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I. RESUMEN

En este estudio se analizd el efecto genotoxico y morfoldgico de los ovarios de
Drosophila melanogaster expuestos a las concentraciones 0.1, 0.3, 3 y 30 mM de
Cloruro de mercurio (HgCl,) por 24, 48 y 72 horas, mediante el ensayo cometa alcalino
y calculando el area de los ovarios. El dafio en el DNA se evalu6 determinando los
siguientes parametros genotoxicos: longitud, momento ¢ intensidad de la cauda en 150
nucleos por tratamiento y por dia. Para las observaciones morfologicas se midio la
altura y el ancho obteniendo asi el area de los ovarios de D. melanogaster por
tratamiento y por dia. Los resultados evidencian que a la exposicion de 0.3, 3 y 30 mM
de HgCl, por 72 h se indujo un incremento significativo de dafio en el DNA de las
células del ovario de D. melanogaster con relacion al testigo. De igual manera, se
detectd una reduccion significativa del area de los ovarios contrastados con los ovarios
del grupo testigo. Este estudio nos ayuda a visualizar los efectos genéticos y
morfolégicos ocasionados por el HgCl, en un organismo vivo y nos abre las puertas a la
compresion de los mecanismos moleculares que son afectados por exposiciones al
mercurio. De igual forma muestra el potencial de este sistema biologico para poder

evaluar las afectaciones de diferentes contaminantes en los organismos vivos.



II. INTRODUCCION

En México, de acuerdo con el Inventario Nacional de Emisiones (INEM), se emiten mas
de 40.5 millones de toneladas de contaminantes a la atmosfera, de los cuales el 21%
provienen de fuentes naturales y 79% de fuentes antropogénicas (Riojas-Rodriguez et

al., 2013).

Las actividades antropogénicas, en México, han aumentado el problema de la
contaminacion por metales pesados, principalmente por la mineria debido al manejo
inadecuado de sus residuos, los jales mineros. En México, los metales contaminantes
mas importantes dada su toxicidad y abundancia son: mercurio, arsénico, plomo y

cromo (Covarrubias y Cabriales, 2017).

El mercurio es un elemento que existe en la atmodsfera de forma natural a consecuencia
de incendios forestales, erupciones volcanicas y erosion de las rocas, entre otros
fenomenos. Actualmente, sin embargo, el aumento de este elemento en la atmoésfera se
debe principalmente a actividades antropogénicas como las emisiones atmosféricas que
producen la industria, el comercio, los servicios, los vehiculos y el sistema de transporte

(Escobedo-Flores et al., 2000).

I1.1 Mercurio

El mercurio es un metal no esencial, muy téxico, persistente y bioacumulable. A
temperatura ambiente es liquido y de color blanco plateado. La toxicidad del mercurio
depende de su forma quimica, sin embargo, todas a concentraciones altas causan
toxicidad aguda. El mercurio se presenta en tres formas: metélico o elemental (Hg");
sales inorganicas (Hg2 2, Hg™) y compuestos organicos (MeHg-, etilHg y fenilHg)
(PNUMA, 2002; Ortega et al., 2003; Ramirez, 2008; Al-Saleh et al., 2009). En la Tabla

1 se muestran las propiedades fisicas y quimicas de este elemento.



Tabla 1. Cualidades quimicas y fisicas del mercurio (Espafiol, 2001).

Mercurio elemental

Simbolo Hg
Peso atomico 200.61 g/mol
Densidad 13.546g/cm3
Punto de fusion -38.9 °C
Punto de ebullicion 356.9 °C*
Tension superficial 480.3 din/cm

*El mercurio elemental puede evaporarse a la temperatura ambiente y generar vapores de mercurio.

I1.1.1 El mercurio en el ambiente

El mercurio elemental es una sustancia toxica que no se puede descomponer o degradar
en otras sustancias mas inofensivas, pero durante su ciclo geologico cambia de estado y
especie. El mercurio liberado al ambiente puede tener una gran movilidad y circular
entre la superficie terrestre, los cuerpos de agua y la atmdsfera (PNUMA, 2002). El

mercurio tiene dos fuentes de contaminantes: las naturales y antropogénicas.

Las principales fuentes naturales son la actividad volcanica, la erosion de las rocas y
incendios forestales (Wang et al., 2004; Gaioli et al., 2012). En consecuencia, el ciclo
natural del mercurio es principalmente un ciclo atmosférico, donde el mercurio se
incorpora a las cadenas troficas por medio de la inhalacion directa o mediante la

participacion del ciclo del agua (Villarejo, 2004).

En el ciclo antropogénico las fuentes principales son la mineria, la metalirgia, la
agricultura, el empleo de combustibles fosiles, las industrias cloroalcalinas de
fabricacion del papel, instrumental médico (termdmetros, esfingomanometros, bujias,
amalgamas dentales), termostatos, lamparas fluorescentes, cementeras, tratamiento de
desechos, vertederos, cremacion y pinturas (Gaioli et al., 2012; Covarrubias y

Cabriales,.2017).



El mercurio se incorpora al ciclo atmosférico por medio de emisiones atmosféricas o la
combustion de carbones. En el ciclo del agua entra directamente a los rios y mares por
el vertido de residuos industriales o domésticos. También hay presencia en suelos
debido a la aplicacion de fungicidas a base de mercurio organico. El mercurio se
incorpora en las cadenas troficas debido a la ingesta de agua contaminada, por la
inhalacion directa de vapores o particulas de mercurio y por medio de los suelos
contaminados (Villarejo, 2004). En la Figura 1 se muestra las rutas del ciclo del

mercurio natural y antropogénico.

I1.1.2 Transformacion del mercurio en el ambiente

El mercurio tiene la capacidad de formar compuestos tanto inorganicos como organicos.
En las cadenas troficas las especies inorganicas presentes son el Hg metal, el 6xido de
mercurio (HgO) y dos especies idnicas, el cation mercuirico (Hg%) y el ion dimercurio
(Hg22+). En el caso de las especies organicas se encuentran el dimetilmercurio

((CH3),Hg), el metilmercurio (CH3Hg") y el fenilmercurio (C¢HsHg") (Villarejo, 2004).

Debido a la volatilidad y sublimacion a temperatura ambiente del Hg metal, este se
puede incorporar a las cadenas troficas al unirse a la atmodsfera en forma de vapor de
mercurio (Hg), el cual se oxida por el ozono, por oxigeno o cloro, transformandose en
la especie soluble Hg*". Posteriormente el Hg”" entra en los cuerpos de agua y se
deposita en los sedimentos donde puede reaccionar con el sulfato para formar un
precipitado insoluble de sulfuro merclirico o ser biometilado por bacterias,
incorporandose entonces en las cadenas troficas (Albert, 1997; Gochfeld 2003;
Villarejo, 2004); por asimilacion del plancton, pasa a las algas y de ahi a organismos
superiores como peces, aves, mamiferos e incluso al humano. Otro medio por el cual el
Hg puede entrar en las cadenas troficas por el uso de agua contaminada con mercurio
para el riego. En este caso, el mercurio se acumula en el suelo y puede ser absorbido por

las raices de las plantas para después ser consumido por los herbivoros (Albert, 1997).



Figura 1. Ciclo del mercurio natural y antropogénico (modificado por Molina et al. 2010).



I1.1.3 Exposicion al mercurio

La poblacion humana estd expuestas principalmente al mercurio por medio de la
ingestion de productos marinos contaminados con metilmercurio, la inhalacion de
vapores de Hg®, el uso de jabones, cremas aclaradoras de la piel, amalgamas, vacunas
entre otros productos farmacéuticos que contienen conservantes de mercurio (como el
timerosal). Incluso existe mercurio en algunas medicinas tradicionales utilizadas con

fines religiosos, culturales y rituales (PNUMA, 2002; Gochfeld, 2003).

La absorcion del mercurio por el organismo puede llevarse a cabo por tres vias: cutanea,

respiratoria y gastrointestinal (Tabla 2):

-Via cutdnea: el mercurio elemental es poco absorbido por la piel, mientras que
algunos compuestos mercuriales organicos son absorbidos facilmente, por ejemplo el

dimetilmercurio (Gochfeld, 2003).

-Via respiratoria: el 80% de los vapores de mercurio se absorben por inhalacion y
rapidamente entran al torrente sanguineo a través de las membranas alveolares. El
mercurio elemental, al igual que el metilmercurio se distribuye a todos los tejidos
gracias a la alta solubilidad lipidica que tiene la sangre (Albert, 1997; Casarett y
Klaassen, 2008; Gochfeld, 2003).

-Via gastrointestinal: el tracto digestivo absorbe del 95% al 100% del mercurio
organico (Gochfeld, 2003; Casarett y Klaassen, 2008). El mercurio inorganico
presenta una absorcion entre 7% y el 15%, mientras que el mercurio elemental solo
presenta una absorcion del 0.01%. Este ultimo compuesto no es reactivo
biologicamente, por lo que puede provocar una pequefia o casi nula consecuencia

toxica (Casarett y Klaassen, 2008).



Tabla 2. Medios de absorcion de las especies de mercurio (Modificado de Gochfeld, 2003).

Mercurio Elemental | Mercurio idnico/sales | Mercurio organico
(Hg") de mercurio
(Hgi)
Cutanea Insignificante insignificante Moderada a alta
(piel)
Respiratoria Casi completa (80%) Variable Casi completa
(pulmones)

Gastrointestinal Insignificante Variable Casi completa
(tracto digestivo) (0.01%) (7-15%) (95-100%)

El mercurio entra al cuerpo por la sangre, con una relacion glébulo rojo/plasma entre
1.5 a 3, y de 0.4 para las sales inorganicas del mercurio. El 50% del mercurio inorganico
se transporta al unirse con la albimina, en tanto que el 90% de los compuestos
organicos son trasportados por las células rojas (Casarett y Klaassen, 2008; Ramirez,
2008). Las distintas especies de mercurio se unen o depositan en diferentes partes del
organismo. La mayoria de los vapores de mercurio, antes de oxidarse, atraviesan las
barreras hemato-encefalica y de la placenta (Casarett y Klaassen, 2008). Al oxidarse se
transforma en mercurio divalente, el cual se bioacumula en los tejidos por su gran
afinidad a los grupos -SH de las proteinas (Ramirez, 2008). La mayor concentracion de
mercurio inorganico se deposita en el rifidon a través de dos rutas: 1) por la membrana
basolateral a través de transportadores anionicos organicos; y 2) por las membranas
luminales en los tibulos proximales renales en forma de conjugados cisteina-SHg-S-
cisteina (Casarett y Klaassen, 2008). El 10% de metilmercurio es distribuido al cerebro,
mientras que el 5% permanece en la sangre (Ramirez, 2008). También tiende a
acumularse en el cabello, uias y hueso (Casarett y Klaassen, 2008). La cantidad de
mercurio natural en el cuerpo humano estd entre 1 a 13 mg, se distribuye en el cuerpo de
la siguiente manera: 44 a 54% en musculo, 22% en higado, de 9 a 15% en sangre, 9%
en rindn, 8% en piel, 4 a 7% en el cerebro y 3% en intestino (Ramirez, 2008; Casarett y

Klaassen, 2008).




11.1.4 Biotransformacion del mercurio

El mercurio se biotransforma por cuatro vias:

-Oxidacion: Al oxidarse, el vapor de mercurio se convierte en mercurio divalente, es
oxidado por la enzima hidrogeno-peroxido-catalasa en los peroxisomas de la mayoria
de los tejidos y en los eritrocitos (Ramirez, 2008; Casarett y Klaassen, 2008). Esta
reaccion disminuye la liposolubilidad del mercurio y por tanto su toxicidad. También
el mercurio elemental es oxidado a mercurio inorganico por los eritrocitos y los

tejidos (Casarett y Klaassen, 2008).

-Reduccion: El mercurio divalente es reducido a mercurio metélico, por medio del

sistema enzimatico xantina-oxidasa.

-Metilacion: Se ha observado en ratas, que entre 0.05 y 0.26% del mercurio

inorganico se metila, posiblemente en el higado.

-Conversion: el proceso de biodesmetilacion (conversion del metilmercurio en
mercurio inorganico) se realiza en varios tejidos, pero es en el higado donde se lleva

a cabo en mayor proporcion (Ramirez, 2008).

-Eliminacién. El 10% del mercurio inhalado, por una semana, es convertido en
mercurio inorgéanico, el cual es excretado por la orina y las heces, con una vida media
de 1 a 2 meses. Las sales inorganicas de mercurio también son excretadas por la
orina y las heces, con una vida media de aproximadamente 2 meses. El mercurio
elemental y las sales de mercurio también pueden ser excretados por la saliva y el
sudor. En el caso del metilmercurio, la microflora del intestino lentamente lo
metaboliza a mercurio inorgédnico y se elimina del cuerpo un 90% en las heces y un

10% en la orina, con una vida media de 45-70 dias (Casarett y Klaassen, 2008).



I1.1.5 Efectos toxicos del mercurio

Diversos estudios in vitro e in vivo muestran evidencias en que los metales pesados,
tales como el mercurio, el aluminio, el cadmio y el niquel, entre otros, son de gran
riesgo para la salud (Jaishankar et al., 2014). Los efectos toxicos de los metales son muy
perjudiciales para el funcionamiento de los tejidos del organismo, pueden actuar como
un pseudoelemento del cuerpo e interferir con los procesos metabdlicos (Jaishankar et
al., 2014). El nivel de toxicidad del mercurio y de otros metales pesados depende de la
forma quimica, la dosis absorbida, la via de exposicion, la duracion de la exposicion y la
vulnerabilidad del organismo expuesto (PNUMA, 2002; Jaishankar et al., 2014). Esto
puede conducir a diversos trastornos y dar lugar a un dafio excesivo debido al estrés
oxidante provocado por la formacion de radicales libres o especies de reactivas oxigeno

(ROS) (Jaishankar et al., 2014).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC) ha clasificado al
mercurio y a sus componentes inorganicos en el grupo 3 “No clasificable como
cancerigeno para los seres humanos” y a los compuestos organicos del mercurio, en
particular el metilmercurio, en el grupo 2 B “posibles carcinégenos humanos” (IARC,
2016). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refiere que las sales de mercurio
inorganicas provocan efectos adversos sobre la piel, ojos y el tracto digestivo. El
mercurio elemental y el metilmercurio afectan los sistemas respiratorio, inmune,
digestivo y nervioso. Las consecuencias del mercurio sobre el sistema nervioso se
caracteriza por temblores, pérdida de la memoria, cambios en el sistema neuromuscular

y dolores de cabeza (OMS, 2017).

I1.1.6 Efectos toxicos del mercurio en el sistema reproductor femenino

Mujeres expuestas a niveles altos de mercurio presentan cambios en el ciclo menstrual y
una disminucion en la fertilidad (De Rosis et al., 1985; Sikorski et al., 1987; Rowland et
al., 1994). Para el caso de animales, se ha reportado que ratones expuestos a altas
concentraciones de mercurio presentan cambios morfologico en el cuerpo lateo (Davis
et al., 2001) asi como en su ciclo estral (Stadnicka, 1980; Davis et al., 2001). Se ha
observado también que la exposicion a mercurio presenta dafios en la funcion del ovario

afectando la calidad y la viabilidad del ovocito en ratones (Shen et al., 2000), tal como



cambios histopatologicos en el ovario de Channa punctatus (Dey y Bhattacharya,
1989). Ademas se ha evidenciado que, exposiciones de metilmercurio, causa una
disminucion de la hormona luteinizante en ratas (Oliveira et al.2006). De igual forma,
hamsteres expuestos a compuestos inorganicos de mercurio presentan alteraciones en la
ovulacion (Lamperti y Printz, 1973; Watanabe et al., 1982). Finalmente en macacos
hembra se present6 un descenso en las tasas de embarazo y un aumento en las tasas de

aborto (Mottet et al., 1985).

I1.1.7 Mecanismos de accion del mercurio

El mercurio entra a la célula a través de la membrana plasmatica por medio de la
formaciéon de un complejo metilmercurio-cisteina o con la ayuda de proteinas de
transporte de aminoacidos neutros (Hassett-Sipple et al., 1997; Crespo-Lopez et al.,
2009). Dentro de la célula, tiene la capacidad de destruir los microtibulos, causar dafio
mitocondrial, peroxidacion de lipidos, degeneraciéon y necrosis celular, asi como
incrementar los niveles de moléculas neurotdxicas como la serotonina, aspartato y
glutamato; pudiendo llegar a causar alteraciones en el potencial de la membrana y

perturbaciones en la homeostasis del calcio intracelular (Jaishankar, 2014).

El mercurio tiene la capacidad de inhibir las actividad de las proteinas por su afinidad a
los grupos -SH y en menor grado a grupos carboxilo, hidroxilo, selenohidrilo y fosforilo
(Espanol, 2001). El mercurio puede deteriorar la estructura terciaria y cuaternaria de las
proteinas, alterando asi su funcion celular (Jaishankar et al., 2014). También inhibe la
actividad de las enzimas como las catalasas plasmadticas, colinesterasa globular,
glutation-reductasa  globular, glutation-reductasa cerebral, galactoxidasa, dopa-
decarboxilasa, monoamino-oxidasa, glicero fosfatasa, succino-deshidrogenasa, di y

trifosfo-piridin-nucleétido (Ramirez, 2008).

El mercurio desencadena muchas otras consecuencias como disminucion de la
produccion energética celular y la actividad mitocondrial por inhibicion de la sintesis de
proteinas estructurales. También disminuye la actividad de las fosfatasas alcalinas en las
células tubulares proximales del rindén, en el cerebro y en los neutrofilos. Puede

perturbar los sistemas de transporte del tabulo proximal (transporte de potasio y ATPasa
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de membrana). Ademas, disminuye el transporte activo de azlicares, aminodcidos y

precursores de acidos nucleicos, lo que provoca la muerte celular (Espafiol, 2001).

El mercurio, de forma indirecta, afecta el huso mitotico al unirse a los grupos -SH de las
proteinas que constituyen a los microtubulos, la tubulina, asi como la cinesina en la
segregacion cromosomica. Al unirse a estos grupos impide la unién de trifosfato de
guanosina y, por lo tanto, bloquea la cascada bioquimica responsable del
funcionamiento celular. EI mercurio, es un agente gentoxico porque es capaz de inhibir
la polimerizacion de la tubulina y disminuir la motilidad impulsada por la cinesina a los
microtubulos, lo que provoca un aumento significativo de micronucleos (Crespo-Lopez

etal., 2009) (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion, excrecion y toxicidad de los compuestos de mercurio. (Modificado de

Jaishankar, 2014).

Mercurio Mercurio idnico/sales | Mercurio organico

elemental de mercurio (Hgi) (metilmercurio)

Distribucién | Distribuido en todo | No atraviesa la barrera | Distribuido por todo el

el cuerpo, lipdfilo, | hematoencefalica o | cuerpo, lipofilo,
atraviesa las | placentaria, presente | atraviesa facilmente la
barreras en neonatos | barrera

hematoencefalica y | cerebrales, se acumula | hematoencefilica y la
placentaria, se | en el rifion. placentaria, se acumula
acumula en el en el rifion y el cerebro

cerebro y el rifion.

Excrecion Sudor, orina, heces | Sudor, saliva, orina y | 90% excretado en bilis,
y saliva. heces. heces, 10% en orina.

Toxicidad Oxidacion a | Uniobn a tioles en | Desmetilacion a
mercurio enzimas y proteinas | mercurio  inorganico,
inorganico. estructurales. generacion de radicales

libres, union a tioles en
enzimas y proteinas

estructurales.
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Se sugiere que el mercurio afecta los mecanismos de reparacion del DNA por escision
de bases, interfiriendo en la estructura de los dedos de zinc (un 4&tomo de zinc y cuatro
cisteinas), asi como en su actividad (Crespo-Lopez et al., 2009; Nersesyan et al., 2016).
De forma indirecta, el mercurio puede inhibir a la DNA polimerasa por aumento de la
produccion de radicales libres. El estrés oxidativo (generacion de radicales libres) es
uno de los mecanismos de accidbn més comunmente propuestos para la accion
genotoxica del mercurio y de los metales pesados. Los principales tipos de radicales
libres son las ROS, como el radical superdxido, el perdxido de hidrégeno, el radical
hidroxilo, el radical alquilo, el radical peroxilo y el 6xido nitrico. El mercurio y sus
compuestos aumentan los niveles de ROS, provocando dafo genotoxico (Crespo-Lopez
et al., 2009) (Figura 2). Las ROS, en su estructura atomica, presentan un electrén
desapareado en el orbital externo, lo que les brinda una configuracién espacial
altamente inestable y reactiva. Esto ocasiona que presenten una enorme capacidad para
combinarse inespecificamente a una gran diversidad de moléculas integrantes de la
estructura celular: carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de
cada uno de ellos, lo cual conlleva a una variedad de cambios fisiologicos y
bioquimicos que ocasionan el deterioro y la muerte celular (Rodriguez-Perdon et al.,

2001; Venereo-Gutiérrez, 2002).

El mercurio puede tener una interaccion directa con las moléculas de DNA. Se ha
demostrado que las especies de mercurio se coordinan covalentemente con el atomo de
nitrogeno de las bases nitrogenadas del DNA. Las especies organicas del mercurio son
las que presentan mas afinidad hacia el DNA. Se detect6 que las especies de mercurio
interactian con las bases nitrogenadas formando los aductos de guanina-metilmercurio,

citosina-metilmercurio y citosina-etil-mercurio (Crespo-Lopez et al., 2009).
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Figura 2. Mecanismos genotoxicos del mercurio (modificado de Nersesyan et al., 2016).

I1.2 Drosophila melanogaster como modelo biologico

El objetivo de la toxicologia es identificar y caracterizar los mecanismos
de accion de los xenobidticos, los cuales inducen efectos adversos en los organismos. El
uso de modelos bioldgicos, tales como el raton (Mus musculus), el nematodo
(Caenorhabditis elegans), el pez cebra (Danio rerio) y la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) son ttiles para caracterizar e identificar los mecanismos de accion de

estas sustancias toxicas (Rand, 2010).

D. melanogaster es una especie que pertenece a la familia Drosophilidae (O'Grady y
Markow, 2009). Es un insecto cosmopolita, que posee cuatro etapas de desarrollo:
embrionario, larvario, pupa y adulto. Es denominado como un insecto holometabolo por
poseer una metamorfosis completa (Tyler, 2000). Las ventajas que posee D.
melanogaster como modelo de estudio biologico incluyen un ciclo de vida corto (10

dias a 25°C), una reproduccion rapida (se obtiene un gran numero de organismos en un
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espacio reducido), es de facil manejo y pueden llevarse a cabo experimentos in Vivo.
Ademéas, es un modelo muy conocido y trabajado en el campo de la genética desde los
principios del siglo XX principalmente por Dr. Thomas Hunt Morgan en la Universidad
de Columbia, Nueva York (Pierce, 2009; Santalla et al., 2016; Rodriguez, 2003).
Ademas, las diferentes etapas del ciclo de vida de D. melanogaster, su genoma, el
transcriptoma y el proteoma estan bien caracterizados. Debido a la gran similitud que
presentan sus genes con los de los mamiferos, se ha utilizado a esta especie de mosca
como modelo para el estudio de enfermedades cardipovasculares, neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson) y neuromotoras (Hirth, 2010), trastornos inflamatorios, diabetes
y cancer (Rudrapatna et al., 2012; Pandey y Nichols, 2011). Con el uso de D.
melanogaster como modelo se han definido muchos de los conceptos basicos de la

genética clasica, la molecular y la evolutiva (Rodriguez, 2003).

Por su facil manipulacion genética e identificacion de fenotipos, D. melanogaster, es el
modelo ideal para los ensayos toxicologicos. D. melanogaster se ha utilizado para
evaluar los efectos adversos de contaminantes ambientales como metales pesados
(mercurio, arsénico y plomo) y productos quimicos (como herbicidas, plaguicidas y
farmacos), mediante analisis de letalidad, cambios en la morfologia (por ejemplo en el
ojo o el ala) y alteraciones en el comportamiento locomotor, geotaxis, fototaxis o
quimiotaxis (Rand, 2010). D. melanogaster es un modelo muy utilizado para estudiar
los diversos efectos toxicos de los metales pesados. Los ensayos que se han llevado a
cabo estan relacionados con alteraciones en el comportamiento y el desarrollo,
disminuciéon de la supervivencia, bioacumulacion, neurogeneracion, mutagenicidad,
cambios en la fertilidad e induccidén de especies reactivas de oxigeno. La tabla en el
anexo 1 enlista evaluaciones de la toxicidad de los metales pesados que se han reportado

utilizando como modelo bioldgico a D. melanogaster.
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I1.2.1 Ciclo de vida

D. melanogaster, como se menciond anteriormente, posee un desarrollo que esta
constituido por varios estadios, la duracion de estos depende de la temperatura; a 20°C
se completa el ciclo de vida en 15 dias, mientras a 25°C se requieren 10 dias (Demerec
y Kaufmann, 2005; Solomon et al., 2008) (Figura 3). Las hembras de D. melanogaster
alcanzan mayor produccion de huevos (50 a 70 huevos por dia), entre el cuarto y
séptimo dia después de su etapa pupal (Tyler, 2000). El huevo maduro mide
aproximadamente 0.5 mm de largo, su lado dorsal es aplanado, mientras la parte ventral
es un tanto redondeada. El huevo est4 cubierto por una membrana opaca, el corion, que
tiene un patréon de marcas hexagonales. Del lado anterodorsal se proyectan dos
filamentos, los apéndices dorsales, los cuales son estructuras de sostén (Demerec y
Kaufmann, 2005) y permiten el intercambio gaseoso (Tyler, 2000). En la parte anterior
se localiza el micropilo, una pequena abertura que permite la entrada de los
espermatozoides al huevo (Demerec y Kaufmann, 2005). Por tanto, la fecundacion de
los huevos maduros es interna. Después de la fusion de los nucleos de los gametos (el
espermatozoide y el ovocito) da comienzo a la embriogénesis y el cigoto se desarrolla
hasta el estadio larvario (Solomon et al., 2008; Wolpert, 2009). La larva es un
organismo con forma de gusano que puede alcanzar una longitud de 4.5 milimetros, es
activa y sexualmente inmadura. El periodo larval consta de tres estadios y dos mudas o
recambios de la cuticula; como resultado de cada muda hay un aumento de tamafo

(Solomon et al., 2008; Demerec y Kaufmann, 2005; Tyler, 2000).

En la etapa pupal, la larva de tercer estadio se desplaza a una superficie seca para pupar
(Demerec y Kaufmann, 2005). Esta etapa es estacionaria y en las primeras fases es de
color blanco amarillento (Tyler, 2000), pero posteriormente se endurece y oscurece
(Demerec y Kaufmann, 2005). En este periodo el insecto presenta metamorfosis, casi
todos los tejidos larvarios se degeneran (Solomon et al., 2008) excepto los tibulos de
Malpigi, las gonadas y el sistema nervioso; este ultimo se reestructura. Los discos
imaginales, que son paquetes de células epiteliales que crecen por mitosis durante las
etapas larvarias y se distribuyen a lo largo de la larva, 9 pares de discos bilaterales se
diferencian en la epidermis de la cabeza, el térax y las extremidades de la mosca, de un

disco medial provienen los genitales. Por su parte, los histoblastos abdominales,
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pequetios grupos de células, forman la epidermis abdominal y los érganos internos

(Tyler, 2000; Aldaz y Escudero, 2010).

La mosca adulta sale del extremo anterior de la envoltura pupal, cuando todos los
cambios se han completado. En un inicio la mosca es alargada y las alas no se

encuentran expandidas, pero posteriormente estas se extenderan (Demerec y Kaufmann,

2005).

Figura 3. Ciclo de vida de D. melanogaster esta formado por cuatro etapas; embrionario, larvario (con
tres estadios), pupacion y adulto (Tyler, 2000) a 25°C el ciclo se a completa en 10 dias (tomada de
Lavan-Quiroz, 2012).
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I1.2.2 Sistema reproductor de D. melanogaster: ovarios

D. melanogaster posee un sistema reproductor femenino muy similar al ser humano
(Figura 4), presenta dos ovarios y dos oviductos laterales, conectados a un conducto
comun, el utero (Miller, 1950 citado en Swevers et al., 2005). El ovario esta compuesto
por 16-20 unidades llamadas ovariolas, las cuales estin compuestas de cémaras
progresivas en desarrollo (Math¢, 2004) (Figura 5). En la parte més distal de la ovariola,
con relacion al utero, se encuentra el germario que se divide en tres regiones. En la
region 1 contiene células germinales, algunas de estas células estdn en mitosis y en
diferenciacion; en la region 2 A-B se encuentra un conjunto de 16 células germinales
conectadas entre si, el quiste, que sera rodeado por células foliculares para formar una
camara de huevo en la region 3 (Robinson et al., 1994 citado en Swevers, et al., 2005).
Después del germanio se encuentra el vitelario en donde seguird desarrollandose la
camara de huevo hasta ser un huevo maduro. El sistema reproductor femenino de la
mosca D. melanogaster también posee estructuras accesorias: un receptaculo seminal,

dos glandulas accesorias y dos espermatecas (Mathé, 2004).

/ Germario
/
/
Svar = Camara de
varo —\\ huevo
\
\
\ \
A\ \ " .
\ _-3>— Vitelario
\\ RS
RS
Huevo maduro
Conducto .
PRS- Oviducto lateral
k Receptaculo seminal
Utero | ! Espermatecas

Glandulas accesorias

Figura 4. Sistema reproductor de D. melanogaster (modificado de Swevers et al., 2005).
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Figura 5. Ovariola y sus componentes (modificada de Olovnikov y Kalmykova, 2013).

I1.2.3 Ovogénesis

La ovogénesis en D. melanogaster esta dividida con base a criterios morfologicos en 14

etapas (Bastock y Johnston, 2008).

Etapa 1

Formacion de la camara

En el extremo anterior de la ovariola se encuentra el germario, una estructura que
contiene las células madre somaticas y de linea germinal. En la parte anterior del
germario, cerca del filamento terminal, se hallan entre dos a tres células germinales
unidas por medio de uniones adherentes a las células cap, células somadticas que se
encargan en el mantenimiento y division de las células germinales. Las células cap
producen el ligando BMP (Bone Morphogenetic Protein), el cual activa los receptores
de las células de linea germinal, esto causa la supresion de la transcripcion del gen Bag
of marbles (bam). Las células germinal hijas que no tienen contacto con las células cap
y no reciben esta sefial, producen la proteina Bam, lo que provoca su diferenciacion en
cistoblastos. El cistoblasto se divide mitdticamente cuatro veces para dar lugar a un
grupo de 16 células, cistoquistes, conectadas por medio de canales con anillo de actina,
resultado de una citocinesis incompleta (Bastock y Johnston, 2008). A este grupo

germinal se le denomina quiste (Wolpert, 2009).

Cuando los cistoblastos se dividen, dentro de estos, se forma una estructura ramificada

rica en espectrina, llamada fusoma, la cual se desarrolla asimétricamente. Esta
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estructura crece desde el huso de una de las primeras células de la primera division y
atraviesa los canales anulares de las células (Gilbert, 2005). El fusoma controla la
orientacion de las divisiones, provocando que el quiste contenga 8 células con un solo
anillo, 4 células con dos anillos, 2 células con tres anillos y 2 células con 4 anillos
(Bastock y Johnston, 2008). La célula del quiste que contenga la mayor cantidad del
fusoma se diferenciara en ovocito e iniciara la primera division meidtica (Gilbert, 2005).
El primer arresto del ovocito se presenta en diploteno de la profase I en la region 2A en
el germario hasta la etapa 5 del desarrollo de las cadmaras ovdricas, ante esto sus
cromosomas se condensan en un pequefio cariosoma. (Gilbert, 2005; Von-Stetina y Orr-
Weaver, 2011). En la etapa 13 se vuelve a reanudar la meiosis y progresa a metafase I.
En la etapa 14 se presenta un segundo arresto, los cromosomas se agrupan en una
estructura de DNA “forma de limon” (Von-Stetina y Orr-Weaver, 2011). El embrion se
mantiene asi hasta ser activado de nuevo. A diferencia de los mamiferos, donde la
activacion depende de la fertilizacion de huevo, en la mosca la activacion del ovocito es
una consecuencia de las presiones mecanicas que sufre el gameto durante su paso por el
oviducto (Mahowald et al., 1983). El resto de las células se convertiran en células
nodrizas con capacidad endoreplicadora (es decir, con mitosis incompletas). Este tipo de
células presentan un metabolismo muy activo con el objetivo de sintetizar tanto RNAs
(4cidos ribonucleicos) ribosomicos y mensajeros, como proteinas que se transportaran
hacia el futuro ovocito. Como consecuencia de la endoreplicacion se forman células con
nucleos gigantes, con 512 cromosomas (Gilbert, 2005; Spradling, 1993 citado en
Cuevas, 20006). Por otro lado, las cé€lulas de linea somatica o células foliculares, forman
una capa alrededor del quiste que permite el desarrollo de la camara ovarica (Wolpert,

2009) y la salida del germario, para terminar la etapa 1.

Etapas 2-7

Después de que sale la camara ovarica del germario, comienza a aumentar de volumen
antes de que inicie la vitelogénesis (acumulacion de vitelo en el ovocito) en la etapa 8§,
el citoplasma aumenta considerablemente tanto en el ovocito como en las células
nodrizas (Spradling, 1993 citado en Cuevas, 2006). Por otro lado, la camara ovarica
antes de salir del germanio se cubre de 80 células foliculares, las cuales seguiran
dividiéndose para conservar una monocapa debido a que el quiste aumenta de tamafio.

En la etapa 7 las células foliculares dejan de dividirse, siendo un total de 1000 células
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que rodean el quiste para llevar a cabo tres endociclos (Spradling, 1993 citado en
Cuevas, 2006; Drummond-Barbosa y Spradling, 2001) que son inducidos por la via de
sefializacion Notch-Delta (Deng et al., 2001).

Polarizacion del ovocito

Las células foliculares tienen un papel importante en el establecimiento del patron de
los ejes del ovocito. Al inicio de la ovogénesis, el ovocito se encuentra en una posicion
central, rodeado de las células nodrizas. Poco tiempo después, el ovocito se mueve a la
parte posterior de la camara y gracias a la expresion de la E-cadherina tiene contacto
directo con las células foliculares. La polarizacion de la cadmara ovarica, inicia desde

que esta sale del germario (Wolpert, 2009).

Una vez el ovocito en contacto con las células foliculares, la proteina Gruken se
encargard de continuar con la polarizacion anteroposterior. El mRNA de Gurken es
traducido en la parte posterior del ovocito en etapas tempranas del desarrollo. La
proteina Gurken es secretada a través de la membrana del ovocito para estimular a los
receptores torpedo de tipo tirosina-cinasa de las células foliculares. La sefializacion de
Gurken da como resultado que las células foliculares emitan una sefal que inducira la
re-polarizacion de los microtibulos del citoesqueleto del ovocito. Lo anterior permitira
que los mRNA de bicoid y oscar secretados por las células nodrizas se acumulen en el

ovocito (Wolpert, 2009).

Etapa 8-14
En estas etapas se lleva a cabo la vitelogénesis y la formacion del corion, concluyendo

asi la ovogénesis.

Vitelogénesis

La ovogénesis es altamente regulada y ejemplo de este proceso se puede ver durante la
etapa 8, donde se encuentra un punto de control metabolico que da paso a las siguientes
etapas del desarrollo de la camara ovérica o provoca su destruccion por medio de
apoptosis. Esto dependera si la camara ovdrica presenta alteraciones morfologicas o si

existen malas condiciones ambientales para las hembras como la falta de alimento
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(Drummond-Barbosa y Spradling, 2001; Jenkins et al., 2013; Mazzalupo y Cooley,
2006). Si las camaras ovaricas se encuentran sanas y en condiciones ambientales
favorables daran inicio a la vitelogénesis. La entrada del vitelo al ovocito comienza a
finales de la etapa 8 y en la etapa 10A este ocupa la mitad del volumen de la cadmara
ovarica (Hudson y Cooley, 2014). Posteriormente, en la etapa 10B, las células nodrizas
se preparan para llevar a cabo la transferencia de su citoplasma al ovocito en presencia
de prostaglandinas, y en la etapa 11 producen filamentos de actina unipolares que
serviran como red para evitar que los nucleos de las células nodrizas bloqueen los
canales de actina o pasen al ovocito (Tootle y Spradling, 2008; Huelsmann et al., 2013).
Después de transferir su citoplasma al ovocito las células nodrizas mueren por apoptosis

(Jenkins et al., 2013).

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 caAmara ovarica a la parte
anterior del ovocito (Gonzalez-Reyes y Johnston, 1998) mediante la activacion de la via
JAK/STAT (Beccari et al., 2002; Silver et al., 2005), y son guiadas por el factor de
crecimiento PVR producido por el ovocito (Duchek et al, 2001). En la etapa 10, las
células del borde se encontraran en la parte anterior del ovocito (Silver et al., 2005),
mientras las células que se localizan en las partes dorsal y ventral de la camara inician a
migrar de forma centripeta para cubrir al ovocito y separarlo de las células nodrizas en
la etapa 11 (Hudson y Cooley, 2014). Las células del borde, posteriormente, forman el
micropilo, el cual permite la entrada de los espermatozoides para la fecundacion del
ovocito (Silver et al., 2005) y un grupo de 65 a 80 células foliculares de la parte anterior

de la camara ovarica forman los apéndices dorsales (Peters et al., 2013).

Coriongénesis

La coriongénesis es la formacion de la capa que cubre y da proteccion al ovocito
maduro, a la cual se le conoce como corion. Las células foliculares, en la etapa 9,
producen proteinas de la membrana vitelina hasta la etapa 11 donde comienzan a
sintetizar y segregar proteinas de corion, por amplificacion sincronica de dos grupos de
genes de corion, la cual es mediada por la sefal Notch y la activacion del receptor de
ecdisona (Sun et al., 2008) ¢ inicia en la etapa 9 y alcanza su maximo nivel de expresion

en la etapa 13 (Orr-Weaver y Spradling, 1986; Orr-Weaver, 1991; Calvi et al., 1998).
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La proteina de corion deja de sintetizarse hacia la etapa 14 (Orr-Weaver, 1991), cuando
el huevo esta completo y listo para ser ovipositado por la hembra (Drummond-Barbosa

y Spradling, 2001).

I1.3 Biomarcadores

Se define como biomarcador a la variacion medible, ya sea bioquimica, molecular,
celular o estructural, que pueda presentar un organismo al estar expuesto a un agente
toxico de naturaleza quimica, fisica o bioldgica. Estas variaciones pueden evidenciar la
posibilidad de efectos adversos (Toro-Restrepo, 2011; Arango y Sandra, 2012). Para su
evaluacion se debe tener en consideracion: la dosis, la via de contacto, la duracién y la
frecuencia de exposicion al agente (Arango y Sandra, 2012). Los biomarcadores se
emplean en estudios tanto in vitro como in vivo (Martinez-Valenzuela y Gémez-Arroyo,

2007) y se clasifican en tres clases:

De exposicion. Evaltian en el organismo sustancias exdgenas, metabolitos o productos
generados de una interaccion entre una célula o molécula blanco y un agente
xenobiotico. Permite cuantificar un xenobidtico en el organismo. Ejemplos de estos
marcadores son: aberraciones cromosdémicas, micronucleos, intercambio de cromatidas

hermanas y el ensayo cometa, entre otros.

De efecto. Detectan alguna alteracion fisioldgica, bioquimica o de otro tipo que sea
posible medir como un trastorno en el organismo asociado a una enfermedad.
Marcadores biologicos de este tipo son: alteraciones en algunas actividades enzimaticas,
aparicion de aductos del DNA o incrementos localizados de RNA, aumento de

determinadas proteinas y aparicion de anticuerpos especificos contra un xenobidtico.

De susceptibilidad. Un indicador de una limitacion adquirida o heredada de la capacidad
de un organismo para responder a la exposicion de una sustancia toxica. Estos
biomarcadores son factores genéticos: el polimorfismo genético, reparacion del DNA y
actividades enzimadticas o excrecion de metabolitos (FAO/OMS, 2004; Jiménez y Kuhn,

2009; Martinez-Valenzuela y Gémez-Arroyo; 2007).
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Las técnicas para la evaluacion de diferentes biomarcadores son variadas pudiendo
encontrar técnicas microbiologicas, citogenéticas y electroforéticas, entre otras. Dentro
de las electroforéticas se encuentra el ensayo cometa, el cual se describird a

continuacion.

I1.3.1 Ensayo cometa

Piter Cook y colaboradores en 1970 desarrollaron un método para investigar la
estructura nuclear basada en la lisis de las células con detergentes no ionicos y cloruro
de sodio a alta molaridad. Posteriormente Rydberg y Johanson introdujeron el uso de la
electroforesis (Rodriguez-Rey, 2016). En 1984, Ostling y Johanson establecieron el
concepto de electroforesis de microgel como un método para medir el dafio del DNA en
células individuales. Ellos suspendieron células de mamifero en un delgado gel de
agarosa en un portaobjetos para ser lisadas a altas concentraciones de detergentes y
sales. Posteriormente las sometieron a una electroforesis en condiciones neutras y las
tifieron con un colorante fluorescente de union a DNA. En la electroforesis los
fragmentos de DNA migran hacia el anodo, lo que hace que se formen los cometas.
Singh y colegas en 1988 adataron el procedimiento en condiciones alcalinas, en este las
células eran sometidas a una lisis y electroforesis con pH alto (Cotelle y Ferard, 1999;
Collins, 2004; Olive y Banath, 2006). La version alcalina (pH > 13) es capaz de detectar
sitios labiles alcalis, rupturas de cadena simple de DNA asociadas o no con sitios de
reparacion por escision incompletos (Tice et al., 2000). En 1900 Olive realizo otra
version, la cual detecta los sitios labiles alcalis convertidos en roturas de cadena simple.
La diferencia de ambas técnicas son sus valores de pH en la electroforesis, en la técnica
de Singh se emplea un pH > 13, mientras la técnica de Olive se usa un pH de 8,3.
Ambas técnicas se detectan rupturas simples y dobles de cadena de DNA, sin embargo,
la de Singh detecta sitios alcalinos labiles, por ello es el ensayo mas usado (Rodriguez-

Rey, 2016).

El ensayo cometa alcalina de células individuales es una técnica rapida, simple, visual y
sensible que se utiliza para evaluar la genotoxicidad de xenobioticos cuantificando y
analizando el dafio al DNA, particularmente las rupturas de cadena sencilla, doble o en
sitios alcali labiles de células individuales (Martinez-Valenzuela y Goémez-Arroyo,

2007; Di Giorgio et al., 2001). En esta técnica, las células se sumergen en gel de
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agarosa sobre un portaobjetos, se les realiza una lisis alcalina, lo que elimina la
membrana celular, el citoplasma y el nucleoplasma, incluyendo nucleosomas.
Posteriormente, se someten a una electroforesis, donde el DNA dafiado migra hacia el
anodo produciendo una estructura similar a un cometa. La longitud, la intensidad y el
momento de la cauda reflejan el dafio del DNA (Di Giorgio et al., 2001; Gunasekarana
et al., 2015). Las ventajas que tiene esta técnica son: 1) la recoleccion de datos a nivel
celular individual que permite llevar a cabo diferentes tipos de analisis estadisticos; 2)
para realizar el ensayo es necesario un pequeio nimero de células o tejido (<10,000); 3)
el ensayo no requiere células en division celular; y 4) se aplica para cualquier célula

eucarionte (Dhawan et al., 2003).

Las limitaciones de este ensayo son: 1) la distribucion de la muestra de las células puede
que no sea heterogenea y al registrarse el resultado puede estar sesgado; 2) la muestra
debe ser de células viables, si esta contiene mayormente células necroticas o apoptoticas
no se puede obtener la informacion clara del dafio del DNA ocasionado por el agente
toxico; 3) los métodos mecéanicos para desagregar el tejido pueden ocasionar falsos
positivos en el dafio de DNA; 4) no proporciona informacion sobre el tamano del
fragmento de DNA debido que los fragmentos no se separan durante el corto periodo de
electroforesis; y 5) durante la electroforesis, las horquillas de replicacion de las células
que se replican constantemente se comportan como roturas de una sola cadena de modo
que el DNA migra (Olive y Banath, 2006). El ensayo cometa ha sido utilizado para la
biomonitorizacion, evaluacion del dafio inducidos al DNA por diferentes agentes

genotoxicos y la reparacion del DNA (Gunasekarana y Chand, 2015).
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II1. JUSTIFICACION

Desde el inicio de la era industrial, los niveles de mercurio han aumentado
considerablemente en el medio ambiente. Este agente toxico se encuentra practicamente
en todos los ambientes del mundo, y por consiguiente también en nuestros alimentos
(principalmente en el pescado) a niveles que afectan adversamente a los diferentes
organismos (PNUMA, 2002). Por ejemplo, en poblaciones humanas expuestas a
mercurio se ha reportado dafio en el genoma de las células del sistema sanguineo (Calao
y Marrugo, 2015). Desde hace tres décadas el mercurio ha causado preocupacion en la
mayoria de los paises desarrollados, debido a que es una sustancia con alta capacidad de
transportarse en la atmdsfera, por su volatilidad y larga vida de seis meses a dos afios;
por su bioacumulacion en cadenas alimentarias acudticas y transformarse en compuestos
mas téxicos, como metilmercurio. Esta preocupacion ha tenido como respuesta
estrategias que comprenden investigaciones cientificas, desarrollo de marcos legales,
programas de reduccion de las emisiones de Hg, iniciativas de recoleccion y reciclaje de
productos con contenido de mercurio. Aun con estas medidas el mercurio continta
teniendo una importante oferta en el mercado mundial y el metal tiende a venderse en
paises en desarrollo donde se utiliza en la extraccion artesanal de oro o en usos no
esenciales (Castro, 2011). México ha sido productor de mercurio desde 1891 y lo utiliza
para la produccion de cloro, fabricacion de ldmparas, amalgamas e instrumentos, pero
no ha definido el marco normativo especifico para su manejo (Ramirez et al., 2004) lo
cual representa un riesgo potencial para la salud humana y animal. Diversos estudios
han relacionado la exposicion a los metales con el dafio en el DNA y el desarrollo de
enfermedades. Se conoce que el mercurio y sus compuestos son sustancias sumamente
toxicas y sus efectos deben ser estudiados detenidamente (PNUMA, 2002). Se ha
observado en estudios que los efectos del mercurio a altas concentraciones en el sistema
reproductor de los animales ocasiona efectos negativos; abortos espontaneos,
infertilidad, desorden en el ciclo menstrual, inhibicion de la ovulaciéon vy
malformaciones congénitas (Schuurs, 1999). Para el HgCl, se han reportado cambios en
el ciclo estral, alteraciones hormonales y cambios histoldgicos (Lamperti y Printz, 1973;
Stadnicka 1980). Por lo tanto, es necesario llevar a cabo estudios in vivo de
genotoxicidad y morfologicos del HgCl, en sistemas reproductores mediante el uso de
modelos bioldgicos para poder elucidar algunos mecanismos moleculares implicados en

las alteraciones de la fertilidad.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general

Analizar el efecto genotoxico y morfoldgico en ovarios de D. melanogaster expuestos a

ch12

IV.2 Objetivos particulares

-Evaluar y comparar el dafio del DNA mediante el ensayo cometa de las células del
ovario de D. melanogaster expuestas a HgCl, a las concentraciones 0.1, 0.3, 3 y 30 mM

de HgCl, por 24, 48 y 72 h con relacion al grupo testigo.

-Medir y contrastar el area de los ovarios expuesto a las concentraciones HgCl, 0.3, 3 y

30 mM por 24, 48 y 72 h con relacion al grupo testigo.

V. HIPOTESIS

Se ha evidenciado que el mercurio es un agente genotoxico con la capacidad de afectar
el sistema reproductor de varios organismos. Por lo tanto, se espera que el mercurio sera
capaz de tener un efecto genotoxico y morfologico en los ovarios de D. melanogaster

asi como en las células ovaricas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

V1.1 Cultivo de moscas

Las moscas de fruta (D. melanogaster) silvestres CANTON, fueron donadas por el Dr.
Kevin Legent, del Instituto Jacques Monod en Paris, Francia. Estas se mantuvieron a 25
°C en botellas con alimento preparado (medio de cultivo), con los ingredientes que se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Cantidades de los componentes para preparar 370 ml de medio de cultivo para

el mantenimiento en cautiverio de D. melanogaster.

Componentes del medio del cultivo Gramos para 370 ml
Agar 3 gr.
Sacarosa 25 gr.
Harina de trigo 16 gr.
Levadura 11.5 gr.
Tegosept 2 ml
Acido propanoico 2 ml

VI.2 Producto quimico de prueba

El mercurio usado para los experimentos fue en su forma de HgCl, en una solucién
saturada, comprado en REACTIVOS QUIMICA MEYER (Ciudad de México). El

HgCl, es un liquido claro y libre de materia suspendida > 6.5% p/v.
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V1.3 Exposicion a mercurio

Grupos de hembras virgenes de D. melanogaster fueron alimentadas con una mezcla de
levadura y HgCl, a diferentes concentraciones y tiempos como se muestra en la Tabla 5.

Como testigo las moscas se expusieron a agua desionizada.

Tabla 5 Tratamientos y tiempos de los grupos de D. melanogaster.

Analisis Tratamientos N° de individuos Tiempo de
(HgCl) por tratamiento exposicion
Genotoxico* 0.1mM, 0.3mM, 8 Hembras 24,48 y72h
3mMy30 mM
Morfologico 0.3 mM, 3 mM, 5 hembras 24,48y 72 h
30 mM

*Se llevaron a cabo tres repeticiones independientes.

V1.4 Obtencion de muestra

Para la obtencion de los ovarios de cada tratamiento y tiempo de exposicion, las moscas
fueron sumergidas en buffer fosfato salino (PBS) para ser diseccionadas como se
muestra en la Figura 6. La mosca es sujetada con una pinza por el térax o por la parte anterior
del abdomen y con otras pinzas se pellizca suavemente la parte media del abdomen para hacer
una pequeia abertura, posteriormente se toma la parte posterior del abdomen y se jala
lentamente para liberar los intestinos y los ovarios. Con ambas pinzas se limpian
cuidadosamente los ovarios para quitar los demas tejidos (Manning y Starz-Gaiano, 2015).
Para el analisis genotoxico, por cada tratamiento se obtuvo un total de 16 ovarios, los
cuales se colocaron en tubos con 40 ul de PBS, posteriormente, con 15 pipeteos se
liberaron las células. Para el andlisis morfologico se obtuvo un total de 10 ovarios por

tratamiento, se mantuvieron en PBS para evitar la degradacion del tejido.




Figura 6. Diseccion para la obtencion de ovario (modificada de Manning y Starz-Gaiano,

2015).

V1.5 Medicion de los ovarios

Se midio el largo y ancho de 10 ovarios de cada tratamiento: 0, 0.3, 3 y 30 mM de
HgCl,. Se obtuvieron las areas de cada ovario para calcular la media =+ el error estandar
de la media (SEM) de cada tratamiento. Asi mismo, los datos se analizaron con las
pruebas de ANOVA y de comparacion multiple de Newman-Keuls con el software
GraphPad Prism 5, para identificar las diferencias significativas (P<0.05) al comparar
los valores promedio (medias) de las areas de los grupos de moscas expuestos y no

expuestos al cloruro de mercurio.

V1.6 Ensayo cometa alcalino

Preparacion de geles con tejido ovarico de D. melanogaster

Para la preparacion de los geles se realizé una mezcla de 16 ovarios suspendidos en 40
ul de PBS (con o sin tratamiento) en 200 pl de agarosa de punto de fusion bajo (LMPA)
al 0.5%, se mezclo hasta homogeneizar y se colocaron 100 pL en un portaobjetos
esmerilado con una monocapa de agarosa regular al 1%, se realizaron dos laminillas por
tratamiento. Se dejaron solidificar a 4 °C por 3 min, posteriormente fueron sumergidos
en una solucién de lisis alcalina (NaCl 2.5M, EDTA 100mM Yy trizma base 10mM, pH

10) por 1 h para lisar las membranas celulares.
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Electroforesis unicelular alcalina

Las laminillas fueron retiradas de la solucion de lisis alcalina para ser colocadas en una
camara de electroforesis con amortiguador de electroforesis (NaOH 300mM y EDTA 1
mM, pH 13) por 20 min para permitir que el DNA se desenrolle. Después se realizo la
electroforesis aplicando una corriente de 300 mA y un voltaje de 25v durante 20 min.

Este procedimiento se llevo a cabo en completa oscuridad.

Neutralizacion y fijacion

Fueron retirados los geles de la camara de electroforesis para realizar 3 lavados de 5
min cada uno con amortiguador neutralizante (trizma 0.4 M, pH 7.5). Posteriormente, se

sumergieron en metanol al 100% durante 3 min y se dejaron secar.

Tincién de laminillas

Las laminillas se tifieron con 70 pl de GelRed (4 pg/ul) para ser observadas en un
microscopio de fluorescencia (Nokia® Eclipse Ni-U) con el objetivo 40X. Se contaron
75 cometas por laminillas (150 cometas por concentracidon) y se registrd la longitud,
momento e intensidad de la cauda de cada cometa con el Sofware Comet Assay IV. La
longitud de la cauda es un parametro utilizado para analizar el dafio del DNA mediante
la distancia de migracion (Fairbairn y O’Neill, 1995), la intensidad de la cauda
(porcentaje de DNA en la cauda) es el parametro que se relaciona con el nimero de
rupturas del DNA (Collins, 2004) y el momento constituye el producto del porcentaje de
DNA total en la cauda y la distancia entre los centros de la masa de la cabeza y la cauda
[El momento de la cauda=(media de la cabeza y media de la cauda) x % de DNA en la
cola] (Mozaffarieh et al., 2008). En la Figura 7 y 8 se muestra un ntcleo sin y con

cometa respectivamente.
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Figura 7. Nucleo sin fragmentacion en el DNA (sin cometa) de células ovaricas.

Figura 8. Nucleo con fragmentacion en el DNA (con cometa) de células ovaricas.

Analisis estadistico

Se unieron todos los datos de las tres repeticiones independientes por tratamiento para
llevar a cabo un solo analisis. Para cada grupo experimental, con el software GraphPad
Prism 5, se reportaron los datos de los tres parametros genotoxicos de los ovarios como
la media * el error estandar de la media (SEM) obtenido. Asi mismo, se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) y la prueba post-hoc de comparacion multiple de
Newman-Keuls para identificar diferencias significativas (P<0.05) al comparar los
valores promedio (medias) de los diferentes parametros de los grupos de moscas
expuestos y no expuestos al cloruro de mercurio. Se realizd una regresion lineal para

establecer la relacion de concentracion-efecto para los tres parametros genotdxicos.
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VII. RESULTADOS

VII.1 Morfologia de ovarios de D. melanogaster expuestos a HgCl,

En la Tabla 6 se muestran los resultados de las medidas del area de los ovarios de D.
melanogaster después de ser expuestos a las concentraciones de 0.3, 3 y 30 mM de
HgCl, por 24, 48 y 72 h. Después de 24 y 72 h de exposicion a la concentracion de 3
mM de HgCl,, los ovarios de D. melanogaster mostraron reduccion del area, pero no
hubo cambios a las 48 h de exposicion al mercurio comparados con el area de los
ovarios del grupo testigo. Los ovarios de D. melanogaster después de 24 y 48 h de
exposicion a 30 mM de HgCl, no se obtuvo reduccidon signifitiva en el area en
comparacion con los del grupo testigo. Sin embargo, después de 72 h de exposicioén a
esta concentracion de HgCl,, se disminuyd de forma significativa el area de los ovarios
comparados con el grupo testigo. Los ovarios de D. melanogaster expuestos a la
concentracion de 0.3 mM en los tres tiempos no mostraron alteraciones del area

comparados con el area de los ovarios del grupo testigo (Tabla 6; Figura 9 y 10).

Testigo

Figura 9. Morfologia de los ovarios de D. melanogaster después de 72 horas de

exposicion a diferentes concentraciones HgCl,.
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Tabla 6. Medias del area de los ovarios de D. melanogaster, después de 24, 48 y 72

horas de exposicion a HgCl,.

Cloruro de 24 horas 48 horas 72 horas
mercurio Media+ SEM Media+ SEM Media+ SEM
Testigo 62.025+£3.91 63.48+3.29 66.1+4.22
0.3 mM 62.85+3.28 71.23+4.4 69.53+4.99
3 mM 42 .5+3.06%** 57.23+3.06 53.75+£2.36%
30 mM 48.55+ 6.09 58.28+3.31 414£3.33%%*

* Diferencia significativa obtenida entre los grupos experimentales y el testigo basado en el analisis
de la varianza, por lo que se aplico la prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls.

El valor de P fue de P < 0.05.
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Figura 10. Medias de las areas de los ovarios de D. melanogaster expuestos a 0.3, 3 y
30 mM HgCl, por 24, 48 y 72 horas.

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de
significancia.
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VII.2 Genotoxicidad en los ovarios de D. melanogaster expuestos a
HgClz

En la Tabla 7 se muestran las medias de los parametros genotdxicos analizados
mediante el ensayo cometa alcalino en las células del ovario de D. melanogaster a las
24,48 y 72 h de exposicidon con concentraciones de 0.1mM, 0.3mM, 3 mM y 30 mM de
HgCl, (Figura 11- 20). Los resultados obtenidos evidencian que a 24 h a las
concentraciones de 0.1 y 0.3 mM de HgCl, no incrementaron los valores de los tres
parametros genotoxicos: intensidad de la cauda (IC), momento de la cauda (MC) y
longitud de la cauda (LC) comparados con el grupo testigo, excepto que la IC aumenta
significativamente a 0.1 mM. Los ovarios expuestos a 0.1 mM por 48 h, presentaron un
aumento significativo en la LC e IC comparados con los valores del grupo testigo. Para
0.3 mM a 48 h solo hubo aumento en el pardmetro IC. Después de 72 h de exposicion a
0.1 mM se vio tnicamente el aumento en el parametro de LC a comparacion de 0.3 mM
donde se observa un incremento en todos los pardmetros con relacion el grupo testigo.
La concentracion de 3 mM de HgCl, después de 24, 48 y 72 h de exposicion indujo un
aumento significativo en IC, MC, LC en las células ovaricas comparadas con el testigo,
con excepcion de 48 h en LC. En los ovarios que fueron expuestos a concentraciones de
30 mM durante 24 h solamente se incremento significativamente la LC, sin embargo, a
48 y 72 h aumentaron significativamente los tres parametros genotoxicos comparados

con los valores del testigo.

El andlisis de regresion lineal, referente a los promedios de los tres parametros
genotoxicos en los nucleos de ovario de D. melanogaster después de la exposicion a las
diferentes concentraciones de HgCl, durante 24, 48 y 72 h evidencia que solo a 24 h de
exposicion existe una correlacion positiva en el parametro LC, a diferencia de las 48 h
de exposicion donde se obtuvo una respuesta de concentracion-dafio en todos los
parametros genotoxicos (LC, IC, MC). Por otro lado, después de 72 h de exposicidon no
se observaron correlaciones en ningin parametro genotdxico, es decir, no hubo una

respuesta de concentracién-dano (Figura 11- 19).
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Tabla 7. Media (X) y error estandar (SEM) de los tres parametros genotoxicos de los

ovarios de D. melanogaster, después de 24, 48 y 72 horas de exposicion a HgCl,.

Cloruro de Longitud de la Intensidad de la Momento de la
mercurio cauda (LC) (um) cauda cauda (MC)
(IC) (%)
Medias + SEM Medias + SEM Medias + SEM
24 horas
Testigo 110.75+2.25 21.86+0.87 6.31+0.5
0.1 mM 110.81+1.89 29.23+]*** 7.40+0.43
0.3 mM 109.23+1.77 24.80+0.86 7.2910.44
3mM 117.65+1.7* 28.80+0.95%** 8.36+0.48*
30 mM 121.4342.1*** 23.81+0.92 7.091+0.57
48 horas
Testigo 118.1+2.23 18.25+0.75 5.9+0.4
0.1 mM 110.14+1.97* 21.11+0.86* 7.13+0.47
0.3 mM 116.66%2.22 22.9+0.9** 7.70+0.5
3mM 115.21+1.88 29.31+1.12%** 10.2040.58***
30 mM 129.52+2.26%** 36.05+1.18%** 16.1940.78***
72 horas
Testigo 78.75+1.7 25.20+0.87 4.84+0.32
0.1 mM 84.35+1.93* 23.81+0.96 5.51+0.44
0.3 mM 88.07+1.9%** 29.05+1.04** 7.91+0.54%**
3mM 111.92+1.61%** 33.99+1.05%** 10.7610.66***
30 mM 96.79+1.91%** 30.65+0.99*** 8.110.57***

* Diferencia significativa obtenida entre los grupos experimentales y el testigo basado en el analisis

de la varianza, por lo que se aplicé la prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls.

El valor de P fue de P < 0.05.
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Figura 11. Medias de longitud de cauda en células de ovario de D. melanogaster después 24 h

de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de

significancia.
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Figura 12. Medias de intensidad de cauda en células de ovario de D. melanogaster después de

24 h de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de

significancia.
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Figura 13. Medias de momento de cauda en células de ovario de D. melanogaster después de 24

h de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de

significancia.
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Figura 14. Medias de la longitud de cauda en células de ovario de D. melanogaster después de

48 h de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de

significancia.
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Figura 15. Medias de la intensidad de cauda en células de ovario de D. melanogaster después de
48 h de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de
significancia.
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Figural6. Medias de momento de cauda en células de ovario de D. melanogaster después de 48
h de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de
significancia.
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Figura 17. Medias de longitud de cauda en células de ovario de D. melanogaster después de 72
h de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de
significancia.
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Figura 18. Medias de intensidad de cauda en células de ovario de D. melanogaster después de
72 h de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de
significancia.
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Figura 19. Medias de momento de cauda en células de ovario de D. melanogaster después de 78
h de exposicion a HgCl, (A) y su regresion lineal (B).
Las barras representan las medias =+ SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de

significancia.
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HgClz

Figura 20. Medias de LC, IC y MC en células de ovario de D. melanogaster después de 24, 48 y

72 h de exposicion a HgCl,.

Las barras representan las medias + SEM de cada tratamiento. Los ** indican el nivel de

significancia.
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VIII. DISCUSION

Desde el siglo pasado ha aumentado la presencia de los metales pesados en el ambiente
debido a las actividades humanas, tales como la metalurgia y la quema de combustibles
fosiles. Esto ha ocasionado efectos nocivos para el ambiente y la salud a causa de los
altos niveles de bioacumulacion y toxicidad de los metales (Carmona, 2009). El
mercurio es uno de los metales pesados con amplia variedad de estados fisicos y
quimicos, cada uno con diferente nivel de toxicidad. La biotransformacion del mercurio
es un factor de riesgo ambiental que permite la entrada y acumulacion en las cadenas
troficas, causando problemas de salud en los organismos (Silva-Pereira et al., 2005). El
mercurio es toxico principalmente para el sistema nervioso y el inmunitario, pero
también afecta al aparato digestivo, a la piel, a los pulmones, a los rifiones, a la tiroides
y a los ojos (OMS, 2017; PNUMA, 2002). Se ha evidenciado en estudios con animales
de laboratorio expuestos a elevadas concentraciones de mercurio efectos negativos en el
sistema reproductor; abortos espontaneos e infertilidad y, en los humanos, esta
implicado con desoérdenes en el ciclo menstrual, inhibicion de la ovulacion y
malformaciones congénitas (; De Rosis et al., 1985; Sikorski et al., 1987; Rowland et
al., 1994; Schuurs, 1999). Sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales
ejerce su toxicidad no se conocen completamente. En este contexto, estudios
genotoxicos y morfologicos usando D. melanogaster permitiran obtener mas
informacion sobre los eventos genéticos y moleculares que provoca el mercurio en

organismos modelo.

El dafio al DNA inducido por agentes genotdxicos en poblaciones ocupacionalmente
expuestas a contaminantes, en lineas celulares y en modelos animales es medible
mediante el ensayo cometa alcalino; técnica rapida, sensible y muy sencilla. Este ensayo
genético se ha convertido en una herramienta bésica para estudiar el potencial
genotoxico de agentes quimicos o ambientales y permite identificar agentes mutdgenos
y carcinogenos (Tice et al.,, 2000; Vindas et al., 2004; Olive y Banath, 2006;
Nandhakumar et al., 2011).
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Los resultados genotoxicos obtenidos a partir del analisis de las células ovaricas después
de ser expuestos a 0.1, 0.3 y 30 mM de HgCl, por 24 h en la mayoria de los casos no
produjeron dafio significante en el DNA, excepto 3 mM que presento aumento
significativo en los tres parametros genotoxicos; LC, IC y MC, a 0.1 mM y 30 mM se
presento un incremento en IC y LC respectivamente, comparados con el grupo testigo.

A 48 h las concentraciones de 0.1, 3 y 30 mM, asi como 0.3, 3 y 30 mM de HgCl, por
72 h causaron un aumento significativo en el dafio al genoma de las células ovaricas con
relacion al grupo testigo. Quizas, el HgCl, caus6 un incremento de estrés oxidativo con
la generacion de ROS, las cuales fragmentaron el genoma o interfirieron con los
mecanismos de reparacion del DNA. También el mercurio afecta directamente los
mecanismos de recombinacion y de reparacion por escision de base, al unirse en los
grupos sulthidrilo de las cisteinas de los dedos de zinc, altera el funcionamiento de estos
al afectar su estructura y, por lo tanto, su actividad (Crespo-Lopez et al., 2009;
Nersesyan et al., 2016). Otro mecanismo relacionado con la genotoxicidad del mercurio
es su afinidad a los grupos sulfhidrilo de la tubulina y la cinesina, proteinas que forman
los microtiibulos, perjudicando asi la funcién del huso mitdtico y la segregacion
cromosoOmica, lo cual conduce a aberraciones cromosdmicas y poliploidia (Silva-Pereira

et al., 2005; Crespo-Lopez et al., 2009).

El mercurio en células eucariontes ocasiona rupturas en el DNA, aberraciones
cromosOmicas, formacion de microntcleos, aneuploidia, poliploidia y se ha demostrado
que ocasiona efectos clastogénicos (IARC, 1993; Silva-Pereira et al. 2005; Wolfe et al.,
1998; Carmona et al., 2008), ademas es considerado un agente citotoxico (Wolfe et al.,
1998). Diversos estudios muestran evidencias de estos efectos genotdxicos (Ramel,
1969; Panda et al., 1992; Amorim et al., 2000; Mishra y Tewari, 2011; Abdella y Gad,
2012; Mohmood et al., 2012; Forment et al., 2014; Ryu et al., 2014; Calao y Marrugo,
2015; Crespo-Lopez et al., 2016; Di Donato et al., 2016; Sarker et al., 2016; Gomez-
Olivan et al., 2017). En D. melanogaster se ha observado que los compuestos del
mercurio son capaces de inducir mutaciones letales recesivas ligadas al cromosoma X
(Mathew y Al-Doori, 1976; Gayathri y Krishnamurthy, 1985; Ortiz, 2009), aumento en
la descendencia de organismos XXY por la no disyuncion en la meiosis I (Ramel y
Magnusson, 1969; 1979). Ademas, ocasiona mutaciones en los genes outstretched (od)
en el cromosoma X y Curved (c) en el cromosoma 2 (Ramel y Magnusson, 1969); y

finalmente, induccion de aneuplodias (Magnusson y Ramel, 1986).
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El dafio genotoxico que se ha registrado en células de ovario son a partir de estudios de
hamster (IARC, 1993). Varios de estos indican que el mercurio puede inducir rupturas
en el DNA y la reduccion de la reparacion del mismo en las células del ovario de

hamster (Christie et al., 1984; Hamilton-Koch et al., 1986; Cantoni y Costa 1983).

Por otra parte, después de realizar las exposiciones a diferentes tiempos y
concentraciones de HgCl, a D. melanogaster, se observo que posterior a las 24 h de
exposicion a la concentracion de 3 mM, asi como 3 mM y 30 mM a 72 h se redujo el
tamafio de los ovarios comparados con los ovarios del grupo testigo. Estos datos
concuerdan con lo publicado en ratas expuestas a 1 mg/m3 por dia a vapor de mercurio
durante 45 dias, los cuales muestran una reduccion significativa en el volumen de estos
organos, asi como atrofia y degeneracion folicular (Altunkaynak et al., 2016).
Resultados similares se reportan en las gonadas femeninas del pez Stizostedion vitreum
expuestas por 6 meses a concentraciones de 0.1 y 1.0 pg Hg/g de metilmercurio
(Friedmann et al., 1996) y en Channa punctatus tratados con la concentracion 16.7 ppb
de HgCl, por 3 meses (Dey y Bhattacharya, 1989). Ademas, en C. punctatus, el
mercurio reduce el nimero de ovocitos de la segunda y tercera etapa de la ovogénesis
(Dey y Bhattacharya, 1989). En los cangrejos rojos (Procambarus clarkii) inyectados
con una mezcla de 15 mg de 5-hidroxitriptamina con 0.5 mg de HgCl, por 21 dias, se
observa que el mercurio inhibe el desarrollo de los ovarios causando reduccion
significativa en el tamafio (Reddy et al., 1997). También se ha reportado que el
mercurio causa cambios histopatologicos en el tejido ovarico y ovocitos atrésicos en los
ovarios de los peces Acanthopagrus latus y Danio rerio (Hedayati y Khsoravi-Katuli,
2016; Zhang et al., 2016).

Es posible que la reduccion del tamafio de los ovarios de D. melanogaster expuestos a
las concentraciones de 3 y 30 mM de HgCl,, se deba a distintos procesos, tales como:
(1) la generacion de ROS pudo alterar las vias de sefalizacion de la proliferacion celular
de las células somaticas de las camaras ovaricas y de células germinales durante la
ovogénesis que consecuentemente provocaron apoptosis y necrosis celular (Kim y
Sharma, 2004); (2) interferencia con la funcién de las proteinas reguladoras de la mitotis
y meiosis para el correcto desarrollo del ovario; (3) afectaciones en los receptores

hormonales del eje reproductivo para inducir la proliferacion de las células somaticas y
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diferenciacion de las células germinales en el ovario; o (4) por su afinidad a los grupos
sulthidrilo, amino, amida, fosfato y carboxilo, afecte la actividad de algunas proteinas o
enzimas esenciales para activar las vias de sefalizacion para el proceso de ovogénesis
en el ovario de D. melanogaster, tal como las proteinas BEAF, las cuales poseen un
grupo terminal carboxilo con afinidad al mercurio, lo cual podria evitar su funcion. Se
ha reportado que mutaciones en el gen BEAF en las hembras de D. melanogaster tiene
baja fertilidad debido a la ausencia de ovocitos maduros (Roy et al., 2007). También, la
proteina Ink (de la familia SH2B de las proteinas adaptadoras) poseen un grupo
carboxilo terminal (Devalliére y Charreau, 2011). Esta proteina es un regulador positivo
de la via de sefializacion del factor de crecimiento de insulina/insulina (IIS) y cuando
presenta mutaciones, se induce atrofia en los ovarios, con pocas camaras maduras
(Ferguson et al., 2012). Otras de las proteinas que podria afectar son Cup y eIF4E, las
cuales se encuentran en el citoplasma de las células germinales durante la ovogénesis.
La pelF4E bloquea el desplazamiento de Cup del citoplasma al ntcleo, la funcioén de
Cup es modular la localizacion de elF4E y los mRNA en el ovocito. Cup se une a la
parte carboxilo terminal de elF4, la ainihibicion de eIF4E funcional conduce a la
disminucion del tamafio de los ovarios (Zappavigna et al., 2004). También se ha
reportado que el mercurio puede reducir el tamano de los ovarios humanos via
disminucion de los niveles de las metaloproteinasas (TIMP-1 y 2) que conforman la
matriz extracelular (Pearson et al., 2016; Jacob-Ferreira et al., 2009). La interaccion del
mercurio con el amino terminal del TIMP puede interferir con su actividad bioldgica.
TIMP es necesario para la organizacion de los tejidos y la produccion de nuevos
gametos. Se ha observado que se requiere de la actividad de TIMP para la ovogénesis y
en su ausencia, los ovarios son mas pequenios (Pearson et al., 2016). El mercurio, como
otros metales, es un disruptor enddcrino que posiblemente altera los niveles de las
hormonas reproductoras femeninas en los seres humanos (Pollack et al., 2011). En D.
melanogaster, podria afectar los niveles de la hormona ecdosina. Esta hormona
participa en la etapa 8 de la ovogenésis, activando o inhibiendo el desarrollo de las
camaras ovaricas y la desregulacion en este proceso destruye las camaras reduciendo el

tamaiio de los ovarios (Buszczak et al., 1999; Belles y Piulachs, 2015).
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IX. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

e El aumento significativo de la fragmentacion del DNA muestra evidencia de que
el cloruro de mercurio (HgCly) es un agente genotdxico en las células de ovario
de D. melanogaster.

e La exposicion de HgCl, a una concentracion de 30 mM por 48 h produce dafio
significativo en el DNA en las células del ovario, evidenciado por el aumento en
la longitud, la intensidad y el momento de la cauda del cometa.

e El HgCl, a 0.3, 3 y 30 mM aumenta el dafio del genoma en los ovarios de D.
melanogaster después de 72 h de exposicion

e Después de 72 h de exposicion, las hembras tratadas con 30 mM HgCl,

presentan reduccion considerable en el tamafio de ovarios.

X. PERSPECTIVAS

Ahora que se conoce que el HgCl, es capaz de causar de dafio en el DNA vy
desencadenar cambios morfologicos en los ovarios de Drosophila es necesario
comprender los mecanismos por los cuales se inducen estos dafios. Es conveniente
llevar a cabo estudios de evaluaciones moleculares y de vias de sefalizacion para
conocer si existen alteraciones y el tipo de las mismas. Una forma seria a través de la
utilizacion de moscas transgénicas y la utilizacion de técnicas moleculares como

marcadores para evaluar dafios en los organismos.
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XII. ANEXO

Ensayos con D. melanogaster como modelo bioldgico para la evaluacion de la toxicidad

de los metales pesados.

Metal pesado

Resultados

Referencia

Zinc catién (Zn'?)

Hemocitos de larvas de tercer estadio
expuestos a concentraciones 0.35 y 1.7
mM de Zn™* por 3 h, presentan muerte

celular.

Filipiak et al. 2012

Hierro(Fe),
manganeso (Mn) vy

cobre (Cu)

A concentraciones de 15 mM (5 dias) y
0.5 mM (15 dias), estos metales se
bioacumulan en las neuronas PL2ab
DAergic y PPL3Daergic, ocasionando
neurodegeneracion y alteracion en el

movimiento motriz.

Bonilla-Ramirez et

al. 2011

AgNO3,Ba(NOs),,

Co(NO3),, Cr(NO3),,
Fe(NO3);, Hg(NOs),,
Mn(NOs),, Ni(NOs),,
Pb(NOs3); y Zn(NO3)s,.

D. melanogaster expuesta a las
concentraciones 1 y 10mM de diferentes
compuestos de nitrégeno metalico y con
AgNOs3 a 0.5 mM durante 10-12 dias,
causaron disminucion en la
supervivencia de larvas e individuos
adultos y mutagenicidad con la prueba
de SMART, siendo Co (NO3) 2 vy
AgNO; los compuestos mas

genotoxicos.

Yesilada, 2001
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Cd, Cu, Pby Zn

Larvas de tercer estadio expuestas a Cd,
Cu, Pb y Zn a las concentraciones 0.1,
1.0, 10, 100, 500 y 1000 ppm. En las
concentraciones de 500 ppm y 1000
ppm de todos los metales redujeron la
supervivencia. También se observd en
las concentraciones 500 ppm y 1000 de
Cd, Cu y Zn reduccién significativa en
el desarrollo de las larvas del tercer

estadio a adulto.

Al-Momani y

Massadeh, 2005

Sulfato de cobre

Con las concentraciones 31 uM y 47
uM de sulfato de cobre por 60 dias
disminuye la sobrevivencia de las
moscas. Con la concentracion 47 pM se
evaluod actividad motora por 20 dias. Al
tratadas

principio las  moscas

aumentaron su actividad motora,

después de diez dias disminuyo.

Arcaya et al. 2013

Plata (AgNP)

Moscas machos fueron expuestas a
nanoparticulas a las concentraciones 2
mg/L, 3.5 mg/L o 5 mg/LL de AgNP por
diez dias, lo que ocasiond disminucion
significativa en el nimero de células
(GSC), en Ia

espermatica se

germinales  tronco

viabilidad presento
reduccion en la fecundidad, ademas, los
testiculos mostraron aumento en los
niveles EROs y precoz diferenciacion

de GSC.

Ong et al. 2016

Hidréxido de
metilmercurio, acetato

de fenilmercurio y

Las moscas expuestas a hidroxido de
metilmercurio (0.13, 0.25, 0.50, 1 mg
Hg/l), acetato de fenilmercurio (0.16,

Ramel y Magnusson
1969.
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Cloruro de metil etil

0.32, 0.64 mg Hg/l) y cloruro de metil
etil mercurio (1.3, 5,10 y 20 mg Hg/l)
por 7-10 dias. Se encontr6 que
ocasionan mutaciones en los genes
outstretched (od) en el cromosoma X y
Curved (c) en el cromosoma 2. FEl
mercurio causo un aumento de
descendencia XXY y otras alteraciones
en la segregacion de los cromosomas

por la meiosis.

mercurio
Cloruro de
manganeso (1D
(MnCl,)

Huevos hasta la etapa adulta fueron
expuestos a las concentraciones 0,1
mM, 0,5 mM o 1 mM. En Ilas
concentraciones 0,5 mM y 1 mM
MnCl, Las moscas mostraron mayor
actividad locomotora y hubo wuna
induccion de especies reactivas de
oxigeno. También se observo un
aumento significativo en los niveles de
Mn, mientras que los niveles de Ca, Fe,
Cu, Zn y S disminuyeron. En la
concentracion 1 mM se encontr6 una
caida significante en la viabilidad
celular y aumento la expresion de
ARNm catalasa, Superdxido Dismutasa

y Hsp83.

Ternes et al. 2014.

Nitrato de mercurio

(Hg(NO3),)

Huevos hasta la etapa adulta fueron
expuestos a las concentraciones de 10,
20, 50, 80, 100, 200, 400 mg/1 de nitrato
de mercurio. Se observo un lento
desarrollo larvario y de la pupa.
También hubo una disminucién

significativa en el tamafio de las larvas,

Abnoos et al. 2013.

62



en la longitud del torax del adulto y en

la taza de eclosion, en concentraciones.

Plomo 'y cloruro

mercurico

Fueron expuestos huevos de D.
melanogaster a las concentraciones
0.001 y 0.005 ppm de plomo y 0.001,
0.002 y 0.003 ppm de cloruro de
mercurio hasta el tercer estadio larvario.
Se observo que ambos compuestos
inducen puffs cromosémicos en el brazo
derecho del cromosoma II en los
lugares: 21C2, 45B3, 22A1, 22C y 42A.
El cloruro de mercurio también produce
un puff cromosomico, el 95B3, en el

bazo izquierdo del cromosoma III.

Magdum y Shinde
2015

Acetato de plomo

Los huevos de Drosophila (de una linea
recombinante derivada de Oregon R y
Russian 2b) hasta ser adultos de 4 dias
fueron expuestos a la concentracion 250
uM de Acetato de plomo. El locus
30AB en el cromosoma 2 sirvid6 como
marcador para la actividad motora.
Cuando 30AB era de Russian 2b, el
plomo aument6 significativamente la
actividad locomotora, mientras que,
cuando 30AB era de Oregon R, el

plomo disminuy¢ la actividad.

Hirsch el at. 2009.

63



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Justificación
	Objetivos   Hipótesis
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones   Perspectivas
	Bibliografía
	Anexo

