Ogorek, 1986,
Cantoni et al., 1986; Hamilton-Koch et al., 1986) ¢ in vivo expuestas a mercurio (Cantoni et
al., 1982; Zasukhina et al., 1983). También se ha reportado induccion de intercambios de
cromatidas hermanas por cloruro de mercurio, en células de médula 6sea de criceto dorado
(Siebert, 1981); en células K1 de ovario de criceto dorado (Montaldi et al., 1985) y en
linfocitos humanos en cultivo (Morimoto et al., 1982, Andersen, 1983). Se produjeron
aberraciones cromosoémicas en células hepaticas de ratones fetales después de la exposicion
de las madres a vapores de cloruro de mercurio en los dias 9 a 12 de gestacion (Andersen,
1983). Otros estudios realizados en ratones expuestos a mercurio han reportado aumento en
la frecuencia de micronticleos, asi como alteracion en la estructura de los microtubulos (Thier

etal., 2013).

El dafio originado al ADN debido a la exposicion a mercurio puede provocar muerte celular.
Se ha reportado muerte celular por apoptosis en cerebelo de rata después de la exposicion a
metilmercurio (Nagashima, 1996; Nagashima, 1997). En ratas después de exposicion cronica

a mercurio observaron apoptosis en corteza del cerebro de raton (Fujimura, 2009).

También se ha descrito apoptosis en neuronas, en células gliales y endocrinas expuestas al
metilmercurio in Vitro; en neuronas de granulos cerebelosos de roedores (Bulleit, 1998;
Castoldi, 2000; Dare, 2001); en células del hipocampo de raton (Tofighi, 2010), en células
gliales humanas (Dare, 2001), en microglia cerebral de rata células (Nishioku, 2000); en
células PC12 de feocromocitoma de rata y células de neuroblastoma de ratén (Miura, 1999;

Toimela, 2004) y neuronas sensoriales del ganglio dorsal de rata (Wilke, 2003).

En cuanto a las vias de sefializacion, el mercurio induce apoptosis independiente de caspasa
en células granulares cerebelosas, en células D384 de astrocitoma y en células HT22 del
hipocampo (Castoldi, 2000; Dare, 2000, 2001; Fonfria, 2002; Tofighi, 2010). Sin embargo,
el metilmercurio en células madre neurales induce apoptosis dependiente de caspasas (Dare,

2001; Fonfria, 2002), por lo que se ha sugerido que el mercurio puede inducir muerte celular
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programada por ambos mecanismos dependiendo del tiempo de exposicion y el tipo celular

(Liu, 1996; Bartton, 2000; Tamm, 2006).

2.7 Drosophila melanogaster como organismo modelo

Los estudios sobre la genética de la susceptibilidad a las toxinas ambientales son un desafio
en las poblaciones humanas, debido a la variedad de sintomas clinicos y la dificultad para
determinar cudles son por exposicion toxica (Liu, 2013). Una variedad de modelos
convencionales, se utilizan para los estudios toxicoldgicos, incluyendo lineas celulares para
evaluar los efectos de sustancias toxicas (Liu, 2013; O'Brien, 2014), el pez cebra se ha
utilizado para evaluar los efectos de xenobidticos sobre el desarrollo embrionario (Dai,
2014), asi como, los roedores para determinar los efectos fisioldgicos de algunas toxinas
(Farraj, 2011; Chamanza, 2015). Sin embargo, el modelo de Drosophila es eminentemente
adecuado para los estudios gendmicos a gran escala que pueden explorar los factores
genéticos que subyacen a la variacion individual en la susceptibilidad y resistencia a los
agentes toxicos. Drosophila melanogaster es un poderoso modelo genético para la
identificacion de genes y proteinas que contribuyen a la variacion de la resistencia a las

toxinas ambientales (Mackay, 2012; Huang, 2014).

Drosophila se introdujo como un organismo modelo en el siglo XX para estudiar
enfermedades humanas y como herramienta para entender procesos celulares basicos
(Hegde, 2010). Actualmente es empleada como modelo para el estudio de cancer,
comportamiento, en biologia del desarrollo, en los tratamientos con farmacos, en toxicologia,
entre otros. La idea central de esta eleccion es que la complejidad de cualquier proceso
bioldgico en moscas es mucho mas asequible que en vertebrados, ayudando por lo tanto a

entender las complejas relaciones causa-efecto en un proceso bioldgico (Hegde, 2010).

El genoma de Drosophila, por ejemplo, es una version simplificada del genoma humano,
cada gen de Drosophila estd representado normalmente por cuatro homologos en
vertebrados. Por lo tanto, la redundancia genética es relativamente rara en moscas, pero muy

frecuente en modelos como el raton. Debido a la conservacion fundamental de genes y
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procesos entre moscas y seres humanos, estos estudios son relevantes y se pueden extrapolar

a los vertebrados.

Otra de las principales ventajas de Drosophila como organismo modelo son el corto periodo
generacional en el cual se obtiene abundante descendencia, su mantenimiento es sencillo y
de bajo costo, en espacios pequefios es posible mantener una gran cantidad de organismos

(Adams et al., 2000).

Debido al exhaustivo estudio de Drosophila durante el Gltimo siglo, ha sido posible la
acumulacion de gran cantidad de informacion. Uno de los avances mas importantes se
produjo a inicios del siglo XXI, cuando la secuencia completa del genoma de Drosophila fue
publicada (Adams et al., 2000). Este hecho, junto con la disponibilidad de técnicas y
herramientas moleculares para su analisis, ha permitido consolidar a Drosophila como
organismo modelo en los estudios de multiples disciplinas. Otra de las grandes ventajas se
basa en la facilidad para introducir y combinar mutaciones en su genoma. De esta forma, el
fenotipo mutante permite inferir la posible funcidén del gen durante el desarrollo (Adams et
al., 200). Este gran acimulo de informacion sobre la genética y la biologia de Drosophila han
propiciado la aparicion de varias bases de datos accesibles a través de la Web de las cuales

destacan:

e FlyBase (http:/flybase.bio.indiana.edu/): incluye datos genéticos y moleculares
sobre Drosophila.

e Interactive Fly (http://sdb.bio.purdue.edu/fly/aimain/laahome.htm): guia de los
genes de Drosophila y sus funciones durante el desarrollo.

e FlyBrain (http://www.flybrain.org): base de datos y atlas en tiempo real sobre el
sistema nervioso de Drosophila.

e FlyView (http:/flyview.uni-muenster.de/): coleccion de patrones de expresion de

genes que se expresan durante el desarrollo (Janning, 1997).

Las comparaciones entre los genomas de Drosophila y del ser humano revelaron que
aproximadamente el 75% de los /oci involucrados en enfermedades humanas tienen un
homologo en Drosophila consolidando su legitimidad como un organismo modelo para la

investigacion biomédica (Collins et al., 1994). También se ha establecido que la mayoria de
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los mecanismos bioldgicos fundamentales y las vias de sefializacion que controlan el
desarrollo y la supervivencia se conservan a través de la evolucion entre las especies (Adams

et al., 2000).

2.8. La importancia del apareamiento genético en Drosophila melanogaster

Durante un siglo, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster se ha utilizado como un
poderoso organismo modelo para la investigacion biologica (Ashburner, 1993; Martinez-
Arias, 2008; Bellen et al., 2010). Inicialmente, la mosca era el vehiculo esencial para la
genética clasica hasta que las reglas genéticas basicas y las herramientas generadas durante
la primera mitad del siglo XX fueron reconocidas y utilizadas como un medio poderoso para
diseccionar los problemas bioldgicos (Keller, 1996). Durante los tltimos 50 afios, la genética
de moscas se ha aplicado de manera sistematica y exitosa para descifrar los mecanismos
principales de numerosos procesos biologicos incluyendo el desarrollo (Lawrence, 1992); las
vias de sefalizacion (Cadigan y Peifer, 2009), el ciclo celular (Lee y Weaver, 2003), el
desarrollo del sistema nervioso y el comportamiento (Weiner, 1999; Bellen et al., 2010), e

incluso los aspectos moleculares de enfermedades humanas (Bier, 2005).

Las herramientas y reglas genéticas cldsicas todavia tienen un lugar fundamental en la
investigacion actual sobre Drosophila. Ademas, la genética de la mosca ha revolucionado
alin mas con el advenimiento de la biologia molecular, la secuenciacion del genoma de la
mosca, el descubrimiento de elementos transponibles como vehiculo de transgénesis,
sistemas de expresion génica dirigida, la generacion sistematica de deleciones, inserciones
de elementos transponibles y transgénicos, las construcciones “knock-down” que cubren
practicamente todos los genes de Drosophila, asi como la aplicacion de recombinasas o
nucleasas especificas para realizar ingenieria genoémica (Venken y Bellen, 2005; Dahmann,

2008).

La vida diaria en un laboratorio de moscas requiere realizar cruces genéticos cldsicos. En
estos cruces, se utilizan moscas mutantes o genéticamente modificadas (transgénicas). Estas

diferentes variantes de moscas proporcionan las herramientas mediante las cuales los genes
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se manipulan o visualizan en accion para investigar su funcion. El arte de la genética de
Drosophila es utilizar estas herramientas, no solo en forma aislada sino a menudo combinadas
en las mismas moscas (Prokop, 2017). Este enfoque genético reunido mejora
significativamente la informacidon que se puede extraer. Estos esquemas genéticos son un

prerrequisito clave para una investigacion exitosa de Drosophila.

2.9 Lineas transgénicas en Drosophila melanogaster

Las moscas transgénicas se han convertido en un recurso clave para la genética de Drosophila
con muchas aplicaciones importantes. En consecuencia, los animales transgénicos estan
omnipresentes en los esquemas de apareamiento, y es importante comprender su naturaleza
principal y algunas de sus aplicaciones. La generacion de lineas transgénicas se basa
principalmente en el uso de elementos transponibles, los cuales. son fragmentos de ADN
parecidos al ADN de virus que se insertan en el genoma de manera aleatoria, se pueden
mantener en una posicion durante muchas generaciones, replicarse como genes enddgenos y
seguir las reglas mendelianas de la herencia. Existen ~ 100 tipos de transposones naturales
en Drosophila melanogaster y miles de inserciones por genoma individual (Kaminker,
2002). Los transposones codifican enzimas especializadas llamadas transposasas que
catalizan la movilizacion de los transposones en otras ubicaciones gendmicas, ya sea por
escision, reintegracion o mediante replicacion. En Drosophila, la clase mas utilizada de
transposon es el elemento P (P element). Para la transgénesis, los transposones se modifican
genéticamente. El gen transposasa se elimina y se reemplaza por los genes que el investigador
desea introducir en el genoma de la mosca, ademas de genes marcadores y genes motivos
para la clonacion selectiva del elemento transponible en bacterias, asi como, con

caracteristicas que mejoran el uso de estas construcciones (Prokop, 2017).

2.9.1 Transgénesis en Drosophila melanogaster

Para introducir transposones personalizados en el genoma de la mosca, estos requieren ser
inyectados en embriones tempranos durante la etapa de blastodermo sincicial. La inyeccion

debe tener lugar en el polo posterior donde se formaran las células polares, que son los
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precursores de espermatozoides y 6évulos (Bachmann, 2008). Si se integra con éxito en el
genoma de algunas células polares, los transposones inyectados daran lugar a descendencia
transgénica. Para catalizar la insercién gendémica de estos elementos P, las inyecciones se
realizan en presencia de transposasas, mediante el uso de lineas de moscas transgénicas que
expresan transposasa en la linea germinal, o elementos auxiliares coinyectantes. Las
transposasas transgénicas se eliminan en la siguiente generacion, los elementos auxiliares no
se integran en el genoma y se pierden posteriormente. A través de esta desaparicion de la
actividad enzimatica transposasa, las inserciones exitosas del elemento P se estabilizan y
pueden mantenerse estable. La generacion de lineas de moscas transgénicas a través de la
inyeccion de transposones y/o elementos auxiliares requiere experiencia técnica y equipos
especializados, como micromanipuladores y agujas de vidrio. A menudo es mas economico
subcontratar esta tarea a empresas especializadas (de las cuales existen varias a nivel
mundial), en lugar de establecer y mantener esta capacidad en laboratorios individuales

(Prokop, 2017).

2.9.2 Clases importantes de lineas de moscas transgénicas

Existe una gran variedad de lineas transgénicas, a continuacion, se describen algunas clases

importantes de ellas.

a. Enhancer/reporter construct lines. Los potenciadores son elementos reguladores de genes que
inducen y/o facilitan la activacion transcripcional de promotores de genes, en algunos casos actuando
sobre distancias de varias kilobases. Por lo general, los potenciadores actiian sobre los promotores de
genes endogenos en su region, pero también pueden activar los promotores en construcciones
transgénicas. Por lo tanto, para identificar y caracterizar potenciadores en regiones reguladoras de
genes (no codificantes), los fragmentos gendmicos que contienen estas regiones se pueden clonar
frente a un promotor de elementos P (que por si solo es demasiado débil para iniciar la expresion
génica) fusionado a un gen reportero (por ejemplo, GFP, RFP o lacZ / 3-Gal de E. coli). Los animales
transgénicos que llevan estas construcciones pueden analizarse para determinar el patron de expresion
espaciotemporal del gen reportero como una lectura de la actividad potenciadora, y también usarse
como herramientas genéticas para marcar ciertos tejidos y detectar la actividad de diferentes genes

endogenos en fines experimentales (Prokop, 2017).
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b. Enhancer trap lines: El promotor de elemento P solo es demasiado débil para iniciar la expresion
de los genes indicadores fusionados. Por lo tanto, los elementos transponibles que portan dicha
construccion de fusion del promotor del elemento P mostraran la expresion del gen indicador solo si
se insertan en un sitio genomico que se encuentra dentro del rango de actividad de potenciadores
endogenos. Al generar muchas inserciones aleatorias de dichos elementos P, el genoma puede, por lo
tanto, ser cribado para potenciadores que son activos en tejidos especificos en ciertas etapas. Tal
actividad a menudo indica la presencia de genes que se expresan, por lo tanto, son latentemente
relevantes en estos tejidos. Este procedimiento se conoce como una pantalla de trampa de potenciador
(Bellen, 1989). Dado que las inserciones de elementos P, frecuentemente afectan la funcion de los
genes en su sitio de insercion, pueden utilizarse para cribados sistematicos de mutagénesis de
elementos P. (Hummel, 2008). Una vez que se han generado las inserciones inducidas por elementos
P, los patrones del gen reportero pueden revelar cudndo y donde el gen esta activo y se pueden usar
estrategias de clonacion eficientes para mapear la insercion e identificar el gen del cual se quiere

visualizar su actividad (Hummel, 2008).

c. Protein trap lines: Una pantalla de trampa de proteinas es una version avanzada de una
pantalla trampa de potenciadores. Utiliza transposones que transportan secuencias que
codifican proteinas (por ejemplo, GFP o RFP) flanqueadas por sitios de empalme de aceptor
y donantes. Si dicho transposon se inserta en un intrén (dentro o flanqueando la region
codificante de un gen), la etiqueta se empalma en el producto natural del gen del huésped.
Esto produce versiones etiquetadas de proteinas endogenas que de otro modo estarian bajo
su regulacion normal (en contraste con proteinas etiquetadas con GFP expresadas a través de
Gal4 / UAS), de modo que GFP refleja su expresion natural y patrones de localizacion (Kelso,
2004; Buszczak, 2007; Lowe, 2014; Singari, 2014). Con el advenimiento de la
recombinacion / ingenieria genomica y las tecnologias CRISPR / Cas9, el marcado gendmico
de genes ahora ya no se deja al azar, sino que puede realizarse en enfoques especificos, que
se han comenzado a llevar a cabo incluso a gran escala (Huang, 2009; Gantz, 2016),
generando colecciones de cepas facilmente disponibles con genes marcados genémicamente

(Nagarkar, 2015; Sarov, 2015).

d. Lineas Gal4 / UAS: Gal4 es un factor de transcripcion de la levadura que activa genes rio

abajo de los elementos potenciadores del UAS (secuencia activadora rio arriba). Gal4 no
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existe endogenamente en las moscas y no actia sobre ningun loci endégeno en el genoma de
la mosca (Elliott, 2008). Se han generado y se siguen generando muchas lineas transgénicas
de moscas Gal4. Para ilustrar este punto, el término de busqueda simple "Gal4" produce casi
6000 visitas que representan acciones de moscas individuales en el Centro de Stock de
Bloomington. De estos, numerosas lineas de Gal4 estan facilmente disponibles que muestran
la expresion de Gal4 en diferentes tejidos o células en etapas especificas de desarrollo
(Pfeiffer, 2010). Simplemente cruzando las moscas que expresan Gal4 con lineas de
construccion UAS (Rerth, 1996). Los genes unidos a UAS pueden ser de naturaleza muy
diferente, incluyendo reporteros, distintas isoformas de genes de moscas (o de otras especies),
pequefios ARN interferentes o citotoxinas. Una vez cruzado a una linea Gal4, la descendencia
mostrard la expresion de estos genes acoplados a UAS en el patron Gal4 elegido. Esto
proporciona un sistema de experimentacion impresionantemente versatil y poderoso, cuyo
patron espaciotemporal puede refinarse ain méas mediante mejoras técnicas tales como el uso
de Gal 80 (un represor Gal4), Split Gal4 o el uso de estrategias alternativas (solas o en
combinacion), como el sistema de expresion binaria basado en LexA (Diegelmann, 2008; del

Valle, 2012).

e. Lineas FRT: los sitios FRT (objetivo de reconocimiento de FLP) estan especificamente
dirigidos por la levadura FLP recombinasa ("flipasa"). El sistema FLP / FRT es ampliamente
utilizado en Drosophila como un sistema de recombinacion inducible que ha reemplazado
principalmente a las estrategias anteriores basadas en rayos X (Theodosiou, 1998; Bischof,
2008). Se utiliza para activar y/o inactivar genes o reporteros, o para provocar la
recombinacion somatica entre cromosomas homologos, un evento que normalmente solo
ocurriria durante la meiosis. La recombinacion somatica requiere inserciones especificas de
elementos P que portan FRT cerca del centromero de ambos cromosomas homoélogos. En
estos sitios FRT / FLP catalizara la rotura y el intercambio de los brazos cromosdmicos
homologos que pueden distribuirse en diferentes células en divisiones celulares posteriores.
Cuando se parte de individuos heterocigotos, este método puede producir tejidos de mosaico
con clones homocigotos de células rodeadas por células heterocigéticas (Bischof, 2008). La
recombinacion somatica se usa para el analisis MARCM (analisis de mosaico con un
marcador de células reprensible) que estudia el comportamiento de células mutantes

individuales o grupos de células en tejido normal o mutante (Theodosiou, 1998). Otra
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aplicacion importante es la generacion de clones de lineas germinales usando la

recombinacion mediada por una Flippase / FRT en la etapa larval (Chou, 1992).

f. Lineas de ARNi: la aplicacion de estrategias de ARN de interferencia en moscas se ha
convertido en una poderosa alternativa al uso de alelos mutantes. Como una ventaja clave,
las lineas de vuelo portadoras de construcciones UAS-RNAI (disponibles para practicamente
todos los genes) (Dietzl, 2007), permiten la destruccion dirigida de genes especificos en un
tejido o conjunto de células reproducibles, a menudo en distintas etapas de desarrollo. Al
igual que los analisis que usan clones FRT mutantes, este enfoque puede superar los
problemas causados por la pérdida sistémica de la funcion del gen, como la letalidad
temprana (que a menudo impide analisis en etapas post-embrionarias) o aberraciones
complejas de tejidos completos que pueden ser dificiles de interpretar. Sin embargo, el uso
de lineas de ARNi no siempre conduce a resultados que sean congruentes con los andlisis de

los alelos mutantes clasicos y los resultados deben estar bien controlados (Yamamoto, 2014).

2.10 Descripcion general de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, también conocida como la mosca de la fruta, es una especie
perteneciente a la familia Drosophilidae (O'Grady y Markow, 2009). Presenta un bajo
nimero cromosdmico (2n=8), tiene tres pares de cromosomas autosomicos y un par sexual
(Rodriguez-Arnaiz, 2003). Es un insecto, cosmopolita, que al igual que otros de su clase
presenta tres tagmas: cabeza, torax y abdomen; mostrando asi mismo un par de alas
funcionales y un segundo par, llamados halterios o balancines que le permite mantener el
equilibrio, tres pares de patas y un par de antenas, las moscas adultas del fenotipo silvestre

tienen 0jos rojos y un cuerpo amarillo o marron (Tyler, 2000).
Los adultos presentan dimorfismo sexual, las hembras son ligeramente de mayor tamafio

comparado con los machos, carecen de la fusion de los segmentos del abdomen el cual

presenta una terminacion puntiaguda con la placa genital en posicion dorsoventral.
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Los machos en comparacion tienen una fusion de segmentos en la parte terminal del abdomen
con una fuerte melanizacion, una terminacion redondeada y posicion ventral de la placa
genital; ademas de la presencia de peines sexuales que son una serie de cerdas cortas de color

negro en el primer par de patas (Figura 2) (Demerec y Kaufmann, 2005).

Figura 2. Vista dorsal y lateral de macho y hembra de Drosophila melanogaster. A) Macho, 1) fusion de
los segmentos terminales del abdomen, 2) peines sexuales, 3) placa genital. B) Hembra, 4) abdomen sin
pigmentacion, terminacion puntiaguda (Drosophila Species Stock Center, 2017).

2.11 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

Drosophila es un insecto holometabolo lo cual significa que pasa por una metamorfosis
completa que incluye cuatro estadios de desarrollo; huevo, larva, pupa y adulto o imago.
Tiene un ciclo de vida en el laboratorio de alrededor de 9 a 10 dias cuando se cria en un

medio nutritivo y a temperatura constante de 25 °C (Campos et al., 1985).

El ciclo inicia con la fecundacion del huevo y el posterior desarrollo del embrion
(embriogénesis) que dura aproximadamente de 18 a 24 h. A continuacion, inicia el estadio
larvario, el cual es la etapa principal de alimentacion y consta de 3 estadios (L1, L2, L3) que
duran en conjunto aproximadamente 4 dias. Transcurrido este tiempo, la larva deja de
alimentarse entra al estadio de pupa y comienza el proceso de metamorfosis. Esta etapa dura

aproximadamente 3 dias, al cabo de los cuales emerge una mosca adulta o imago que alcanza
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la madurez sexual a las 3 horas los machos y a las 7 horas las hembras (Figura 3) (Bate,

1993).

Figura 3. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. El ciclo de vida a 25 °C se completa en 10 dias,
conformado por cuatro estadios; huevo, larva (con tres instares o estadios), pupa y adulto o imago (Campos,
1985).

2.12 Sistema reproductor de las hembras

Drosophila melanogaster, posee un sistema reproductor femenino anatomicamente muy
similar al ser humano. Situado en la region ventral media posterior del abdomen, se encuentra
constituido por dos ovarios y dos oviductos laterales conectados a un oviducto comun que
desemboca en el ttero, el cual se comunica con la vagina, que se abre al exterior a través de
la vulva, situada entre los gondpodos constituyendo un ovipositor contractil. En la cdmara
genital o vagina desembocan, ademas, un receptaculo seminal, un par de espermatecas y dos

glandulas accesorias (Figura 4) (Mahowald, 1980).
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Figura 4. Sistema reproductor de Drosophila melanogaster. Esta compuesto por un par de ovarios (integrado
por un conjunto de 16 ovariolas y huevos maduros), dos oviductos laterales, un oviducto central, utero, vulva,
ovipositor y estructuras accesorias; receptaculo seminal, espermateca y glandulas accesorias (Swevers et al.,
2005).

El ovario esta constituido por 16-20 unidades independientes denominadas ovariolas lugar
donde ocurre la ovogénesis, las ovariolas son una secuencia de camaras progresivas en
desarrollo del ovocito (Henderson, 2004). Cada ovariola se encuentra dividida en tres
regiones principales (Figura 4), anteroposterior con relacion al ttero en: filamento terminal,
germario y vitelario. El filamento terminal consiste en una fila de 8 a 9 células que conectan
al germario con la envoltura circundante de la ovariola y determinan la orientacién de su
desarrollo (Bjerknes, 1999). El germario es el sitio de residencia de las células madre del
linaje germinal (GSCs) por sus siglas en inglés (Germline Stem Cells) y somatico (SSCs) por
sus siglas inglés (Somatic Stem Cells) (Figura 5). El vitelario es donde ocurre el proceso de

vitelogénesis y coriogénesis (Uryu et al., 2005).
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Figura 5. Ovariola y sus componentes. Esquema de la estructura de una ovariola la cual se divide segun
anteroposterior en; filamento terminal (FT), germario y vitelario. Imagen modificada de Uryu et al. (2005).

2.13 Anatomia del germario de Drosophila melanogaster

El germario para su estudio se ha dividido en cuatro regiones 1, 2a, 2b y 3 (Figura 6). En la
region 1, se localizan las células madre germinales GSCs ancladas a las células de la caperuza
CC:s (por sus siglas en inglés Cap Cells), que entran en contacto con las células del filamento
terminal TF (Terminal Filament) que en conjunto con las CCS conforman a las células
apicales, ademas de las CCs y TF las GSCs estan en contacto con un tipo de células madre
somaticas denominadas células madre acompafiantes ESCs (Escort Stem Cells), estos tres
grupos de células proporcionan un nicho o microambiente para las células madre germinales,
para lograr un equilibrio regulado entre la auto-renovacion y la diferenciacion de las GSCs,
esto se logra tanto por una serie de moléculas de senalizacion secretadas como por
conexiones adhesivas directas entre las células madre y sus componentes de nicho

(Drummond y Spradling, 2001). En la region 2a, ocurre el desarrollo y division del quiste
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germinal que se origina a partir de la division asimétrica de una GSC, este quiste continuara
dividiéndose y recubriéndose por las Ecs células acompafiantes (células hijas de las ESCs)
para su correcto desarrollo hasta ubicarse en la region 2b. En la region 2b se localizan otro
tipo de células madre somaticas, las células madre foliculares FSCs (Folicular Stem Cells),
las cuales dardn origen a las células precursoras foliculares que posteriormente daran origen
a las células foliculares FCs que comenzaran a cubrir al quiste germinal con una monocapa
de células para que este finalmente quede completamente aislado formando asi la primera
camara ovarica que pueda iniciar su desarrollo en la region 3, el cual es también el primer
estadio de la ovogénesis E1 al cual le precede el segundo estadio E2 y asi sucesivamente

hasta concluir la ovogénesis en el estadio E1 (Drummond y Spradling, 2001)

Figura 6. Anatomia del germario en Drosophila melanogaster. Region 1. Filamento terminal (TF) y células
de la caperuza (CCs), células madre acompanantes (GSCs) y células madres germinales (GSC). Region 2a:
quiste germinal en desarrollo, borde entre las regiones 2a y 2b células madre folicular (FSCs). Region 2b; quiste
germinal rodeado por células foliculares (FCs). Region 3; primer camara ovarica (primer estadio de
ovogénesis), constituida por células nodrizas y el ovocito rodeado por células foliculares. Imagen modificada
de Hartman et al. (2013).
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2.14 Ovogénesis en Drosophila melanogaster

El proceso de ovogénesis inicia en el germario, proceso que se encuentra dividido
arbitrariamente, con base en criterios morfoldgicos en 14 estadios que van desde el estadio 1
(E1) al estadio 14 (E14) (Rodriguez-Arnaiz, 1967). La ovogénesis que lleva a cabo
Drosophila melanogaster es de tipo meroistica politrofica, en este tipo de ovogénesis las
c¢lulas formadas por la ovogonia mantienen entre ellas conexiones citoplasmaticas mediante

la formacion de canales anulares (Drummond y Spradling, 2001).

El proceso de ovogénesis inicia en la region 1 del germario con la division asimétrica de una
GSC (Figura 6), una de las dos células resultantes permanecera anclada al nicho auto-
renovandose como GSC, la otra hija se dividira cuatro veces consecutivas para dar lugar a
un quiste germinal compuesto de 16 células, que permanecerdn conectadas a través de
canales anurales, resultado de una citocinesis incompleta (Bastock y Johnston, 2008). Las
cé¢lulas germinales GSC contienen una estructura citoplasmatica esférica llamada
espectrosoma, que contiene componentes del citoesqueleto de la sub-membrana. En la
primera division de una GSC, el espectrosoma es heredado por una de las dos células hijas,
que dara origen al quiste germinal, cuando las 16 células de los quistes germinales se dividen
por mitosis, dentro de éstas, se forma una estructura ramificada derivada del espectrosoma,
llamada fusoma, que se construye asimétricamente. Esta estructura siempre crece desde el
huso de una de las primeras células de la primera division y atraviesa los canales anulares de
las células (Bastock y Johnston, 2008). El fusoma controla la orientacion de las divisiones,
provocando que el quiste contenga 8 células con un anillo, 4 células con dos anillos, 2 células
con cuatro anillos y 2 células con tres anillos (Tootle y Spradling, 2008;). La célula que
contenga la mayor cantidad de fusoma durante la primera division, sera la que se convertira
en el ovocito (Tootle y Spradling, 2008).

Al entrar a la region 2a del germario el quiste germinal es envuelto por células acompaiiantes
Ecs (Escort Cells), cuya funcién es proporcionar un microambiente adecuado en su
diferenciacion (Figura 6). En su paso de la region 2a a la 2b del germario, el quiste germinal
pierde su unién con las Ecs, una monocapa de células foliculares FCs comenzaran a envolver
y rodear al quiste germinal, formando la primera camara ovarica que le proporciona un

microambiente necesario para el desarrollo del ovocito (Figura 6). En el momento en que el
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quiste ha sido rodeado por células foliculares, los marcadores de destino celular y de
emparejamiento de cromosomas meiodticos se restringen a la célula que se convertira en el

ovocito que iniciard la meiosis (Mahowald et al., 1983).

La meiosis inicia en la region 2a del germario, avanza hasta ser arrestada en diploteno de la
profase I, en el estadio 5 de la ovogénesis. En el estadio 13, se reanuda la meiosis y progresa
hasta metafase I para detenerse en el estadio 14 y se mantiene asi hasta la activacion del
ovocito (Von, 2011). La activacion ocurre como consecuencia de presiones mecanicas que
tiene el ovocito durante su paso por el oviducto y no como en el caso de los mamiferos donde
la activacion depende de la fertilizacion (Mahowald et al., 1983). Las 15 células restantes del
quiste germinal se diferenciaran en células nodrizas con capacidad endoreplicadora (mitosis
incompletas). Este tipo de células presentan un metabolismo muy activo con el objetivo de
sintetizar principalmente ARNSs, tanto ribosémicos como mensajeros y proteinas que se
transportaran hacia el ovocito. Como consecuencia de la endoreplicacion se forman células

con nucleos gigantes y con presencia de 512 ejemplares cromosémicos (Cuevas, 2015).

La formacién de la primera cdmara ovdrica concluird en la region 3 del germario,
constituyendo el primer estadio de la ovogénesis (Figura 6). Una vez que esta camara sale
del germario, comenzard a aumentar de volumen antes de que inicie el proceso de
vitelogénesis (acumulacion de proteinas en el ovocito). Durante el estadio 2 al 7, el
citoplasma aumentara considerablemente de tamafio tanto en el ovocito como las células
nodrizas (Spradling, 1993). Las células foliculares continuaran dividiéndose para conservar
una monocapa que recubra a la camara ovarica debido a que ésta comenzara a aumentar de
tamafio. En el estadio 7, las células foliculares dejaran de dividirse siendo un total de 1000

células que rodearan finalmente a la cdmara ovarica (Drummond y Spradling, 2001).

En el estadio 8, se llevara acabo el inicio del proceso de vitelogénesis que concluird en la
etapa 12 de la ovogénesis. Las células foliculares produciran proteinas vitelinas que seran
absorbidas por el ovocito. En la etapa 9, un grupo de 6 a 10 células polares del epitelio
folicular que reciben el nombre de células del borde, migran de la parte anterior de la cAmara

ovarica a la parte anterior del ovocito (Duchek et al., 2001). En la etapa 10a, con una gran
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cantidad de nutrientes acumulados el ovocito comenzara a aumentar de tamafio ocupando la
mitad del volumen de la cdmara ovéarica (Hudson, 2014). Posteriormente, en la etapa 10b, en
presencia de prostaglandina, las células nodrizas se prepararan para llevar a cabo la
transferencia de su citoplasma al ovocito, que concluira en la etapa 11, produciendo
filamentos de actina unipolares, que serviran como una red para evitar que los nacleos de las
células nodrizas bloqueen los canales de actina o pasen al ovocito (Huelsmann et al., 2013).
Después de transferir su citoplasma al ovocito, las células nodrizas morirdn por apoptosis
(Jenkins et al., 2013). Las células foliculares que se localizan en las partes dorsal y ventral
de la cdmara comenzaran a migrar de forma centripeta para cubrir al ovocito y separarlo de
las células nodrizas (Hudson, 2014). Las células del borde posteriormente formaran el
micrdpilo, estructura que asegura la entrada del espermatozoide para la fertilizacion del

ovocito (Silver et al., 2005)

Una vez concluida la etapa de vitelogénesis, iniciara el proceso de coriogénesis, en el cual
ocurrird la formacion del coridén, una estructura que cubrird y dard proteccion al ovocito
maduro. Las células foliculares sintetizaran la proteina corionica desde el estadio 1, la cual
dejard de sintetizarse hasta el estadio 14 (Orr, 1991), cuando el huevo este completo y listo

para ser ovipositado por la hembra (Drummond y Spradling, 2001).

2.14.1 Células madre germinales en el germario

Las células madre se distinguen de otras células por una capacidad tnica de autorrenovacion
y produccidn continua de uno o varios tipos de células diferenciadas a lo largo de la vida de
un organismo (Donovan y Gearhart, 2001; Drummond y Spradling, 2001). Dos o tres GSCs,
residen en la punta apical del germario los cuales se identifican por su ubicacion (anclaje
directo al lado posterior de las células de la capa CCs), tamafio (las células mas grandes en
la punta del germario) y la localizacion del espectrosoma. Las GSCs, asi como los quistes
germinales expresan la proteina Vasa, el espectrosoma y el fusoma (homoélogo en el quiste
germinal), son organelos especificos de células germinales, ricos en proteinas del

citoesqueleto como; a-Spectrin y Hu li tai shao (Hts) (Lin, 1994; Cuevas, 1996).
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La division asimétrica de las GSCs se logra mediante la senalizacion diferencial del nicho de
las GSCs compuesto por las células del filamento terminal TF, las células de la capa CCs y
las células acompanantes Ecs. Las GSCs estd ancladas a CCs mediante uniones adherentes
formadas entre los dos tipos de células (Song, 2002). A medida que las GSCs se dividen, una
de las dos células hijas resultantes permanece en contacto con las CCs y la otra queda alejada
auna celda de células de las CCs, la hija anterior se renovara como una cé¢lula madre germinal
y la posterior se diferenciara en un quiste germinal debido a la sefializacion diferencial desde
sus nichos (division asimétrica) (Figura 7) (Xie et al., 2000). Sin embargo, las dos hijas
pueden adoptar el mismo destino celular, ya sea de célula madre o quiste germinal cuando se
colocan en el mismo entorno. Las dos células hijas de las GSCs se auto-renovaran, si ambas
permanecen en el nicho, también ambas pueden convertirse en quistes germinales, si se alejan

del nicho debido a la pérdida de las uniones adherentes con las CCs (Song, 2002).

El mantenimiento de las GSCs en el nicho estd mediado en gran parte por la activacion
continua de la via BMP (Bone Morphogenetic Proteins) (Wong et al., 2005). La via BMP es
la mejor estudiada, su funcién es necesaria y suficiente para la auto-renovacion y
proliferacion de las GSCs (Xie, 1998, Song, 2004). Los ligandos de BMP; Dpp
(Decapentaplegic) y Gbb (Gglass-bottomed boat), son expresados en el nicho (Song, 2004).
La sefial de BMP producida por las células TF, CCs y Ecs, actia como una seial de corto
alcance que controla la autorrenovacion de las GSCs reprimiendo directamente la expresion
de genes promotores de la diferenciacion como; bam (bag of marbles) (Figura 7) (Song, 2004
Chen, 2005).
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Figura 7. Mantenimiento y diferenciaciéon de las GSCs en el germario. A) Germario regiones y
componentes. B) Autorrenovacion y diferenciacion de una GSCs. Las células del filamento terminal (TF), las
células de la capa (CCs) y las células madre acompaiiantes (ESCs), expresan el ligando Dpp que mediante la
activacion de la via BMP se reprime la expresion del gen bam, permitiendo la auto-renovacion y mantenimiento
de la GSC que permanece anclada al nicho, cuando una GSCs se divide una de las hijas resultantes GC (célula
germinal) se ubica lejos del nicho (division asimétrica), por lo tanto dejara recibir la sefial secretada por las TF,
CCs y ESCs (el ligando Dpp), inactivando la via BMP lo que permite la expresion del gen bam, procediendo a
su diferenciacion en un quiste germinal (Kirilly, 2005). A) modificada de Hartman et al., (2013B) Gonzalez-
Marin (2018).

Ademas de los componentes de BMP rio abajo, que se requieren para transducir la sefial
BMP, se han identificado dos proteinas; Pumillio (Pum) y Nanos (Nos), las cuales también
son necesarias para el mantenimiento de las GSCs (Forbes, 1998; Wang, 2004). Las

mutaciones en los genes; pum y nos, provocan la pérdida de las GSCs en el germario (Gilboa,

2004).

Las proteinas de unidon también son importantes para el mantenimiento de las GSCs,
mediante el anclaje y la comunicacion entre el nicho de las GSCs. Las E-cadherinas se
acumulan en el lado anterior de las GSCs, formando uniones adherentes con las CCs y

manteniendo a las GSC en el nicho (Song, 2002). Este anclaje es esencial para la auto
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renovacion de las GSCs a largo plazo, ya que las mutaciones en los dos componentes clave
de las uniones adherentes; B-catenina y E-cadherina; Armadillo y Shotgun en Drosophila,

causan la pérdida de las GSCs (Song, 2002).

2.14.2 Células madre foliculares en el germario

Las células madre foliculares FSCs (Folicular Stem Cells) localizadas en el borde de la
region 2a y 2b del germario son un tipo de células madre somaticas que generan diferentes
tipos celulares que en conjunto con las células madre germinales GSCs (Germinal Stem
Cells) funcionan de manera coordinada para producir las camaras ovaricas, en las cuales se

llevara a cabo el desarrollo del ovocito.

Estos dos tipos de células madre comparten algunos mecanismos moleculares que controlan
su mantenimiento y proliferacion (Zhang y Kalderon, 2001). Al igual que las GSCs, las FSCs
se dividen asimétricamente para generar una célula hija que se auto-renovara en FSCs, y otra
hija (célula precursora folicular) las cuales daran origen a las células foliculares FCs
(Folicular Cells). Las células madre foliculares también estan ancladas a las células de su
nicho, a través de la adhesion celular mediada por E-cadherinas y B-catenina (Song, 2002).
Las células madre foliculares que carecen de E-cadherina se pierden rapidamente de su nicho
debido a la carencia del contacto con las Ecs posteriores. Al igual que las GSCs, el nicho de
las FSCs esta compuesto por las células TF (células del filamento terminal), las CCs (cé€lulas
de la caperuza), la tnica diferencia entre el nicho de las GSCs y las FSCs son las ECs (células
acompaiiantes) que en el nicho de las GSC son las ESC (células madre acompanante) (Kirilly,
2005). Las Ecs expresan la proteina Gbb activando la sefializacion de BMP para la auto-

renovacion y proliferacion de las FSCs (Kirilly, 2005).

Las células TF y las CCs expresan el ligando Hh (Hedgehog), el cual funciona como un
morfogeno de largo alcance para controlar el mantenimiento de las FSCs (Forbes et al., 1996,
Zhang y Kalderon, 2001; King et al., 2001). Las células TF y CCs también expresan el
ligando Wg (Wingless), que al unirse con el receptor Fz (Frizzled) expresado en las FSCs

activa la via canonica de Wnt, lo que permite la estabilizacion de Arm (Armadillo/B-
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catenina) en el citoplasma para su translocacion al ntcleo activando la expresion de genes
que codifican proteinas involucradas en proliferacion y diferenciacion celular como; c-myc

y ciclina D (Song, 2003).

Figura 8. Auto-renovacion y diferenciacion de las GSCs en el germario. A) Germario; regiones y
componentes. B) Autorrenovacion y diferenciacion de las células madre foliculares. El nicho de las células
madre foliculares (FSCs) compuesto por células del filamento terminal (TF), las células de la capa (CCs) y
células acompaiiantes (ECs). Las ECs promueven el mantenimiento de las FSCs activando la via BMP a través
de ¢l ligando Gbb. Paralelamente las células TF y CCs promueven la autorrenovacion mediante la expresion
del ligando Hh y la proliferacion y diferenciacion mediante la activacion de la via Wnt a través del ligando wg
(Song, 2003). A) Modificada de Hartman et al., (2013B) Gonzalez-Marin (2018).

2.15 Via de senalizacion Wnt

Esta via de sefializacion fue descrita por primera vez en Drosophila melanogaster, tue
denominada Wingless (del inglés “sin alas”), debido a que las alteraciones en esta via
generan un defecto en el desarrollo de las alas y los halterios en la mosca. Las bases para la
investigacion de esta via se iniciaron a finales de la década de los 80 y los 90 cuando se
descubrio que los genes de Drosophila melanogaster (wg) y el raton (Intl) eran reguladores

de una gran familia de moléculas de sefalizacion conservadas evolutivamente. El término
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Wnt es derivado de la contraccion de los nombres wingless, wg en Drosophila melanogaster,
e Integrase-1 Intl, un proto-oncogén que fue descubierto como un sitio de unién para el virus

de tumor mamario en ratoén (Reya et al., 2005)

La senalizacion a través de la via Wnt comprende una gran familia de proteinas que regulan
diversos procesos fundamentales como: la iniciacion del desarrollo embrionario, la
generacion de la polaridad celular, el mantenimiento y diferenciacion de las células madre
tanto en vertebrados como invertebrados. La alteracion de esta via ha sido descrita en

diversos tipos de cancer; colon, higado, melanoma, ovario, entre otros (Staal et al., 2008).

Dependiendo del tipo de interaccion de la proteina Wnt con su receptor, la disponibilidad de
los componentes de sefializacion y la especificidad de la célula blanco, se han podido
identificar aproximadamente diez vias de sefializacion Wnt (Malhotra et al., 2009). Siendo
las més importantes, la via de polaridad celular planar (PCP), la via Wnt dependiente de CA**

y la via Wnt clasica o candnica dependiente de -catenina (Staal et al., 2008).

En general, todos los genes wnt codifican un grupo de glucoproteinas secretadas de 350 a
400 aminoécidos, todas tienen entre 22 y 24 residuos de cisteina conservados y al menos un
sitio de glicosilacion. Las proteinas Wnt estan modificadas lipidicamente, siendo estos
residuos lipidicos muy importantes para su secrecion y sefializacion (Clevers, 2006). Hasta
ahora, se han descubierto 19 miembros de la familia Wnt en vertebrados, de los cuales hay

siete homodlogos en Drosophila (Tabla 2) (Wodarz, 1998).

Tabla 2. Genes de Drosophila y vertebrados que codifican los principales componentes de la via de
sefializacion Wg / Wnt candnica (Waghmare, 2018).

Genes en Drosophila Genes en vertebrados Funcion

wg Wntl
Wnt2
Wnt4
Wnt5
Wnt6 Wnt positivo)
Wnt8/ WntD
Wntl0

Ligando (regulador
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frizzled (fz)

Receptor (regulador

frizzled2 (f22) Frizzled (Fz) positivo)
frizzled3 (fz3)
frizzled4 (fz4)
receptores de lipoproteinas Co receptor (regulador
arrow (arr) de baja densidad 5/6 LRP5 positivo)
o LRP6
dishevelled (dsh) Dishevelled (Dsh o Dvl) Traductor de sefal

(regulador positivo)

APC-like (Apc)

Adenomatosis polyposis

Traductor de sefial

(regulador negativo-

3B (GSK3 B)

Adenomatosis polyposis Coli 2 (APC) componente del sistema de
coli 2 (Apc-2) destruccion)
Traductor de sefial
(regulador negativo-
Axina (Axn) Axina (Axn) componente del sistema de
destruccion)
Shaggy (sgg) Cinasa Glucogeno sintasa Traductor de sefial

(regulador negativo-
componente del sistema de

destruccion)

Armadillo (arm)

B -Catenina ( -catenina)

Activador co-
transcripcional

(regulador positivo)

pangolin (pan)

Factor celular T (TCF)

Activador co-
transcripcional

(regulador positivo)

Las proteinas Wnt se han clasificado en tres grupos, basados en la habilidad para senalizar a

través de la via candnica, de la via PCP (polaridad celular planar) o la via Wnt dependiente

de CA?" (Tabla 3).
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Tabla 3. Principales caracteristicas de las vias Wnt (Staal et al., 2008)

Via Proteina Receptor Proteina / via Factor de
activada transcripcion
activado
PCP (via de la Wnt5 RHOA-
polaridad celular Wnt4, Frizzled-2 RHOCK JNK
planar) Wntl1
Wnt Aumento de
dependiente de Wnt5 Frizzled, DVL CA?*" NFAT
CA?** intracelular
Wnt-1
Wnt / B-catenina Wnt3, Frizzled B-Catenina TCF/LEF
Wnt7 LRP5/LRP6
Wnt8

2.15.1 Via Wnt no clasica

De las diversas vias no clasicas que se han descrito en modelos de organismos como
Drosophila melanogaster, Xenopus laevis y Caenorhabditis elegans, la sefializacion PCP y

Whnt dependiente de Ca®" son las mas caracterizadas.

La via PCP (polaridad celular planar) inicia frecuentemente con cualquiera de estas dos
proteinas Wnt5A y Wntl1 en mamiferos, las cuales se unen a su receptor Frizzled y DVL
(pero no mediante LRP como en la via canonica). La proteina DVL en compaiia de otra
proteina DAAM, activa la via RHOA — ROCK, la cual regula la reorganizacion del
citoesqueleto, controlando diversos procesos celulares, incluidos la motilidad y la adhesion
celular. Asi mismo, DVL también activa RACI1, generando que estas pequefias GTPasas
(RHOA y RAC1) activen la sefalizacion de la cinasa N-terminal JUN (JNK), que interviene
en la remodelacion del citoesqueleto y por lo tanto en la forma de la célula. La via PCP es
importante en la adhesion y migracion celular, debido a que induce cambios en el
citoesqueleto y también puede inhibir la via Wnt clésica induciendo una baja expresion de

los niveles de la proteina B-catenina (Dosen, 2006).
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2.15.2 Via Wnt dependiente de Ca**

La via Wnt dependiente de Ca’" es una via recientemente estudiada la cual puede afectar la
actividad de las otras vias: la clasica y la no clasica (PCP). Las proteinas que posiblemente
activan esta via en mamiferos son: Wnt5A y Frizzled-2, quienes forman el complejo Wnt5A-
Frizzled las cuales activan a la fosfolipasa C (PLC), la cual divide al fosfatidilinositol-4-5-
bifosfato (Ptdlns (4,5) P2) en inositol trifosfato (InsP3) que se une a su receptor que es calcio
intracelular almacenado, provocando incremento en los niveles de iones Ca>* citoplasmatico,

los cuales son normalmente bajos (Dosen, 2006).

2.15.3 Via Wnt / B-catenina o candnica

La unidn de las proteinas Wnt con su receptor puede activar diferentes vias intracelulares
siendo la mas conocida la denominada via candnica. Esta cascada de sefales inicia con la
uniéon del ligando Wnt a un complejo receptor que engloba al receptor Frizzled (Fz)
compuesto por siete dominios transmembranales y a los correceptores LRP5/6 (lipoproteinas
de baja densidad tipo 5 o 6) (Dosen, 2006). La via Wnt canonica tiene como finalidad
permitir que en el citoplasma se mantengan niveles adecuados de la proteina B-catenina

(armadillo, homologo en Drosophila).

Con la activacion de la via Wnt en la célula, B-catenina citoplasmadtica se estabiliza, se
transloca al nucleo y activa la transcripcion de genes diana a través de complejos formados
por los factores de transcripcion TCF/Lefl. En ausencia del ligando Wnt, B-catenina se une
a Axina y APC (poliposis coli adenomatosa) y a la proteina casein quinasa 1 CKI
constituyendo el denominado complejo de destruccion. En el mismo es fosforilada,
principalmente por la enzima cinasa glucogeno sintetasa 33 GSK3p, para su degradacion
posterior por el proteososma. En presencia del ligando Wnt este complejo se disocia y la
enzima GSK3p no puede fosforilar a B-catenina permitiendo que se alcancen niveles estables
en el citoplasma para su translocacion al nucleo activando la transcripcion de genes
relacionados con la proliferacion y diferenciacion celular (Figura 9) (Kiihl, 2000). El

funcionamiento de la via canonica de Wnt es similar en vertebrados y Drosophila (Banziger, 2006).
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Figura 9. Esquema de la via Wnt / B-catenina.

A) Via Wnt / B-catenina no activada. En ausencia del ligando Wnt, la proteina B-catenina citoplasmatica es
degradada por un complejo proteico que comprende: a) la enzima glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK-3B) cuya
funcioén es marcar, mediante fosforilacion, a B-catenina para su ubiquitinacion y rapida degradacion mediante
el proteosoma; b) una proteina supresora de tumores llamada poliposis coli adenomatosa (APC), que incrementa
la afinidad del complejo de degradacion hacia B-catenina, lo que es necesario para una efectiva fosforilacion de
B-catenina por GSK-3p; ¢) una proteina de agregacion llamada Axina, que es la encargada de mantener unido
al complejo de degradacion; d) la enzima caseina cinasa la (CKla) que, junto con GSK-3f, median la
fosforilacion de residuos amino terminal de B-catenina, que seran reconocidos por una proteina que contiene
repeticiones B-transducina (B-TrCP) para su degradacion. En el nucleo, en ausencia de la proteina B-catenina,
los genes diana de la via de sefializacion Wnt son normalmente inhibidos por un complejo proteinico que incluye
al factor estimulador linfoide (LEF) y al factor de células T (LEF-1/ TCF) unidos a la proteina co-receptora
Groucho (Kiihl, 2000).

B) Activacion de la via Wnt / B-catenina. La activacion de la via inicia con la secrecion del ligando Wnt y su
union al receptor de superficie celular Frizzled (Fz). Los receptores Fz pertenecen a una familia de proteinas
con siete regiones transmembranales, son estructuralmente similares a los receptores ligados a proteinas G y
tienen un dominio extracelular llamado “dominio rico en cisteina” (CRD), que se acopla a las moléculas Wnt.
La activacion del receptor Fz recluta a la proteina Dishevelled (Dvl) que, posteriormente, es fosforilada. La
union de Wnt con el receptor Fz requiere, la participacién de proteinas relacionadas con los receptores de
lipoproteinas de baja densidad LRP5 o LRP6. La activacion de la proteina Dvl bloquea al complejo proteico
citoplasmatico (GSK-3p, CK1a, APC y Axina) encargado de la degradacion de B-catenina. La inhibicion de la
degradacion de B-catenina ocasionada por el ligando Wnt da como resultado la acumulacion de la proteina en
el citoplasma y su posterior translocacion al nicleo para formar un complejo con LEF-1/TCF, que desplaza a
la proteina Groucho y adopta la funcién de coactivador, induciendo la transcripcion de genes diana de la via
Wnt. Entre los genes diana activados por esta via de sefializacion se encuentran: c-Myc, c-Jun, ciclina-D,
relacionados con el crecimiento y la proliferacion y diferenciacion celular (Adachi, 2007).
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2.15.4 La via Wnt / B-catenina y su relacion con el cancer

Los genes Wnt se descubrieron originalmente como una familia de proto-oncogenes.

Diversas enfermedades se originan como consecuencia de alteraciones en la via Wnt; sin

embargo, la mayor parte de los estudios se enfocan a su relacion con cancer. La via Wnt-3-

catenina se ha identificado como la principal responsable de alteraciones celulares que

derivan en cancer (Ochoa-Hernandez, 2012). En la actualidad se conocen varios genes

reguladores de esta via que se encuentran alterados en diferentes canceres humanos. En la

tabla 4 se muestra padecimientos causados o asociados con alteraciones de algunos genes de

esta via.

Tabla 4. Genes de la via Wnt-f-catenina y su relacion con diferentes tipos de cancer (Ochoa-Hernandez, 2012).

Gen Defecto Enfermedad o fenotipo asociado Referencia
APC Pérdida de funcion Poliposis adenomatosa familiar Logan, 2004.
(PAF), cancer colorrectal
esporadico
AXINA1 Pérdida de funcion Carcinoma hepatocelular, Logan, 2004.
meduloblastomas esporadicos,
cancer colorrectal esporadico,
carcinomas de células escamosas
esofagicas
AXINA2 Pérdida de funcién Agenesia dental familiar, cancer | Adamson, 1994; Logan,
colorrectal, carcinoma de células 2004; Alberts, 2005;
escamosas de es6fago, cancer de Villanueva, 2010.
colon, meduloblastoma y
carcinoma hepatocelular
[-catenina Mutacion Céancer colorrectal esporadico, Logan, 2004; Suzuki,
oncogénica carcinoma hepatocelular, 2004; Alberts, 2005.
melanoma, cancer endometrial,
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cancer de ovario, cancer gastrico
y cancer de prostata.
FRPs Metilacion Cancer colorrectal esporadico, Logan, 2004.
cancer pancreatico, carcinoma de
células renales
TCF7L2 Actividad alterada Céancer de prostata, cancer de Kirikoshi, 2002; Reya,
mama y cancer colorrectal. 2005; Villanueva, 2005;
Winn, 2006
TCF1 Expresion Leucemia linfocitica cronica Clement, 2006.
aumentada
WNTI16 Expresion Leucemia linfocitica cronica Kiihl, 2000.
aumentada
WNT7A Expresion alterada Leucemias Clement, 2006;
Vermeulen, 2010.

Asimismo, algunos de estos genes en los que se han introducido mutaciones dirigidas,

promueven cancer en roedores u otros modelos animales. En todos estos casos el comiin

denominador es la modificacion en la expresion de los genes diana de la via de sefializacion

Wnt-B-catenina (Johnson, 2006). Existen también varios reportes en los cuales la via Wnt-p3-

catenina se ha relacionado con enfermedades neurodegenerativas, en la regulacion de la

densidad 6sea, osteoartritis, calcificacion de la valvula adrtica y alteracion en la proliferacion

y supervivencia de las células madre (Johnson, 2006). Estd demostrado que la via de

sefializacion Wnt-f-catenina también participa en otros tipos de cancer como el de pancreas,

ovario, prostata, mama y hepatocelular (Takahashi, 2007).

65




11 JUSTIFICACION

El mercurio ocupa el tercer lugar en la Agencia del Gobierno de Estados Unidos para
sustancias toxicas y en el registro de los elementos o sustancias mas toxicas del planeta junto
con el arsénico y el plomo (USDHHS, 1999). El mercurio continuamente se deposita en la
atmosfera y es consumido en multiples alimentos y agua (Clifton, 2007; USDHHS, 1999).

Las actividades humanas casi triplicaron la cantidad de mercurio en la atmdsfera, la carga
atmosférica estd aumentando 1.5 % por afo (Clifton, 2007). En América Latina en 1982, se
producia alrededor de un 3% del mercurio total a nivel mundial. El mas grande productor es
Meéxico (221 ton/afio), seguido por Republica Dominicana (1.8 ton/afio). Del total de
mercurio extraido, solo el 74% es aprovechado y el resto 26% se incorpora al ambiente como
contaminante atmosférico (USDHHS, 1999). Una vez en la atmdsfera, el mercurio se
deposita en el suelo y agua, el suelo contaminado con mercurio o la redistribucion del agua
contaminada tiene el potencial de ingresar a la cadena alimentaria a través de las plantas, el
ganado y el pescado (Rice, 1997; Goldman, 2001). El mercurio puede bioacumularse y causar

efectos adversos en la salud humana (Harada, 1999).

Se ha relacionado al mercurio con la infertilidad en hombres y mujeres, estudios en in vivo e
in vitro han demostrado efectos toxicos potenciales del mercurio en el sistema reproductor,
asi como en la fertilidad, y la alteracion hormonal. Ademads, se ha relacionado al mercurio
con la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) causando estrés oxidante, el cual
dafia al ADN, causa peroxidacion de lipidos, reduccion de grupos sulfhidrilos, alteraciones
en vias de sefializacion celular, entre otros (Tsuzuki et al., 1994; Chen et al., 2005; Valko et
al., 2005). En la actualidad no se conocen los mecanismos moleculares por los cuales el
mercurio afecta la fertilidad tanto en animales como en seres humanos. Con base en lo
anterior este estudio fue disefiado para analizar los efectos del HgCl en la via de sefializacion
Wnt en ovarios adulto de Drosophila melanogaster, asi como su asociacion con la infertilidad
y dafio al ADN, después de 72 h de exposicion a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl con 72 de

recuperacion.
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IV OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar los efectos del mercurio sobre la via de senalizacion Wnt en ovarios adulto de

Drosophila melanogaster.

Objetivos particulares

1.

Evidenciar que el HgCl> a 0.3, 3 y 30 mM, induce alteraciones morfologicas y
estructurales en el ovario de Drosophila melanogaster silvestre y transgénica Fz3-

RFP después de 72 horas de exposicion.

Identificar si el HgCl, afecta el proceso de ovogénesis en hembras de Drosophila
melanogaster Fz-RFP después de 72 horas de exposicion a 0, 0.3, 3 y 30 mM de
HgCl.

Evaluar la tasa de fertilidad en hembras de Drosophila melanogaster Fz-RFP después

de 72 horas de exposicion a 0 y 30 mM de HgCl,.

Construir la cepa de Drosophila melanogaster Chk 1, 2; Fz3-RFP, acoplando el
mutante para las cinasas 1 y 2 Chk1,2 al transgénico Fz3-RFP.

Evaluar si el dafio al ADN se asocia con alteraciones en la; morfologia y estructura
de los ovarios y ovogénesis exponiendo hembras de la cepa Chk 1, 2; Fz3-RFP a 0.3,

3 y 30 mM de HgCI2 por 72 horas.

Determinar la tasa de fertilidad en hembras de Drosophila melanogaster Chkl,2; Fz-

RFP después de 72 horas de exposicion a 0 y 30 mM de HgCl..
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7. Analizar si el cloruro de mercurio afecta la via sefializacidon Wnt visualizando la
expresion del reportero Fz3-RFP en el germario Drosophila melanogaster de la cepa

Fz3-RFP mediante microscopia de confocal.

8. Elaborar la cepa de Drosophila melanogaster transgénica Bam-GFP, Fz3-RFP para
determinar si a 0.3, 3 y 30 mM de HgCl,, se afecta la diferenciacion de las células
madre germinales y foliculares visualizando el germario mediante microscopia de

confocal.

V HIPOTESIS

Se ha evidenciado que el mercurio altera la estructura y funcion del sistema reproductor
femenino en modelos animales, entonces efectos similares se observaran en ovarios de

Drosophila melanogaster con cambios en la expresion de la via de sefalizacion Wnt y en la

fertilidad.
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VI MATERIALES Y METODOS

6.1 Elaboracion de las soluciones de HgCl2

Con base a estudios previos (datos no mostrados). Se elaboraron tres soluciones con las

siguientes concentraciones 0.3, 3.0 y 30 mM de HgCly, disueltas en agua desionizada. El

HgCly, (solucion saturada > 6.5% p/v) fue donado por Meyer, Ciudad de México.

6.2 Cepas transgénicas de Drosophila melanogaster

En Tabla 5, se muestras las cepas de D. melanogaster usadas en los ensayos de exposicion

con las diferentes concentraciones de cloruro de mercurio (HgClL). Las cepas Bam-GFP,

Fz3-RFP y Chkl,2; Fz3-RFP, fueron generadas en el laboratorio como se muestran en las

figuras 10 y 11. Todas las cepas fueron mantenidas a 25 °C, en viales con medio de cultivo

elaborado a base de levadura, agar, sacarosa y harina, durante 10 dias para obtener hembras

virgenes recién eclosionadas para los experimentos con 0.3, 3.0 y 30 mM de HgClL.

Tabla 5. Cepas de Drosophila melanogaster utilizadas en los esquemas de tratamiento con HgCls.

Cepa Genotipo Funcion de la cepa
CANTON Silvestre Silvestre
Fz3-RFP w; sco/CyO; Fz3-RFP/Fz-RFP Visualizacion de la expresion

espacio temporal del receptor
Fz3 mediante la expresion de

una RFP

Chk1,2; Fz3-RFP

w; MNKp6, GRP/CyO; Fz3-RFP/ Fz3-RFP

Cepa mutante con delecion del
gen grp (Chk-1) y mnkp62
(Chk-2) acoplada a la cepa

transgénica Fz3-RFP para la
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vinculacion de dano al ADN

con los efectos del HgCl»

Bam-GFP, Fz3-
RFP

w; sco/CyO; Bam-GFP, Fz3-RFP/ Bam-
GFP, Fz3-RFP

Visualizacion de la expresion
espacio temporal de Bam
mediante la expresion de una

GFP

Figura 10. Esquema de apareamiento de la cepa mutante Chk1,2 y transgénica Fz3-RFP para la generacion de
la cepa mutante; w; MNKp6, GRP/ CyO; Fz3-RFP/Fz3-RFP.
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Figura 11. Esquema de apareamiento de la cepa transgénica Bam-GFP y trasngénica Fz3-RFP para la
generacion de la cepa transgénica; w; sco/CyO,; Bam. GFP, Fz3-RFP/ Bam-GFP, Fz3-RFP.
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6.3 Esquema de tratamiento a HgCl2

Diez hembras recién eclosionadas (virgenes) de cada cepa (Tabla 7) de D. melanogaster,
fueron alimentadas con una mezcla de medio de cultivo y 0.3, 3 y 30 mM de HgCl, por 72 h
a 25 °C, mas un grupo testigo con medio de cultivo sin cloruro de mercurio bajo las mismas
condiciones que los grupos experimentales. Después de 72 horas de exposicion las hembras
de cada tratamiento fueron transferidas a viales con medio de cultivo fresco sin HgCl> que
contenian machos no expuestos a mercurio de la misma edad y cepa correspondiente para su
recuperacion por 72 horas a 25 °C. Adicionalmente se colocd un grupo con machos y
hembras recién eclosionados de la cepa Cantdn los cuales fueron expuestos al mismo tiempo
a 0.3, 3 y 30 mM de HgCl, por 72 h a 25 °C, mas un grupo testigo con medio de cultivo sin
cloruro de mercurio posterior al tratamiento se colocaron 72 horas para su recuperacion

(Figura 12). Se realizaron 3 experimentos independientes para cada tratamiento

Figura 12. Esquema de tratamiento con HgCl,.
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6.4 Diseccion y fijacion de ovarios

Después de 72 horas de exposicion a HgCloy 72 horas de recuperacion, todas las hembras de
cada cepa fueron sacrificadas para la diseccion de ovarios como se muestra en la figura 13.
Por cada concentracion de HgCl, se analizaron 20 ovarios (dos por organismo), los cuales
fueron fijados en 300 uL de paraformaldehido (PAF, 4%,) durante 40 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se retird el fijador y los ovarios fueron lavados 3 veces con 500
uL de PBS 1X, después las muestras fueron almacenadas a 5 °C con 500 ul de PBS 1X. Las
muestras de las cepas, Fz3-RFP, Bam-GFP, Fz3-RFP y Chkl,2; Fz3-RFP fueron divididas
para su analisis mediante microscopia confocal y morfométrico (tamano, nimero de huevos
y de ovariolas, identificacion y cuantificacion de los estadios de la ovogénesis). Los ovarios

de la cepa Caton se determind Uinicamente el tamafio.

Figura 13. Imagen esquematica de diseccion de ovarios de Drosophila melanogaster. A. La mosca es
sujetada con una pinza por el térax o por la parte anterior del abdomen y con otras pinzas se realiza una incision
en la parte media del abdomen. B. Acontinuacion se toma la parte posterior del abdomen y se jala lentamente
para extraer los ovarios. Con ambas pinzas se limpian cuidadosamente para remover residuos de otros tejidos
(Manning y Starz, 2015).
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6.5 Analisis morfométrico

Para el andlisis morfométrico se utilizaron los 20 ovarios de cada tratamiento con HgCla,
para determinar el tamafo (mm) se midio y obtuvo el promedio entre el largo y ancho de
cada ovario con ayuda de un portaobjetos de vidrio graduado milimétricamente Vectashield
(Vector Labs). (Figura 14A). Cada ovario fue disgregado en ovariolas y huevos para su
cuantificacion (Figura 14B). Posteriormente en cada ovariola se cuantificd y determind el

ultimo estadio de la ovogénesis (Figura 14C).

Figura 14. Medicion de los ovarios y extraccion de ovariolas para su analisis morfométrico de hembras
expuestas y no expuestas a HgClz. A. Medicion de los ovarios largo y ancho. B. Disgregacion y conteo de
ovariolas y huevos. C. Identificacion y cuantificacion del ultimo estadio de la ovogénesis en las ovariolas
observado en la lltima cdmara ovarica (flecha roja) (Manning y Starz, 2015).

6.6 Ensayo de fertilidad

Para evidenciar los efectos del cloruro de mercurio sobre la tasa de fertilidad en las hembras
de las cepas; Fz3-RFP y Chkl,2; Fz3-RFP, después de 72 horas de exposicion a HgCl,y 72
horas de recuperacion con machos, las hembras y machos fueron transferidos a cajas Petri
con medio de cultivo fresco sin mercurio acopladas a un frasco con una red para la captura
de huevos mantenidas a 25 °C. Las cajas fueron removidas cada 12 horas para el conteo de

huevos ovipositados durante 5 dias. Se realizaron tres ensayos de manera independiente.
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6.7 Inmunofluorescencia en microscopia confocal

Para la deteccion de la expresion de las proteinas VASA y Fasiclin III en el germario, después
de la fijacion, los ovarios se lavaron tres veces durante 5 min cada uno con PBT (PBT 1X
0,5% Triton X-100) y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con una solucion
bloqueante (PBT 1X, 0,5% Triton y 1% BSA ), posteriormente se incub6 durante la noche a
4 °C con el anticuerpo primario (conejo anti-VASA, 1:500, y ratén anti-Fasiclin III regalo de
R. Lehmann). Las muestras se lavaron tres veces durante 20 min cada una con PBT y se
incubaron 2 horas con el anticuerpo secundario (fluoresceina (FITC) AffiniPure Anti-conejo
IgG (H + L), 1:400 y fluoresceina (Cy5) AffiniPure Anti-raton IgM (H + L), 1:500), luego
se lavaron tres veces durante 20 min con PBT 1X a temperatura ambiente y una vez en PBS
1X, consecutivamente se incubaron durante 5 min en una solucion de PBS 1X, 1 ug/ mL de
DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol) para la tincion de los nucleos, se montaron en portaobjetos
de vidrio en Vectashield (Vector Labs). Las muestras se analizaron con LEICA TCS SP8
microscopio de fluorescencia confocal con un objetivo a 63X. El microscopio fue

proporcionado por la Facultad de Ciencias UNAM (Mojica-Vazquez et al., 2018).

6.8 Analisis estadistico

El promedio del tamafio de los ovarios, nimero de ovariolas y huevos, de todos los
organismos expuestos y no expuestos a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl., fueron obtenidos de tres
experimentos independientes y expresados como promedios + error estandar (E.E), se les
aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion multiple (Dunnet)
para determinar las diferencias significativas entre los grupos experimentales y testigo de
cada parametro evaluado. La tasa de fertilidad fue evaluada mediante un ANOVA de dos
vias y una prueba de comparacion multiple (Bonferroni). Todas las pruebas estadisticas se

realizaron utilizando el software Graphpad Prisma version 5 (Calderon-Segura et al., 2017).
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VII RESULTADOS

7.1 Morfometria de ovarios de Drosophila melanogaster silvestre Cantén y transgénica

Fz3-RFP expuestos y no expuestos a cloruro de mercurio (HgCL).

Con el objetivo de confirmar que el HgCl, induce cambios morfologicos en los ovarios de
Drosophila melanogaster silvestre (Canton) y transgénica (Fz3-RFP), y que estos cambios
no estan determinados por la ausencia de machos en las primeras horas de vida de las hembras
para estimular la ovogénesis o por la condicion genética de las moscas, se expusieron
hembras y machos de la cepa silvestre a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl, a72 h'y 72 h de
recuperacion. Paralelamente se expusieron hembras recién eclosionadas (virgenes) de la cepa
transgénica a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl>a72 h 'y 72 h de recuperacion con machos Fz3-RFP

de la misma edad no expuestos a HgCl.

Los datos evidencian que los ovarios de las hembras de ambas cepas y condiciones expuestas
a 0.3 mM de HgCl, muestran incremento significativo en el tamafio de los ovarios comparado
con el grupo testigo (0 mM de Hg) (p<0.001), mientras que las hembras de la cepa silvestre
y transgénica expuestas a 30 mM HgCl: presentan reduccion significativa del tamaio de los
ovarios con relacion al grupo testigo (p<0.001). Con 3 mM de HgCl,, los ovarios de ambas

cepas no muestran cambios en el tamafio comparados con el grupo testigo (Tabla 6, Gréfica

).
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Tabla 6. Promedios del tamafio de los ovarios de hembras de la cepa silvestre y transgénica después 72 h de
exposicion a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl,y 72 h de recuperacion,

Cepa 2 Silvestre Canton &4'Q PTransgénica Fz3-RFPQ
‘Tamaiio (mm)
HgCLbmM X + EE X + EE
0 8.6 + 0.41 8.2 + 0.58
0.3 9.7* + 0.34 9.4% + 0.41
3 8.7 + 0.50 8.6 + 0.61
30 6.4* + 0.58 6.8% + 0.53

*hembras y machos silvestres

hembras virgenes de la cepa transgénica Fz3-RFP

¢Promedios de tres experimentos independientes (n=30)

*Diferencias significativas con respecto al grupo testigo negativo (0 mM), analisis de varianza (ANOVA) prueba post-hoc Bonferroni
(p<0.001).

;_
@l Machos y Hembras Caton
@8 Hembras Fz3-RFP

) 9.7% 9 4%

8.6 82 8.7 86
6.4% 6.8%
;_
'_
\N A~ A [\N [HoCl.1 mM

Grafica 1. Promedios del tamafio de los ovarios de las hembras de la cepa silvestre y transgénica después de 72
h de exposicién a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl, y 72 h de recuperacion. * diferencia significativa con respecto al
testigo negativo (0 mM de HgCI2) (p<0.001).
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7.2. Morfometria de ovarios de hembras trasngénicas (Fz3-RFP) expuestos y no

expuestos a cloruro de mercurio (HgCl)

Los resultados obtenidos en hembras transgénicas después de 72 h de exposicion a 0.3 mM
de HgCl2y 72 h de recuperacion, demuestran que el tamafio de los ovarios y el numero de
huevos aumenta significativamente (Imagen 15 B). (Tabla 7, Grafica 2 A, B). Pero la
cantidad de ovariolas no se modifica con relacion a los valores del grupo testigo (0 mM de
HgClz) (p<0.001) (Tabla 7, Grafica 2 C). Con 3 mM de HgCl,, el tamaio de los ovarios
(Imagen 15 C) y el nimero de ovariolas y huevos no se modifican con relacion al grupo
testigo (Tabla 9, Grafica 2 A, B, C). A 30 mM de HgCly, el tamafio de los ovarios disminuye
significativamente (Imagen 15 D), asi como el nimero de ovariolas y huevos con respecto a

los valores del grupo testigo (p<0.001) (Tabla 7, Grafica 2, A, B, C).

Tabla 7. Promedios del tamafio de los ovarios, nimero de ovariolas y huevos de hembras de la cepa
transgénica (Fz3-RFP) después de 72 h de exposicion a 0, 0.3, 3, y 30 mM de HgCl, y 72 h de recuperacion.

Cepa

transgénica Tamafio (mm)? N. Ovariolas? N. Huevos?

Fz3-RFP X + EE X + EE X + EE
[HgCl2] mM

0 8.2 +  0.58 20 + 0.13 16 + 1.73
0.3 94* + 041 20 + 1.19 26+ 334
3 8.6 + 0.6l 18 + 1.51 14 + 391
30 6.8% + 053 13* £+ 274 2% &£ 1.49

* Promedios de 3 experimentos independientes n=10
* Diferencias significativas con respecto al grupo testigo negativo (0 mM de HgCl,), analisis de varianza (ANOVA) prueba post-hoc
Dunnet (p<0.001).
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0 mM 0.3 mM 30 mM

Imagen 15. Morfologia de ovarios de hembras de la cepa transgénica Fz3-RFP. (A). Ovarios del
grupo testigo. (B). Ovarios con incremento significativo del tamafio y huevos. (C). Ovarios alargados
sin cambios en el tamafio. (D). Ovarios con disminucion significativa del tamafio y huevos de después
de 72 h de exposicion a 30 mM de HgCl,y 72 h de recuperacion. Escala 10 mm

A B
151 25+
20 20
20 18

151 13*

Grafica 2. (A). Promedios del tamafio de los ovarios. (B). Numero de ovariolas. (C). Numero de huevos de la
cepa transgénica Fz3-RFP expuestaa 0, 0.3, 3, y 30 mM de HgCl,, por 72 horas y con 72 horas de recuperacion.
* diferencia significativa con respecto al testigo negativo (0 mM de HgCI2) (p<0.001).

7.3 Morfometria de ovarios de Drosophila melanogaster de la cepa mutante Chkl, 2;

Fz3-RFP expuestas y no expuestas a cloruro de mercurio (HgCl).
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En estudios previos se evidencid que el HgCl, induce dafio en el ADN y cambios
morfologicos en el ovario de hembras silvestres Canton bajo las mismas condiciones
experimentales y con una respuesta dependiente de la concentracion del metal. Con el fin de
demostrar que el dafio al ADN esta implicado en los cambios morfolégicos en los ovarios
(Mojica-Vazquez et al., 2018), utilizamos hembras de Drosophila melanogaster de la cepa

mutante Chkl,2; Fz3-RFP generda en el laboratorio.

Los resultados obtenidos en hembras mutantes, después de 72 h de exposicion a 0.3 mM de
HgCl> y 72 h de recuperacion evidencian que el tamafio de los ovarios (Imagen 16 B) y el
nimero de ovariolas no se modifican (Tabla 8, Grafica 3 A, B), sin embargo, aumenta
significativamente el nimero huevos comparado con los valores del grupo testigo (0 mM)
(p<0.001) (Tabla 8, Grafica 3 C). Con 3 mM de HgCl, el tamafio de los ovarios (Imagen 16
C), el nimero de ovariolas y huevos no se altera contrastado con el grupo testigo (p<0.001)
(Tabla 8, Grafica 3 A, B, C). A 30 mM de HgCl, no se modifica el tamafio de los ovarios y
el nimero de huevos (Imagen 16 D) (Tabla 8, Grafica 3 A, B), no obstante, el nimero de
ovariolas se reducen significativamente contrastados con los valores del grupo testigo (Tabla

8, Grafica 3 C) (p<0.001).

Tabla 8. Promedios del tamafio de los ovarios, nimero de ovariolas y huevos de hembras de la cepa mutante

(Chkl,2: Fz3-RFP) después de 72 h de exposicion a 0, 0.3, 3, y 30 mM de HgCl, y 72 h de recuperacion.

Tamafo (mm)? N. Ovariolas? N. Huevos?
Chk1,2; Fz3-RFP
X + EE X & EE X + EE
[HgClz] mM

0 85 £+ 043 20 + 1.57 16 + 1.89

0.3 87 £ 0.63 19 + 1.35 21 £ 2.16

3 87 £ 047 17 + 1.86 19 + 272

30 82 £ 0.65 16 £+  2.50 14 + 1.80

* Promedios de 3 experimentos independientes n=10
* Diferencia significativa con respecto al grupo testigo negativo (0 mM de HgCl,), analisis de varianza (ANOV A) prueba post-hoc Dunnet
(p<0.001).
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0.3 mM 30 mM

Imagen 16. Morfologia de ovarios de hembras de la cepa mutante Chkl,2; Fz3-RFP. (A). Ovarios del grupo
testigo (B, C, D). Ovarios con tamafio normar y forma irregular expuestos a HgCl,. Escala 10 mm.

8.7 8.7
8.5 82

Grafica 3. (A). Promedios del tamafio de los ovarios. (B). Nimero de ovariolas. (C). Numero de huevos de
hembras de la cepa mutante Chkl,2; Fz3-RFP expuestas a 0, 0.3, 3, y 30 mM de HgCl,, por 72 horas y con 72
horas de recuperacion. * diferencia significativa con respecto al testigo (0 mM) (p<0.001).
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7.4 Comparacion de la morfometria de ovarios de hembras de las cepa transgénica Fz3-
RFP y mutante Chkl1,2; Fz3-RFP expuestos y no expuestos a cloruro de mercurio

(HgClL).

La comparacion de los resultados morfométricos obtenidos de las hembras de la cepa mutante
(Chkl,2; Fz3-RFP) evidencian recuperacion en el tamaio de los ovarios de los grupos
experimentales expuestos a 0.3 y 30 mM de HgCl,, comparados con los grupos
experimentales de la cepa trasngénica (Fz3-RFP) expuestos a 0.3 y 30 mM de HgCh
(p<0.001) (Grafica4 A). A 30 mM de HgCl: el nimero de ovariolas de las hembras mutantes
aumenta significativamente comparados con la cepa trasngénica (p<0.001) (Grafica 4 B).
Finalmente, a 0.3, y 30 mM de HgCl, se observan diferencias significativas en el nimero de

huevos de hembras mutantes comparados con hembras transgénicas (p<0.001) (Grafica 4 C).

A : };ﬁ{'leFPF - B @l F:3-RFP
e 25+ @ Chil,2; Fz3-RFP
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15+
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@ Chil,2; Fz3-RFP

Grafica 4. Promedios del tamaiio de los ovarios (A). Numero de ovariolas (B). Numero de huevos (C) de la
cepa mutante Chkl,2; Fz3-RFP comparada con la cepa transgénica Fz3-RFP expuestas a 0, 0.3, 3, y 30 mM de
HgCl,, por 72 h'y 72 h de recuperacion. * diferencia significativa entre cada grupo experimental (p<0.001).
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7.5 Promedios de estadios de ovogénesis en las ovariolas de hembras de la cepa
trasgénica Fz3-RFP.

Con el objetivo de evidenciar que el proceso de la ovogénesis es afectado por la exposicion
a HgCl, se cuantifico el ultimo estadio de la ovogénesis presente en cada ovariola, se
analizaron 100 ovariolas de cada grupo experimental (0, 0.3, 3, 30 mM de HgCl»). Los
resultados muestran que a 3 mM de HgCl la frecuencia promedio de los estadios 8 (15/100)
y 9 (18/100) aumenta significativamente comparada con el grupo testigo (0 mM de HgCl>),
respectivamente 8 (2/100) y 9 (9/100) (p<0.001). Pero, el estadio 10a disminuye
significativamente (13/100) comparado con el grupo testigo (2/100) (p<0.001) (Tabla 9,
Grafica 5). A 30 mM de HgCl, incrementa significativamente los estadios 6 (22/100), 7
(32/100) y 8 (29/100) con respecto al grupo testigo [6 (0/100), 7 (0/100) 8 (2/100)] (p<0.001).
Sin embargo, los estadios 10a (4/100), 10b (1/100) y 11 (1/100) disminuyeron
significativamente con relacion al grupo testigo [10a (33/100), 10b (29/100) y 11 (27/100)]
(p<0.001). A 0.3 mM de HgCl> no se observaron cambios significativos en la frecuencia

promedio de los estadios de ovogénesis (Tabla 9, Grafica 5).

Tabla 9. Promedio de estadios de ovogénesis en las ovariolas de hembras transgénicas Fz3-RFP después de
72 h de exposicion a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl, y 72 h de recuperacion.

Cepa Fz3-RFP
Estadio de ovogénesis” 5 6 7 8 9 10a 10b 11
N. Ovariolas” X +tEE X +EE X +EE X +EE X +EE X +EE X +EE X +EE
[HgCl,] mM
0 00 0+0 0 %0 2+ 1 9 +2.1 33 £25 29 £29 27 £1.5
0.3 0+0 0+ 0 0+ 0 6 + 6 15 + 12 27 £15 26 +3.6 26 + 13
3 00 0 =0 3 +£23 15%+2.5 18*+3.5 30 £ 6.6 13%+£5.9 20 + 4
30 3 +£2  22%+ 6 32%+3.8 29%+ 2 8 +4.4 4% £ 4.6 1* £1.7 1* £1.7

* Promedios de 3 experimentos independientes n=100

®Ntmero de ovariolas que presentan cada estadio de ovogénesis

*Diferencias significativas con respecto al grupo testigo negativo (0 mM de HgCl,) analisis de varianza (ANOV A) prueba post-hoc Dunnet
(p<0.001).
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Grafica 5. Promedios de estadios de ovogénesis en ovariolas de hembras transgénica Fz3-RFP después de 72 h
de exposicion a 0, 0.3, 3, 30 mM de HgCl, y con 72 horas de recuperacion. * diferencia significativa con
respecto al testigo (0 mM) (p<0.001).

7.6 Promedios de estadios de ovogénesis en las ovariolas de hembras de la cepa mutante
Chk1,2; Fz3-RFP.

El andlisis de los estadios de ovogénesis en 100 ovariolas de hembras mutantes después de
72 h de exposicion con 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl12, y 72 h de recuperacion. Evidencian que
a0.3 y3 mM de HgCl: la frecuencia en los estadios de la ovogénesis no presentan diferencias
significativas con el grupo testigo (Tabla 10, Grafica 6 A, B), sin embargo, a 30 mM de
HgCl, se incrementaron significativamente los estadios 8 (16/100) y 9 (27/100) con relacion
al grupo testigo [estadio 8 (5/100) y 9 (13/100)], y disminuyeron significativamente los
estadios 10b (12/100) y 11 (5/100) con respecto al grupo testigo [10b (30/100) y 11 (25/100)]
(p<0.001) (Tabla 10, Grafica 6 C).
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Tabla 10. Promedio de estadios de ovogénesis en las ovariolas de hembras de la cepa mutante Chkl,2; Fz3-
RFP después de 72 h de exposicion a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl, y 72 h de recuperacion.

* Promedios de 3 experimentos independientes n=100

"Ntmero de ovariolas que presentan cada estadio de ovogénesis
*Diferencias significativas con respecto al grupo testigo negativo (0 mM de HgCl,) analisis de varianza (ANOVA) y una prueba post-hoc
Dunnet (p<0.001).

Grafica 6. Promedios de estadios de ovogénesis en ovariolas de hembras de la cepa mutante Chkl,2; Fz3-RFP
después de 72 h de exposicion a 0, 0.3, 3, 30 mM de HgCl,, y con 72 hde recuperacion. * diferencia significativa
con respecto al testigo (0 mM) (p<0.001).
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7.7 Tasa de fertilidad en hembras de de la cepa transgénica Fz3-RFP

En hembras transgénicas Fz3-RFP después de 72 horas de exposicion a 30 mM de HgCL y
con 72 horas de recuperacion, apareadas durante 5 dias con machos Fz3-RFP no expuestos
a HgClz, muestran reduccion significativa en el nimero de huevos ovipositados por dia
durante 5 dias comparados con el grupo testigo (0 mM de HgClz) (p<0.001) (Tabla 11,
Grafica 12).

Tabla 11. Promedios de la tasa de fertilidad (numero de huevos ovipositados por dia durante 5 dias), de hembras
de la cepa transgénica Fz3-RFP después de 72 h de exposicion a 0 y 30 mM de HgCl, y 72 h de recuperacion.

Tasa de fertilidad
Cepa Dial Dia2 Dia 3 Diad Dia$5
Fz3-RFP* X + EE X + EE X + EE X =+ EE X =+ EE
[HgClL] mM
0 128 = 7.77 487 + 424 411 =+ 565 426 =+ 424 433 + 2.8
30 54% o+ 494 188F =+ 282 140% = 141 40* =+ 495 33 == 071

*Promedios de 3 experimentos independientes n=30
* Diferencia significativa con respecto al grupo testigo negativo (0 mM de HgCl,) analisis de varianza (ANOVA) prueba post-hoc Dunnet
(p<0.001).

86



Grafica 7. Promedios de la tasa de fertilidad (nimero de huevos ovipositados por dia, durante 5 dias), de
hembras de D. melanogaster Fz3-RFP expuestas a 0, 30 mM de HgCl,, por 72 horas y con 72 horas de
recuperacion. * diferencia significativa con respecto al testigo (0 mM) (p<0.001).

7.8 Tasa de fertilidad de hembras de la cepa mutante Chk1,2; Fz3-RFP

En hembras mutantes (Chkl,2; Fz3-RFP), después de 72 h de exposicion a 30 mM de HgCl»
y 72 h de recuperacion, apareadas durante 5 dias con machos mutantes Chkl,2; Fz3-RFP no
expuestos a HgClz, no presentan cambios significativos en el nimero de huevos ovipositados
por dia durante 5 dias comparados con el grupo testigo (0 mM de HgCl>) (p<0.001) (Tabla
12, Grafica 8).

Tabla 12. Promedios de la tasa de fertilidad (nimero de huevos ovipositados por dia durante 5 dias), de
hembras de la cepa mutante Chk1,2; Fz3-RFP después de 72 h de exposicion a 0 y 30 mM de HgCl, y con 72
h de recuperacion.

Tasa de fertilidad
Cepa Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Chk1,2;Fz3-RFP* X + EE X + EE X + EE X + EE X + EE
[HgCl,] mM
0 137 + 494 481 + 353 464 £ 707 405 £ 565 397 + 494
30 119 + 28 438 + 28 405 + 28 364 + 353 347 + 636

2Promedios de 3 experimentos independientes n=30
*Diferencia significativa con respecto al grupo testigo negativo (0 mM de HgCl2) analisis de varianza (ANOVA) prueba
post-hoc Dunnet (p<0.001).
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Grafica 8. Promedios de la tasa de fertilidad (nimero de huevos ovipositados por dia, durante 5 dias), de la cepa

Chkl,2; Fz3-RFP expuestas a 0 y 30 mM de HgCly, por 72 h y 72 h de recuperacion (p<0.001).
7.9 Tasa de eclosion de huevos de ensayos de fertilidad de Fz3-RFP y Chk1,2-Fz3-RFP

expuestas y no expuestas a cloruro de mercurio.

Con el objetivo de determinar la tasa de eclosion y sobrevivencia de los huevos ovipositados
en el ensayo de fertilidad por las hembras de las cepa trasngénica Fz3-RFP y mutante Chkl,2;
Fz3-RFP expuestas a 0 y 30 mM de HgCly, se cuantifico la tasa de eclosion de 100 huevos.

Los resultados evidenciaron reduccidon significante en la tasa de eclosion de huevos
ovipositados por hembras transgénicas y mutantes expuestas 30 mM de HgCl contrastados
con sus respectivos grupos testigo (0 mM de HgCl) (p<<0.001). Sin embargo, el numero de
huevos que eclosionaron fue mayor en el cepa trasngénica comparada con la cepa mutante
(Tabla 13, Grafica 9). Los huevos que eclosionaron de la cepa trasngénica y mutante
expuestas a 30 mM de HgCly, sobrevivieron hasta el primer y segundo instar de larva las
cuales no presentaron movimiento, comparados con los huevos eclosionados por los grupos
testigos que sobrevivieron hasta la etapa adulta y presentaron locomociéon normal en ambas

cepas.
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Tabla 13. Promedios de la tasa de eclosion de huevos ovipositados por hembras de la cepa trasngénica Fz3-
RFP y mutante Chkl,2-Fz3-RFP expuestas a 0 y 30 mM de HgCl, por 72 h'y 72 h de recuperacion.

Cepa 1Fz3-RFP 2Chk1,2; Fz3-RFP

[HgCl:] mM X E.E X E.E
0 87 - 1.54 81 + 2.51
30 32% + 2.51 7* + 2

2Promedios de 3 experimentos independientes n=300

* Diferencia significativa con respecto al grupo testigo negativo (0 mM de HgClz) analisis de varianza (ANOVA) prueba
post-hoc Dunnet (p<0.001).

Grafica 9. Promedio de la tasa de eclosion de huevos ovipositados por hembras de la cepa trasngénica Fz3-RFP

y mutante Chkl,2-Fz3-RFP después de 72 h de exposicion a 0 y 30 mM de HgCl, y 72 h de recuperacion. *
diferencia significativa con respecto al testigo (0 mM) (p<0.001).
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7.10 Organizacion celular del germario en ovariolas de hembras transgénicas Fz3-RFP

expuestas y no expuestas HgCl. mediante microscopia de fluorescencia confocal

Con el objetivo de determinar si el HgCl, altera la expresion del receptor Fz3 de la via
canénica Wnt se analizo el germario de hembras de la cepa Fz3-RFP expuestas y no

expuestas a HgCl, mediante de microscopia confocal.

En las iméagenes del germario correspondientes a 0.3 y mM de HgCl, (Figura 17 G-J), se
detectd incremento de células madre foliculares y sobreexpresion del receptor Fz3 en la
region 2a (flechas amarillas) (G), modificacion en la estructura de los quistes germinales
(linea punteada amarillas) (H) y aumento del nimero de nucleos en las regiones 1 y 2a (I),
comparado con las imagenes del germario del grupo testigo (Figura 17 C-F). En 3 mM de
HgCl, (Figura 17 K-N). También se identificd sobreexpresion de Fz3 en la region 2a ademas
alteraciones en la estructura celular de las células madre acompafantes y foliculares (flechas
amarillas) (K), sin embargo, se observd disminucion del nimero de quistes germinales (linea
punteada amarilla) (L), de nticleos celulares y de células en la region 2a (flecha amarilla) (M)
comparado con las imagenes del grupo testigo (Figura 17 C-F).

A 30 mM de HgCl, (Figura 17 N-Q), no se observa alteracion de la expresion de Fz3 (flechas
amarillas) (N), la estructura de los quistes germinales se encuentra alterada en todas las
regiones (linea punteada amarilla) (O), ademas se observa disminucion del de ntcleos
celulares (P) y del tamafio del germario, comparado con el germario del grupo testigo (Figura

17 C-F).
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Figura 17. A. Imagen esquematica de una ovariola de Drosophila melanogaster. B. Amplificacion del germario
de una ovariola. Region 1; lugar de residencia de las células madre germinales (CGM), células germinales (CG)
y células madre acompafiantes (CMA). Region 2a; quistes germinales en desarrollo (QG). En el borde entre la
region 2a y region 2b se ubican las células madre foliculares (CMF) y quistes germinales en desarrollo. Region
3; células foliculares y primer camara ovarica (E1). C-P. Imagenes del germario de la cepa transgénica Fz3-
RFP después de tres dias de exposicion a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl,, tomadas mediante microscopia confocal.
Fz3 marcando CMF y CMA en rojo, Vasa marcando a todas las células del linaje germinal CMG y QG en verde
y DAPI marcando los nucleos celulares en azul, objetivo 63X, escala 10 uM.
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7.11 Organizacion celular del germario en ovariolas de hembras transgénicas Bam-
GFP, Fz3-RFP expuestas y no expuestas HgCl> mediante microscopia de fluorescencia

confocal

Para determinar si el HgCl; altera la diferenciacion de las células germinales y visualizar
alteraciones en la via Wnt. Se analizé el germario de hembras de la cepa transgénica Bam-

GFP, Fz3-RFP expuestas y no expuestas a HgClz, mediante de microscopia confocal.

Los resultados obtenidos en 0.3 mM de HgCl, (Figura 18 G-K), evidencian sobreexpresion
de Fz3 en la region 2a (G), de Bam en las regiones 1, 2b y 3 (H) y de Fasiclin III en la region
2a (I) (flechas amarillas), asi como incremento en el nimero de quistes germinales (H) y de
nucleos celulares (J) y alteraciones en la estructura de las células foliculares (I) comparadas

con las imagenes del germario del grupo testigo (Figura 18 B-F).

A 3 mM de HgCl (Figura L-O). Se observo en la region 2a sobreexpresion de Fz3 (L) y de
Bam en las regiones 2a y 2b, la estructura y posicion de los quistes se encuentra modificada
en las regiones 2a y 2b (M), asi como de las células foliculares en la region 2b (N) e
incremento de células germinales en las regiones 2a y 2b (M y N) contrastadas con las

imagenes del grupo testigo (Figura 18 B-F).

En 30 mM de HgCl: Figura 18 P-T. La expresion de Fz3 no presenta diferencia con respecto
al grupo testigo (Figura 18 B). Sin embargo, detecto sobrexpresion de Bam en las regiones
1, 2a y 2b, alteraciones en la forma y estructura de los quistes germinales y de las células
foliculares, y disminucion del nimero de celular y tamafo del germario con relacion a las

imagenes del grupo testigo (Figura 18 B-F).
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Figura 18. A. Imagen esquematica del germario de Drosophila melanogaster. Células madre acompafantes
(CMA), quistes germinales (QG), células madre foliculares (CMF) y células foliculares (CF). B-T. Imagenes
del germario de la cepa transgénica Bam-GFP, Fz3-RFP después de tres dias de exposicion a 0, 0.3, 3 y 30
mM de HgCl,, tomadas mediante microscopia confocal. Fz3 marcando CMF y CMA en rojo, Bam marcando
a las células germinales en diferencian en verde, Fasiclin III marcando a las CF en amarillo y DAPI marcando
los nucleos celulares en azul, objetivo 63X, escala 10 uM
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7.12 Organizacion celular del germario en ovariolas de hembras mutantes Chk1,2; Fz3-

RFP expuestas y no expuestas a HgCl: mediante microscopia de fluorescencia confocal

Para establecer si el dafio al ADN esta involucrado en los efectos a nivel celular observados
en el germario de ovarios expuestos a HgCl,. Se analiz6 el germario de hembras de la cepa
mutante Chkl,2; Fz3-RFP expuestos y no expuestos a HgCl,, mediante microscopia

confocal.

El analisis de las imagenes de germario correspondientes a 0.3, 3, 30 mM de HgCl» (Figura
19 F-P), no se identificaron cambios en la morfologia y numero de células foliculares y
germinales comparadas con las imagenes del grupos testigo (Figura 19 B-E). No obstante, se
observo sobreexpresion de Fz3 en la region 2a (Figura 19 imagenes F y J flechas amarillas,

N recuadro amarillo).
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Figura 19. A. Imagen esquematica del germario de Drosophila melanogaster. Células madre acompafiantes
(CMA), células madre foliculares (CMF) y células foliculares (CF). B-P. Imagenes del germario de la cepa
mutante Chk1,2; Fz3-RFP después de tres dias de exposicion a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl,, tomadas mediante
microscopia confocal. Fz3 marcando CMF y CMA en rojo, Fasiclin III marcando a las CF en verde y DAPI
marcando los nucleos celulares en azul, objetivo 63X, escala 10 uM

95



VIII DISCUSION

La contaminacion por mercurio representa una gran amenaza para la salud humana, ya que
es un metal pesado que se incorpora facilmente al ciclo del agua y a la cadena alimentaria a
través de la bioacumulacion en los organismos. Diversos estudios han evidenciado que este
metal afecta el sistema reproductor, los niveles hormonales y la fertilidad de los organismos,
incluyendo los seres humanos. Sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales
altera la funcion reproductora son poco conocidos. En un estudio previo, se demostré que el
cloruro de mercurio (HgCl,) induce cambios morfoldgicos, estructurales y dafio al ADN en
las células del ovario de Drosophila melanogaster silvestre (Canton) expuestas a 24, 48 y 72

ha0.3,3 y30 mM de HgCl, y con 24 h y 72 h de recuperacién (Mojica et al., 2017).

Con el fin de elucidar algunos mecanismos moleculares que intervienen en la reprotoxicidad
del mercurio. Este trabajo fue disefiado para analizar los efectos del mercurio en la via de
sefalizacion Wnt en ovarios de Drosophila melanogaster transgénica Fz3-RFP y silvestre, y
su asociacion con los cambios en la morfologia, estructura y la fertilidad, después de 72 h de
exposicion a concentraciones de 0.3, 3 y 30 mM de HgClz y con 72 h de recuperacion. Asi
como, el papel del dafio en el ADN con la cepa mutante de D. melanogaster Chkl,2; Fz3-
RFP.

Los resultados obtenidos de este trabajo evidencian que la exposicion de 0.3 HgCl> aumenta
significativamente la expresion de la via Wnt, el tamafio de los ovarios (hipertrofia) y el
niumero de huevos con relacion al grupo testigo. El andlisis estructural con
inmunofluorescencia en microscopia confocal del germario del ovario de Drosophila
melanogaster transgénica Fz3-RFP, con los marcadores Fz3 en células madre foliculares,
Bam para la diferenciacion de células germinales, VASA en el linaje germinal, Fasiclin III
en células foliculares y DAPI para visualizar el ADN en los nucleos, muestran alteraciones
estructurales del germario, como aumento en el nimero de las células madre foliculares y en
las células foliculares en la region 2a; células germinales y quistes en las regiones 2a y 2b
germinales con incremento de nimero de células. Posiblemente, la activacion de la via de
Wnt inhibié la via BMP, que a su vez estimulo la sobrexpresion de Bam, lo cual indujo la
proliferacion de toda la estirpe germinal y el aumento en el desarrollo de quistes germinales

(King, 2001). Es bien conocido que la sobreexpresion de los componentes de la via Wnt
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como wg, fz2, dsh y armadillo en los ovarios de Drosophila melanogaster mutantes, inducen
la division y alteracion de las células foliculares en las ovariolas, lo que sugiere para este
estudio que la sobreexpresion de Wnt estimul6 la proliferacion excesiva y descontrolada de
las células foliculares en el germario, lo que condujo a la hipertrofia de los ovarios y a la gran
produccion de huevos en la cepa transgénica Fz3-RFP de D. melanogaster (Forbes et al.,

1996, King et al., 2001; Zhang y Kalderon, 2001).

La sobreexpresion de la via Wnt en el germario de los ovarios expuestos a 0.3 mM de HgCl,
en la cepa transgénica Fz3-RFP, fue confirmada con la sobreexpresion del receptor Fz3, el
cual es blanco transcripcional de la via Wnt lo cual demuestra su activacion en este modelo
Drosophila (Dann, 2001). Probablemente, el mercurio actua como agonista del ligando wg,
interaccionando con el sitio de unién y activacion del receptor Fz3, que es un dominio rico
en cisteina con grupos sulthidrilos, en el cual el mercurio puede interaccionar y activar la via
de sefalizacion Wnt (Wong, 2003). Evidenciado por el incremento en la diferenciacion y
proliferacion células foliculares. Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con lo
publicado en el pez gato (Clarias geriepinus), después de 15 dias de exposicion a 0.08 mg
de HgCl, revelaron dafio severo en el epitelio folicular que rodea a los ovocitos (Masarat,
2014). Altunkaynak (2016), publico alteraciones histo-morfométricas de los ovarios de rata
Wistar expuestos durante 45 dias a 1 mg de HgO, con reduccion en el nimero de foliculos
primordiales, primarios y de Graaf; y alteraciones en las células foliculares. Otro estudio
realizado en neuronas in vitro de Drosophila melanogaster mostraron que el metilmercurio
hiperactiva la via Notch, la cual esta implicada en la proliferacion celular en sistema nervioso
(Bland, 2006). Sin embargo, otras investigaciones reportan reduccion de la expresion de la
via Wnt y de los genes GSK33, en células de rifion (HepG2) de pez cebra después de 7 dias
de exposicion a 100 y 600 pg/L de HgCl, (Choong, 2010).

En los ovarios de Drosophila melanogaster transgénica Fz3-RFP, después de 72 h de
exposicion a 3 mM de HgCl> y con 72 h de recuperacion produjo también la sobreexpresion
de Bam y de la via de sefalizacion Wnt. Sin embargo, no hubo modificaciones en el tamafio
y numero de ovariolas, no obstante, el nimero de huevos se redujo significativamente con
relacion al grupo testigo. El andlisis estructural del germario del ovario expuesto a esta

concentracion, muestran alteraciones y reduccion de las células madre foliculares y de las
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células foliculares en la region 2a y 2b, asi como incremento del numero de quistes
germinales con reduccion celular y del estadio 11 de la ovogénesis. Probablemente, estos
efectos observados son debido a la induccion de dafio en el ADN en las células ovaricas y a
la sobreexpresion de Fz3 y Bam y también a la produccion de especies reactivas de oxigeno
aumentando el estrés oxidante que quizas increment6 la actividad de los mecanismos
antioxidantes (superdxido dismutasa, catalasa, y glutation) y de la reparacion al genoma lo
que permitié que el mercurio no interfiriera con la division y diferenciacion de las células
germinales del germario y con el tamafio del ovario, evidenciado por la morfologia y
ovogénesis normal. Aun cuando se observd disminucion de huevos y del estadio 11 de
ovogénesis estos efectos no modificaron tamafio del ovario. Algunos estudios reportan que
la funcion ovarica puede ser afectada por induccién de dafio al ADN y a la carencia de

reparacion del dafio (Hoyer, 2005; Choong, 2010).

En los ovarios de Drosophila melanogaster transgénica Fz3-RFP, después de 72 h de
exposicion a 30 mM de HgCl» y con 72 h de recuperacion produjo también la sobreexpresion
de la via de sefializacion Wnt y de Bam en el germario. Ademas, se redujo el tamafio de los
ovarios (hipotrofia), el nimero de ovariolas y de huevos con relacion al grupo testigo. El
analisis estructural del germario muestra alteraciones y descenso de las células madre
foliculares y de las células foliculares en la regidon 2a y 2b, asi como disminucion del nimero
de quistes germinales con menor nimero de células y de los estadios 10a 10b y 11 de la
ovogénesis. Posiblemente, estos efectos observados son el resultado del dafio severo del
ADN en las células ovaricas (Mojica et al., 2018), y a la incapacidad de los mecanismos de
reparacion del dafio en el genoma que consecuentemente indujeron a la muerte celular, lo
cual fue mostrado por la reduccion celular en el germario y de los estadio 10a, 10b y 11 de
la ovogénesis, que consecuentemente condujo a la reduccion de huevos en las ovariolas y del
tamafio de los ovarios. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Dey (1989), quien
observo dafio en el ADN de las células ovaricas, alteraciones en la ovogénesis y disminucion

del peso de los ovarios en hembras de pez serpiente (Lepidocephalichthys thermalis).

Para confirmar si el dafio al ADN interviene en la recuperacion del fenotipo normal en los
ovarios de D. melanogaster Fz3-RFP expuestas a 30 mM de HgCl» y si la proliferacion de

las células germinales en germario se inhibe o se bloquea, se expusieron hembras mutantes
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Chkl,2; Fz3-RFP (generadas en el laboratorio) a 0, 0.3, 3 y 30 mM de HgCl, por 72 horas y

con 72 horas de recuperacion.

La respuesta al dafio del ADN en ovarios de Drosophila, esta mediada principalmente por las
cinasas Grp y Mnk, homoélogas en mamiferos de Chk-1 y Chk-2 respectivamente, que se
activan por la proteina ataxia-telangiectasia mutada (ATM) en respuesta a roturas de ADN
de doble cadena y monocatenarias, respectivamente o por la induccion de estrés oxidante
(Watters, 2003). Después de su activacion por ATM, Chk-2 fosforila varias proteinas que
detienen transitoriamente el ciclo celular e inhiben la replicacion de ADN asegurando su

reparacion (Mannuss et al., 2012).

A 0.3 mM de HgCl: la sobrexpresion de la via Wnt y de Bam es similar a la transgénica Fz3-
RFP, ademds se incrementa significativamente el nimero de huevos comparados con su
testigo (0 mM de HgCla cepa Chkl,2: Fz3-RFP) y se altera la morfologia de los ovarios.
Estos efectos confirman el papel relevante de la via de sefalizacion Wnt en la proliferacion
y diferenciacion de las células germinales y somaticas en el germario, asi como en el

desarrollo de las cdmaras ovaricas y a la produccidon de huevos en el ovario.

En 3 mM la sobrexpresion de la via Wnt es similar a la transgénica Fz3-RFP, sin
modificaciones estructurales en el germario, en el tamafio del ovario en el nimero de
ovariolas y huevos, comparados con su grupo testigo. No obstante, la morfologia de los
ovarios fue afectada. Sin embargo, al no detectar dafio al ADN por la ausencia de las cinasas
1 y 2 las células somaticas y germinales en el germario prosiguieron su proliferacion y
diferenciacion con el dafio acumulado quizds el mercurio altera otros mecanismos
moleculares que intervienen para el remodelaje del ovario como las vias factor de crecimiento
transformante, factor beta de crecimiento transformante el factor de crecimiento fibroblastico

y el citoesqueleto celular (Their, 2003).

Con la concentracion de 30 mM HgCl, hay sobreexpresion de la via Wnt en el germario de

los ovarios de D. melanogaster Chkl,2; Fz3-RFP, sin modificaciones estructurales en el
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germario, en el tamafio del ovario en el numero de huevos, sin embargo, el estadio de la
ovogénesis 10b disminuyd mas del 50 %, el 11 mas del 75% y el 25% en el nimero de
ovariolas comparados con el grupo testigo. Aun cuando la produccion de huevos no se vio
afectada, posiblemente el mercurio afect6 la calidad de éstos, bloqueando la sintesis del vitelo
y la trasferencia del citoplasma de las células nodrizas al ovocito (Huelsmann et al., 2013).
Estos resultados concuerdan con lo publicado por Masarat (2014), quien observé reduccion
de la diferenciacion de los ovocitos pre vitelogénicos a vitelogénicos en hembras de pez gato

(Clarias geriepinus), después de ser expuestas a 0.08 mg de HgCl> por 45 dias.

Finalmente, en este estudio se analizo el efecto de 30 mM de HgCl, en la fertilidad de las
hembras de la cepa transgénica Fz3-RFP y mutante Chkl,2; Fz3-RFP (apareadas con machos
no expuestos al metal y de sus respectivas cepas), después de 72 h de exposicion y con 72 h
de recuperacion, mediante la tasa de oviposicion durante 5 dias. En la cepa Fz3-RFP se
observé disminucion significativa del numero de huevos ovipositados por dia con relacion al
grupo testigo (0 mM de HgCl, Fz3-RFP). Contrariamente en lo encontrado en la cepa
mutante en la cual no se presentaron diferencias significativas en la tasa de oviposicion por
dia comparadas con su grupo testigo. La tasa de eclosion de los huevos de ambas cepas indica
que el cloruro de mercurio afecta la viabilidad de los embriones, quizas por la poca
acumulacion de vitelo en el huevo y la falta de trasferencia del citoplasma de las células
nodrizas al ovocito, o por la acumulacion de dafio en el ADN que no permitié concluir el
desarrollo normal del ovocito afectando la endoreplicacion de las células nodrizas y
foliculares y consecuentemente alterando la sintesis de proteinas que intervienen en la

embriogénesis temprana (De Flora, 1994; Bahia, 1999; Amorim, 2000).

Ademés, se observo que del 100% de huevos procedentes de las hembras Fz3-RFP solamente
el 32% y el 3% para la cepa mutante Chkl,2; Fz3-RFP eclosionaron y se desarrollaron hasta
el primer y segundo instar de larva. Sin embargo, estas mostraron alteraciones en la
locomocion con lo cual confirma que el cloruro de mercurio afecta el sistema nervioso central
y periférico, asi como inhibicidn e inactivacion de las vias sefializacion neuromuscular para

la locomocion (Wu, 1985; Bhardwaj, 2009).
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IX CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

a)

b)

d)

A 0.3, 3 y 30 mM de HgCl; aumenta significativamente la expresion de la via Wnt y
de Bam en el germario de las cepas transgénica Fz3-RFP y mutante Chkl,2: Fz3-
RFP.

A 0.3 mM de HgCl; en las cepas transgénica Fz3-RFP y mutante Chkl,2: Fz3-RFP,
induce hipertrofia de los ovarios, incremento de las células madre foliculares y
foliculares en las region 2a y 2b del germario, y numero de quistes germinales con
aumento en el nimero de células y de huevos. Excepto que en la cepa mutante no se

modificé el tamafo de los ovarios.

A 3 mM de HgCl; en las cepas transgénica Fz3-RFP y Chkl,2: Fz3-RFP, no causa
modificaciones en el tamafio de los ovarios, sin embargo, incrementa las células
madre foliculares y foliculares en las region 2a y 2b del germario, y el numero de
quistes germinales con disminucion en el nimero de células y del estadio 11 de la
ovogeénesis y de huevos. No obstante, en la cepa mutante la ovogénesis y el nimero

de huevos no fueron afectados.

A 30 mM de HgCl en las cepas transgénica Fz3-RFP y Chkl,2: Fz3-RFP. En D.
melanogaster Fz3-RFP produce hipotrofia de los ovarios, reduce las células madre
foliculares y foliculares en las region 2a y 2b del germario, y el numero de quistes
germinales con disminucion en el nimero de células y de los estadios 10a, 10b y 11
de la ovogénesis; el nimero de ovariolas y de huevos. En la cepa mutante se altera la

morfologia del ovario se reduce el estadio 10b y 11 de la ovogénesis.

A 30 mM de HgCl; en las cepas transgénica Fz3-RFP se reduce la fertilidad y en la
cepa Chkl,2: Fz3-RFP, la tasa de fertilidad no se modifica.
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f) A 30 mM de HgCly en las cepas transgénica Fz3-RFP y Chkl,2: Fz3-RFP, la
viabilidad de los embriones disminuye y el desarrollo larvario inicamente alcanza el

primero y segundo instar de larva.

g) A 30 mM de HgCl; en las cepas transgénica Fz3-RFP y Chkl,2: Fz3-RFP. Los
organismos del primer segundo e instar de larva no presentan movimiento y
locomocion
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