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RESUMEN

Los cambios en el ambiente a lo largo de la vida de un organismo pueden alterar la calidad,
cantidad y expresion de su material genético. No obstante, se ha estudiado poco acerca del
impacto que comprende la exposicién parental ante diversos agentes quimicos, fisicos y
bioldgicos antes de la concepcidn, como un posible factor desencadenante de consecuencias
perjudiciales en la descendencia, tanto a nivel germinal como somatico. El uso de un modelo
como Drosophila melanogaster es ideal debido a su facil manipulacién genética, alta
plasticidad fenotipica que con frecuencia depende de factores ambientales y es posible
establecer el efecto del compuesto que se esté investigando en una descendencia numerosa,
asi como hacer su seguimiento a través de multiples generaciones en un corto periodo de
tiempo.

En este trabajo se tuvo como objetivo determinar el efecto de un compuesto genotéxico como
el etil carbamato en la frecuencia de mutaciéon somadtica y recombinacién mitética en las
células somaticas de las alas de moscas expuestas y en su progenie no expuesta. La pérdida de
heterocigosidad de los marcadores genéticos: mwh y fIr3 a lo largo del desarrollo larval, lleva
a la formacion de manchas mutantes en el contexto silvestre de las alas de las moscas adultas.
Las cepas mwh,e/mwh,e y fIr3/In(3LR)TM3, eBd® se expusieron durante el estadio larval al etil
carbamato, para después recobrar a los adultos y realizar tres sistemas de cruza: 1) Hembra
Tratada X Macho Tratado, 2) Hembra Tratada X Macho No Tratado, 3) Hembra No Tratada X
Macho Tratado; con la finalidad de determinar si se producia dafio multigeneracional a nivel
de las células somaticas de la descendencia transheterocigota (mwh, +/+, flr3) y evaluar si se
presenta una contribucidn diferencial en la progenie segin el origen parental de la
exposicion. Se evaluaron diferentes biomarcadores (Fecundidad, Fertilidad, Proporcion
Sexual) y la frecuencia de manchas inducidas en las alas, su tamafio (células/mancha) y la
susceptibilidad del dafio en la progenie (manchas/mosca), los dos ultimos biomarcadores se
compararon con los obtenidos en la cruza estandar.

La fertilidad y fecundidad tuvieron diferentes respuestas en los tres tipos de cruza; cuando
ambos padres fueron tratados hubo mayor fertilidad y fecundidad al igual que mayor
frecuencia de mutaciéon somatica en comparacioén con su testigo y con las demas cruzas. Por

otro lado, se encontr6 un efecto diferencial entre el origen parental de los gametos expuestos,



puesto que cuando el gameto materno fue expuesto, la fecundidad se mantuvo igual o menor
que su testigo. Mientras que, cuando el gameto masculino fue expuesto, la fertilidad se mostro
mas perjudicada y hubo un significativo descenso en la frecuencia de mutacién somatica y
recombinacién mitoética. Esto se explicé por las diferentes aportaciones que realiza cada

gameto al nuevo organismo y los particulares mecanismos de reparacién implicados.

Por lo anterior, la exposicidn de los humanos a agentes genotoxicos es un factor importante a
tomar en cuenta para el dafio multigeneracional, ya que, si sus células germinales estan
dafiadas y después ocurre la fertilizacidn, las lesiones en el DNA de los gametos pueden no
estar del todo reparadas o no correctamente y por consiguiente, las células somaticas del
cigoto manifiestaran una mayor susceptibilidad a presentar inestabilidad genémica en sus
distintos niveles, lo que podria explicar en parte, la apariciéon temprana de cancer en la

desendencia de los progenitores expuestos al agente genotoéxico.



1. INTRODUCCION

1.1. Toxicologia

La toxicologia es la ciencia que se ocupa de la deteccién, la composicidén quimica y la accién de
agentes fisicos o quimicos, asi como el efecto, el tratamiento, la ocurrencia y la prevencién de

sus efectos en los distintos organismos (Casarett et al, 2008).

Uno de los objetivos relevantes en las ciencias bioldgicas y en la investigacion biomédica es la
evaluacion de los riesgos potenciales que enfrentan los organismos ante dichos agentes y la
determinacion de los efectos bioldgicos a fin de establecer medidas preventivas para
minimizar esta exposicién o para adoptar medidas de protecciéon a corto, mediano y largo

plazo para la salud humanay el ecosistema, en general (Gibson y Skett, 2001).

Los factores biolégicos intrinsecos que son determinantes en la toxicidad de un xenobidtico,
ademas de sus propiedades inherentes incluyen: la duracién de la exposicion, la dosis
administrada, la edad del organismo, asi como los procesos de absorcién, distribuciéon y

eliminacidn en las células y en el individuo (Medinsky y Valentine, 2001; Filser, 2008).

La mayoria de los xenobiodticos que ingresan al organismo son lipofilicos, esto permite que
penetren a través de las membranas lipidicas, sean transportados por lipoproteinas en la
sangre y finalmente alcancen el 6rgano blanco; en ausencia de medios eficaces para la
excrecion constante de estos agentes quimicos, éstos se acumularan hasta generar toxicidad o

incluso la muerte del organismo (Gibson y Skett, 2001).

Los seres vivos han desarrollado mecanismos excretores eficientes que incluyen una serie de
procesos bioquimicos para convertir las sustancias quimicas lipofilicas a productos
hidrosolubles y ayudar en su excrecidon, estos procesos enzimaticos son reacciones de

biotransformacion de fase I y fase Il.

En las reacciones de fase [, las enzimas como las microoxigenasas y peroxidasas
microsomales, oxidasas citosdlicas y mitocondriales y enzimas hidroliticas, se encargan de
oxidar, reducir o hidrolizar al xenobidtico. Los citocromos P450 constituyen el sistema de

enzimas mas importante en las reacciones de la fase I (Guengerich, 2008).



Las enzimas del citocromo P450 y las reductasas estan incrustadas en la matriz de
fosfolipidos del reticulo endoplasmico. La matriz de fosfolipidos es crucial para la actividad
enzimdtica, ya que facilita la interaccion entre ambas enzimas. En los vertebrados, las
mayores concentraciones de citocromo P450 se encuentran en el higado, sin embargo,
también estan presentes en pulmon, rifidn, testiculos, piel y el tracto gastrointestinal (Rendic,

1997).

Todas las enzimas del citocromo P450 comparten el grupo hemo, pero difieren en la
estructura de la cadena polipeptidica, lo que les confiere una reaccion metabolica especifica

(Ding y Kaminsky, 2003).

La fase II del proceso de biotransformacion, requiere de un conjunto de enzimas, la mayoria
de ellas localizadas en el citoplasma, que catalizan reacciones de conjugacién en las que
compuestos de alta energia donan grupos polares a los metabolitos provenientes de la fase |

con la finalidad de obtener compuestos mas solubles (Dekant, 2009).

El propésito general de las reacciones de biotransformacion es la desintoxicacién sin
embargo, conforme a la estructura quimica del compuesto y de la enzima que cataliza la
reaccion, los xenobidticos se pueden transformar en metabolitos atin con un mayor potencial
de toxicidad que el compuesto original, este proceso se denomina bioactivacion (Filser, 2008;

Dekant, 2009).

La interaccién del metabolito téxico con macromoléculas inicia acontecimientos que
finalmente pueden dar lugar a la muerte celular, cancer, insuficiencia de érganos y otras
manifestaciones de toxicidad. En la actualidad, la toxicologia cuenta con una amplia variedad
de disciplinas que se encargan de responder distintas cuestiones y particularidades que

presenta cada compuesto, entre ellas la Toxicologia Genética.



1.1.1. Toxicologia genética

La Toxicologia Genética se enfoca en el estudio de los agentes quimicos, fisicos y bioldgicos
que interaccionan y pueden dafiar el DNA y/o las proteinas asociadas a esta macromolécula
en cualquiera de sus distintos niveles de compactacién desde las bases nitrogenadas hasta la

estructura cromosdmica (Lodola y Stadler, 2011).

Los agentes genotoxicos pueden inducir rupturas de las cadenas de DNA, cambios de las bases
nitrogenadas o formar complejos entre el genotdxico y el DNA o las proteinas, lo que
obstaculiza la organizacién y expresion de la informacién genética y puede generar

alteraciones en el genoma (Alberts et al, 2011).

Las alteraciones en el DNA se pueden clasificar en (Langie et al, 2015):

a) mutaciones puntuales, es decir, cambios en una sola base nitrogenada, que puede generar
la adicién, pérdida o sustituciéon (transicibn o transversién) de una base y tener
consecuencias a nivel transcripcional y/o traduccional.

b) mutaciones estructurales como deleciones, inserciones, inversiones o translocaciones,
suscitando amplificaciones de genes o rearreglos cromosémicos que podrian tener efectos en
la replicaciéon y transcripcion.

¢) mutaciones numéricas, que se refiere a la adquisicién o pérdida de cromosomas completos

o segmentos de éstos (aneuploidias) a causa de fallas en la segregacion de los cromosomas.

Por lo tanto, se han disefiado distintos ensayos in vitro e in vivo para detectar uno a mas tipos
de alteraciones genéticas, comprender los mecanismos de accién de los compuestos y las
consecuencias bioldgicas en las células con el fin de identificar los riesgos a los que estan

expuestos los seres vivos.

La toxicologia genética también se encarga de determinar si un compuesto es o no
carcinogeno y clasificarlo con base en la existencia de estudios realizados en humanos y/o
animales que permiten establecer la existencia o sospecha de una relacién causal entre la

exposicion al compuesto y la aparicion de cancer (Phillips y Arlt, 2009).
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1.2. Cancer e Inestabilidad genomica

El cancer es el resultado final de un proceso en el que un solo linaje clonal acumula de forma
gradual mutaciones que otorgan a las células propiedades adaptativas y proliferativas como:
1) autosuficiencia en senales de crecimiento, 2) insensibilidad a inhibidores del crecimiento,
3) evasién de la muerte celular programada (apoptosis), 4) potencial replicativo ilimitado, 5)
angiogénesis sostenida, 6) invasion de tejidos y metastasis, 7) vias metabolicas anormales y

8) evasion del sistema inmune (Hanahan y Weinberg, 2011; Martincorena et al,, 2017).

El cancer se caracteriza porque las células afectadas tienen una tasa de proliferaciéon superior
a la normal, por ese motivo es crucial descifrar los mecanismos iniciales de la transicion hacia
un estado maligno. Diversos autores plantean que la Inestabilidad Gendémica (IG) es la fuerza
motriz para la transformacién de una célula normal a una célula precancerosa; la acumulacién
de subsiguientes alteraciones permitird a algunas de las células adquirir diferentes
propiedades distintivas de las células neoplasicas hasta un estado clinico disgnosticado como

cancer (Negrini et al,, 2010; Loeb, 2011; Hanahan y Weinberg, 2011; Giam y Rancati, 2015).

La IG se refiere al incremento en la propension a adquirir alteraciones genéticas, abarcando
desde cambios en un sélo nucle6tido hasta todo el cromosoma y es consecuencia de las
mutaciones que afectan distintas vias que regulan: i- fidelidad de replicaciéon del DNA, ii.-
segregacion cromosémica correcta en la mitosis, iii.- reparacion eficiente del DNA a lo largo
del ciclo celular, iv.- regulaciéon de los puntos de control y progresién en el ciclo celular

(Negrini et al, 2010; Shen, 2011; Aguilera y Garcia-Muse, 2013; Pikor et al., 2013).

Cabe destacar que la cantidad y los distintos tipos de IG (nucleotidica, microsatélites,
cromosomica) pueden presentar en un mismo tumor, esto facilita que las poblaciones de
células cancerosas se adapten a los microambientes fluctuantes que existen, lo cual
contribuye a la heterogeneidad en un mismo tipo de cancer (Merlo y Maley 2010; Lee et al,

2011; Pikor et al., 2013).
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1.3. Efecto multigeneracional

Varios estudios se han centrado en el hecho de que la exposicion parental a agentes quimicos
en la edad adulta puede incrementar la incidencia de infertilidad, abortos, malformaciones
y/o enfermedades en la descendencia como el cancer (Tomatis, 1994; Marchetti et al, 2007;

ACOG, 2013).

La evidencia mas contundente se ha encontrado en la incidencia de leucemia infantil y la
exposicion de los padres a disolventes (Colt y Blair, 1998), pinturas y pesticidas (Wigle et al.,
2009; Van Maele-Fabry et al, 2010), asi como el consumo de alcohol y de cigarro (Ji et al,
1997; MacArthur et al, 2008) y la exposicion a solventes e hidrocarburos aromaticos
incrementaron los casos de tumores del sistema nervioso en la siguiente generacién (Huoi et

al, 2014; Spycher et al,, 2017).

Este fendmeno se denomina efecto multigeneracional, que se define como la transmisién de
algiin efecto a través de la linea germinal a la siguiente generacién en ausencia de la
exposicién directa al factor estresante inicial (Skinner, 2008; Glen y Dubrova, 2012; Hanson y

Skinner, 2016).

A pesar de que los mecanismos moleculares implicados en el efecto multigeneracional no se
conoce del todo, se tiene evidencia que los mecanismos de reparacidon actdan en diferentes
momentos dependiendo de la célula germinal que se esté generando (espermatozoide u

ovulo) (Ashwood y Edwards, 1996; Baarends et al, 2001; Olsen et al, 2005).

Por otra parte, las células embrionarias contienen citoplasma con altos niveles de RNAm,
proteinas, mitocondrias, ribosomas y otros organelos celulares que fueron proporcionados
exclusivamanete de la via materna. Tambien presentan una fase G1 del ciclo celular corta, una
rapida proliferaciéon y son mas propensas a activar casacadas de muerte celular en respuesta

al dafio en su genoma (Cervantes et al, 2002; Bloom et al.,, 2019).

Otro aspecto que se debe tomar en consideracion para explicar el efecto multigeneracional
son las marcas epigenéticas que se establecen durante determinados periodos criticos en la

vida fetal y neonatal (Langie et al, 2013; Bunkar et al,, 2016).
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Las marcas epigenéticas son aquellas que remodelan la condensacion de la cromatina en
ausencia de cualquier alteracion en la secuencia del ADN tal como, la metilacion de los sitios
CpG en el ADN (ya sea hipometilacién o hipermetilaciéon), modificaciones postraduccionales
en las colas N-terminal de las histonas (metilacién, acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacién y
sumoilacién) y los distintos tipos de RNAs no codificantes (RNAi, RNAncl, miRNA, siRNA,
piRNA) (Bunkar et al, 2016).

Cada vez existe mayor evidencia de que la exposicion de los progenitores a agentes quimicos,
disruptores endocrinos o su estilo de vida puede tener un impacto permanente en la
estructura y funcién de los tejidos (fenotipo) de la siguiente generacién (Langie et al, 2013) e

incluso en generaciones subsecuentes (Fernandez-Twinn et al, 2015).
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1.4. Caracteristicas del Etil Carbamato

El etil carbamato (EC) generalmente llamado uretano, es un etil éster de acido carbamico. Su
férmula quimica es C3H7NO2 y su peso molecular es de 89.1 g/mol. Es un compuesto so6lido en
forma de cristales, de color blanco, sin olor, soluble en agua (1g/0.5 mL), etanol (1g/0.8 mL) y

otros disolventes organicos (IARC, 2010).

El EC se produce al reaccionar etanol con urea (Fig. 1), o por el calentamiento de nitrato de
urea con etanol y nitrato de sodio (Budavari, 2001). Es un compuesto ampliamente estudiado
en distintos organismos y se considera un promutageno de referencia porque la actividad

metabdlica de los organismos modifica y potencia su funcién genotoxica.

La Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) lo ha
clasificado como un probable carcinégeno en humanos (grupo 2B), esto respaldado por

experimentos en distintos modelos animales (IARC, 2010).

(@] 0
+ — . + NH;
HsC OH H,N NH, H,N O  CHa
Etanol Urea Etil carbamato, Amoniaco
uretano

Fig. 1 Reaccién quimica para la formacion de etil carbamato
(Modificado de Zimmerli y Schlatter, 1991).
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1.4.1. Tipos de exposicion y usos

El EC se sintetiz6 en 1944 y se emple6é comercialmente durante 30 afios, teniendo una gran
variedad de usos; para la fabricaciéon de meprobamato, un relajante muscular y tranquilizante
(desacelera la actividad del Sistema Nervioso Central) (Adams y Baron, 1965), en la
preservacion de tejidos de poliéster/algodén y como solvente en los acondicionadores para el

cabello (Adams y Baron, 1965; IARC, 2010).

En humanos, el EC se utilizé como co-disolvente de analgésicos insolubles en agua utilizados
para el dolor post-operatorio (Nomura, 1975), como agente anti-neoplasico de varios tipos de
cancer en dosis de hasta 3 g/dia para mieloma multiple (Paterson et al, 1946; Hirschboeck et
al, 1948). Actualmente el uso del EC estd restringido como anestésico para animales de

laboratorio (Hara y Harris, 2002).

En el campo de la agricultura, Kolbezen y colaboradores (1954) produjeron los primeros
insecticidas compuestos de N-metilcarbamato, un derivado del EC (Kolbezen et al, 1954). Los
pesticidas de carbamato son ampliamente utilizados como insecticidas, herbicidas y
fungicidas. Su uso anual a nivel mundial se estima entre 20,000 a 35,000 toneladas (CDC,

2003).

Los insecticidas de carbamato inhiben por carbamilacion a la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) que genera un aumento de acetilcolina en ciertas terminaciones nerviosas lo que
desencadena varios sintomas (como debilidad, convulsiones, temblores, paralisis) hasta llegar
a la muerte. Los insecticidas de carbamato tienen una estructura semejante a la acetilcolina
(Fig. 2) en consecuencia, no necesitan ser activados como los insecticidas organofosforados

(OF) para lograr su toxicidad.

Esto les ha brindado ventajas a los insecticidas de carbamato frente a otros insecticidas como;
ser una alternativa ante las plagas resistentes a otros insecticidas, ser menos persistentes en
el suelo (de 1 a 4 meses) por lo que tienden a no bioacumularse (Plese et al, 2005) e inhibir
por un tiempo mas corto (de manera reversible) la actividad de la AChE y por lo tanto causan

un envenenamiento menos severo que los pesticidas OF (Kolbezen et al, 1954; Fukuto, 1979).
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Fig. 2 Estructura quimica de algunos de los insecticidas de carbamato mas utilizados en la industria
agroalimentaria (Modificado de Metcalf, 2000).

Actualmente se conocen mas de 50 tipos de insecticidas que tienen como quimico principal un
éster de carbamato, los cuales son eficaces contra uno o varios tipos de larvas u insectos,
aracnidos, nematodos, caracoles y/o babosas. El insecticida llamado propoxur se comercializa
como reemplazo del DDT y se utiliza para controlar insectos domésticos como cucarachas,

chinches, arafias, avispas y para el control de la malaria, entre otros (Metcalf, 2000).

La exposicion de la poblacion general a estos plaguicidas ocurre principalmente por ingestion
de alimentos o animales que han estado en contacto o consumido dicho compuesto. Otras
fuentes de exposicidn ocurren a través de la inhalacién de particulas o por contacto dérmico;
ya sea en el lugar de trabajo durante la fabricacién, aplicacién y recoleccién de cultivos

agricolas o durante su uso residencial en casas u oficinas (Metcalf, 2000; CDC, 2003).
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Por otro lado, el EC se genera de manera natural como consecuencia de la fermentacion de
algunos alimentos fermentados y bebidas alcohdlicas (Tabla 1). El amplio rango de
concentraciones de EC esta sujeto a condiciones ambientales, principalmente la exposicién a
la luz, la temperatura y el tiempo de almacenamiento (Zimmerli y Schlatter, 1991; Suzuki et

al, 2001).
La formacion de EC en las bebidas alcohélicas ocurre por dos procesos:

1) Por la reaccion del etanol con la urea presente en el medio, que se libera por el
metabolismo de la arginina por parte de las levaduras (Ough et al., 1988; Battaglia et al,

1990).

2) En los licores derivados de frutas con hueso (durazno, la ciruela y la cereza) debido a la
remocion de glucésidos cianogénicos por acciéon enzimatica (principalmente -
glucosidasa) se forma cianuro el cual, es oxidado a cianato y al reaccionar con el etanol se

forma EC (An y Ough, 1993; Aresta et al, 2001; Lachenmeier et al,, 2005).

Tabla 1. Ocurrencia de etil carbamato en alimentos fermentados y bebidas alcohdlicas.

(o]
Producto Afo N Rango de EC Referencia
muestras (mg/L)
Pan 33 0.8-12
Yogurt y otros productos de ~ 1988-90 Vahl (1993)
<0.1-0.3
Leche 19
Kimchi 2000 20 3.5-16.2 Kim et al. (2000)
Salsa de Soya 15 10.1-73.3
Vinagre 5 03-25
Soju 2006 7 0.8-10.1 Ha et al. (2006)
Takju 7 04-09
Vino Tinto Italiano 30 6—22
Vino Blanco ltaliano 2000 30 6-16 Cerutti et al. (2000)
Vino Rosado Italiano 30 7-15
Vino Merlot 17 18-324
Vino Gamay 3 34-65 . .
Vino Pinot Blanc 2002 5 27101 Francisquetti et al. (2002)
Vinos Tintos 9 2.4—-36.2
Vino Tinto Espafiol 2004 36 0-25 Uthurry et al. (2004)
Vino 3 1.7-117
Cerveza 2006 6 0508 Ha et al. (2006)
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1.4.2. Metabolismo

El EC puede ingresar al cuerpo mediante diversas rutas de exposicion: absorcién, inhalacién,
ingestion e inyecciéon subcutdnea (National Toxicology Program, 2004). En estudios
realizados en diferentes roedores se mostr6 que el EC se absorbe facilmente a través de la
piel, puede inmunosuprimir la médula ésea y puede llegar a la descendencia puesto que
atraviesa la barrera placentaria o por medio de la leche materna (Zimmerli y Schlatter, 1991;

IARC, 2010).
Se ha determinado que existen 3 vias por las cuales se metaboliza el EC (Fig. 3):
1) Mediante las enzimas esterasas; el EC se degrada en CO2 y NH3 (< 1%).

2) Por hidroxilacion, llevando a la formaciéon de metabolitos como N-hidroxi-etil-carbamato y

N-acetil-N-hidroxietil-carbamato, que son excretados en la orina (Boyland y Nery, 1965).

3) Por oxidacion, en la que participan los citocromos P450, principalmente el citocromo

CYP2E1 que bioactiva al EC convirtiéndolo en vinil carbamato epo6xido (VCE) (96%).

El VCE es un metabolito electrofilico altamente reactivo con el DNA dado que alquila distintas
bases nitrogenadas como la guanina, la citosina y la adenina ocasionando aductos: 7-
(2oxoetil) desoxiguanosina (Fig. 0), 3, N*-etenodesoxicitidina y 1, N°etenodesoxiadenosina
(Guengerich y Kim, 1991), por lo tanto, juega un papel principal en la carcinogénesis de

mamiferos (Park et al., 1993; Levine et al., 2000; Hoffler et al., 2005).

La alquilaciéon de las bases nitrogenadas es seguida de otras reacciones como la
despurinacion, esto promueve sitios abasicos en el material genético y junto con otros tipos
de lesiones, puede provocar mutaciones genéticas y aberraciones cromosémicas (Lajovic et

al, 2015).
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Guanina para originar el aducto 7-(2oxoetil) desoxiguanosina
(Modificado de Lajovic et al,, 2015).
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1.4.3. Efecto mutagénico y carcinogénico

En bacterias como Salmonella typhimurium (ensayo de Ames) y en hongos como
Saccharomyces cerevisiae (Sharp y Parry, 1981; Galli y Schiestl; 1996) y Aspergillus nidulans
(Crebelli et al, 1986) el EC no mostré evidencia de mutagenicidad ni de induccién de

recombinacidén intracromosémica.

En Drosophila melanogaster, el EC aumenté la frecuencia de mutaciéon somatica y
recombinacién mitética (Frolich y Wiirgler, 1990; Graf y van Schaik, 1992), modificé la
capacidad reproductiva (fecundidad) en concentraciones bajas y periodos agudos de
exposicion en larvas de tercer estadio (Meza-Gonzalez, 2015) y en células germinales del

macho indujo translocaciones reciprocas (Oster, 1958).

Se ha evaluado su capacidad carcinogénica en ratén, rata y hamster, la incidencia de
adenomas y carcinomas en higado, pulmones, linfomas timicos y leucemias a distintas
concentraciones (Kay y Trainin, 1966; Allen et al, 1986; Beland et al., 2005) y en células in
vitro, en roedores y leucocitos humanos el EC indujo intercambio de cromatidas hermanas
(Abe y Sasaki, 1977), rompimiento de cadenas de DNA (Petzold y Swenberg, 1978) y

aberraciones cromosémicas (He et al,, 1991; Hoffler et al,, 2005)

La exposicion al EC durante la gestacion en los roedores, produjo anormalidades en el feto,
principalmente paladar hendido, polidactilia, espina bifida y en algunos casos reabsorcion de

los fetos (Ferm y Hanover, 1966; Nomura, 1977; Burkhard et al., 1987).

Por otro lado, se han realizado estudios con distintos tipos de insecticidas de carbamato, entre
ellos, carbofurano, carbarilo y aldicarb encontrandose efectos téxicos en aves, peces y abejas
(Ibrahim y Harabawy, 2014). Se han encontrado asociaciones significativas entre el aldicarb y
la presencia de cancer de coldén (4.1 veces mayor riesgo) (IC 959 1.3-12.8) (Lee et al, 2007) y

el carbaril y la presencia de melanoma (1.7 veces mayor) (IC 959, 1.1-2.5) (Dennis et al, 2010).

El carbaril en un cultivo in vitro de células primarias de la granulosa humana inhibié la
biosintesis de progesterona basal (Cheng et al, 2006). En ratas que fueron alimentadas con
carbaril se encontré disminucién en la cantidad y motilidad de los espermatozoides, ademas

de anomalias en su morfologia (Pant et al, 1996).
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En trabajadores agricolas expuestos al carbaril se encontr6 aumento en la fragmentacion del

DNA y aberraciones cromosémicas numéricas en espermatozoides (Xia et al., 2005).

El carbofurano, administrado via oral a ratones hembra mostré disminucidn significativa en el
numero de ciclos del estro, en la duracion de las fases de cada ciclo y en el nimero de foliculos
sanos (Baligar y Kaliwal, 2002). En otro estudio realizado en ratas macho, el carbofurano fue
inyectado via subcutanea y se registr6 aumento significativo en los niveles de progesterona,

cortisol y estradiol, mientras que los niveles de testosterona disminuyeron (Goad et al,, 2004).

Los trabajos antes mencionados coinciden en que el EC afecta la esteroidogénesis en animales
y humanos por lo tanto, se podria considerar un disruptor endocrino, que es cualquier
sustancia quimica capaz de alterar la produccidn, liberacién, transporte, metabolismo, union,
acciéon o eliminacién de las hormonas naturales en el cuerpo (EPA, 1997; Myers y Hesler,
2007). Esto es de gran relevancia ya que la poblacién estd expuesta a los insecticidas de

carbamato a través de su uso continuo en el hogar.
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1.5. Drosophila melanogaster como modelo biolégico

Drosophila melanogaster fue un recurso esencial para la genética clasica sin embargo, durante
la tltima mitad del siglo XX con la revolucién de la biologia molecular y la secuenciacion de su
genoma (Adams et al, 2000) se corrobor6 como un modelo in vivo central para la
comprension de procesos bioldgicos en eucariontes; como el desarrollo embrionario
(Lawrence, 1992), el ciclo celular (Lee y Orr Weaver, 2003), el desarrollo y funciéon del
sistema nervioso (Bellen et al, 2010) y en aspectos moleculares de distintas enfermedades

humanas (Bier, 2005).

En el drea de la Toxicologia Genética, Drosophila melanogaster es considerada una especie no
mamifero imprescindible para la evaluacién in vivo de los efectos producidos por distintos
xenobioéticos, incluyendo los promutagenos (sustancias que para ser tdxicas tienen que ser
metabolizadas) puesto que posee complejos enzimaticos dependientes de citocromos P450
semejantes a los que se presentan en la fraccion S9 del higado de los mamiferos, responsables
del metabolismo oxidativo del compuesto original (Vogel, 1975; Hallstrom et al, 1981; Graf et
al.,, 1983).

Cabe resaltar que la actividad metabdlica durante la etapa larvaria acontece con mayor
eficiencia en el tercer estadio (Hallstrom et al., 1981; Clark 1982), dado que los citocromos
P450 se expresan en el tubo digestivo y los cuerpos grasos, mientras que en la mosca adulta
éstos se encuentran principalmente en los tubos de Malpighi y en el aparato reproductor

(Tijet et al, 2001).

D. melanogaster presenta ademas otras ventajas como, ciclo de vida corto (10 a 12 dias a
25°C), descendencia abundante, mantenimiento de bajo costo y una gran cantidad de lineas
mutantes que facilitan el estudio de diferentes mecanismos genéticos y fisiolégicos tanto a

nivel somatico como germinal (Graf et al,, 1984; Ramos-Morales et al,, 1993, 2000).
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1.5.1. Ciclo de vida

Drosophila melanogaster es un insecto de la familia Drosophilidae y del orden Diptera,
presenta metamorfosis completa (holometabolo) de la que surge un imago o adulto. El ciclo
de vida comienza con la fecundaciéon del huevo, el cual es depositado en el exterior,
iniciAndose la embriogénesis, aqui se determina la polaridad antero-posterior y mas tarde la
dorso-ventral. También se establecen dos linajes celulares que presentara durante el estadio
larval: las células larvarias y las células imagales, estas ultimas forman las estructuras de la

mosca adulta (Fig. 5) (Cohen, 1993)

Después de aproximadamente 24 horas, del huevo eclosiona una larva de 1° estadio que
después pasara por dos estadios mas. El cuerpo larval esta formado por 12 segmentos; uno
forma la cabeza, tres segmentos toracicos y ocho segmentos abdominales. En este periodo las
células larvarias no proliferan, sin embargo, crecen en volumen por endoreduplicacién de su

material genético (Tyler, 2000).

Alos 5 dias, la larva entra en pupacién y se inicia la metamorfosis, aqui, la mayoria del tejido
larvario es histolisado (glandulas salivales, intestino, cuerpos grasos y musculos) y las
estructuras adultas se forman a partir de la diferenciacion de su respectivo disco imagal y los

histoblastos (Tyler, 2000) (Fig. 5).

Huevo fecundado %

Desarrollo
embrionario

‘ (24h)

L
=
3° estadio /Y(/ 2 1° estadio
@8h) UM T oup (24 1)

Fig. 5 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Modificado de Ramon Giraldez).
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1.5.2. Discos imagales

Los discos imagales son pequeios paquetes de células epiteliales que forman las estructuras
epidérmicas del adulto (Fristrom y Fristrom, 1993) como antenas, ojos, alas, patas halterios,
genitales (este disco formara los ductos genitales, glandulas accesorias y genitales externos),

entre otros (Fig. 6).

Durante la embriogénesis, los discos imagales presentan de 20 a 50 células, después
comienzan a desarrollarse (mitosis) en engrosamientos epidérmicos que luego se invaginan
para convertirse en vesiculas (éstos nunca se separan completamente de la epidermis). Una
vez que se formaron las vesiculas, un lado de ella comienza a crecer considerablemente,
formando un tubo que se va doblando hacia el interior a medida que va creciendo, el lado

opuesto de la vesicula no se dobla y forma la membrana peripodial.

En el 3° estadio larval y durante la pupacién el tubo de cada disco imagal, comienza a
desdoblarse empujando en contra de la membrana peripodial al mismo tiempo, las células se
alargan y comienzan a diferenciarse en su estructura adulta correspondiente. En el caso de los
discos imagales de las alas, la ultima ronda de division celular ocurre 24 h después de la
formacién del pupario (Bate y Martinez-Arias, 1991; Cohen, 1993; Tyler, 2000; Worley et al.,
2012).

Adulto
~ Clipeo- Qjo-
Labial 1gprym Humeral antena Pata Ala Halterio Genital
Metamorfosis : =X 2
Larva

Fig. 6 Localizacion y desarrollo de los discos imagales de Drosophila melanogaster
(Modificado de Gilbert, 2000).
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1.6. Prueba de Mutacién Somatica y Recombinacion Mit6tica (SMART)

La prueba de mutaciéon somadtica y recombinacion mitética en Drosophila melanogaster
(SMART, por sus siglas en inglés) propuesto por Graf et al, (1984) provee una evaluacién del
potencial de los xenobiéticos, ya que estima cuantitativamente la actividad mutagénica y
recombinogénica de dichos compuestos, a través del uso de marcadores genéticos recesivos
para los tricomas de las alas que se expresaran en los organismos adultos, como consecuencia
de la pérdida de heterocigosidad, resultado de alteraciones genéticas causadas por la
exposicion a un genotdxico durante el desarrollo de los discos imagales de las alas a lo largo

de la etapa larvaria (Garcia-Bellido y Merriam, 1971; Graf et al,, 1984).

Mediante los mecanismos de reparacion, las lesiones se reparan y las células contindan su
division celular, lo que dara lugar a clones celulares, es decir, “manchas” detectables en el
contexto silvestre de las alas de la mosca adulta (Garcia-Bellido y Merriam, 1971; Graf et al,
1984). Los marcadores genéticos utilizados son mwh (multiple wing hair) y fIr3 (flare), ambos
son marcadores autosdmicos recesivos que se localizan en el cromosoma IIl a 0.0 y 39.0

unidades de mapa (um), respectivamente.

Los eventos genéticos como mutacion puntual, no disyuncion, delecién y recombinacion entre
flr3 y mwh, daran lugar a una mancha simple, es decir, formada por s6lo alguno de los
marcadores genéticos utilizados (mwh o fIr?). Mientras que los eventos de recombinacion
mitotica entre el marcador proximal fIr3y el centromero originaran una mancha gemela que
se expresa fenotipicamente en las alas como una mancha formada por tricomas mwh y fIr3

(Fig. 7) (Graf et al, 1984).

Las ventajas de este ensayo respecto a otros sistemas de prueba de mutagénesis son: 1) el
utilizar las alas facilita la realizacién de preparaciones permanentes, manteniendo asi el
material original y permitiendo analizar y rectificar los resultados posteriormente, 2) la
exposicién de los organismos es in vivo, 3) es lo suficientemente sensible y tiene la capacidad
de establecer relaciones entre la estructura quimica del compuesto y la respuesta del

organismo.
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2. JUSTIFICACION

Diversos estudios muestran que el desarrollo del cidncer en humanos es un proceso
prolongado, sin embargo algunos tipos de cancer se diagnostican en los primeros afios de
vida. Esta rapida aparicién es incompatible con el tiempo esperado para acumular las
alteraciones necesarias para la transformacion celular y la progresion del tumor. Por otro
lado, se sabe que la Inestabilidad Genémica acelera la transformacién de una célula normal a

neoplasica.

Una explicacién que se ha propuesto es que la exposicién de los progenitores lo largo de su
vida ante agentes téxicos o su estilo de vida podria influir en la apariciéon de intestabilidad
genomica en la descedencia, ya que durante el desarrollo embrionario del nuevo individuo se
afectaria la integridad de su genoma lo que aumentaria la susceptibilidad de desarrollar

enfermedades crénicas a una edad mas temprana, entre ellas el cancer.

Por estas razones, en este trabajo se busco investigar la correlacion entre la exposicion de los
padres a un genotoxico conocido como el EC y los posibles efectos en su descendencia (efecto
multigeneracional) utilizando la prueba SMART, la cual evalia de manera cuantitativa la

inestabilidad genémica de las células.
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3. HIPOTESIS

Si la frecuencia de manchas en las células somaticas de la descedencia proveniente de padres
expuestos al EC es diferente al de la descedencia de padres no expuestos, entonces existiria

un impacto multigeneracional.

4. OBJETIVOS

4.1. General
Determinar el posible efecto multigeneracional del compuesto EC utilizando la prueba de

mutacion somatica y recombinacion mitdtica en las alas de Drosophila melanogaster.

4.2. Particulares

s Evaluar la respuesta genotdxica en las células somaticas de los organismos expuestos
directamente al EC.

» Estimar la fertilidad de los organismos tratados y compararla contra su testigo.

» Estimar la cantidad de progenie por familia de los organismos tratados y compararla contra
su testigo.

» Comparar la respuesta genotoxica en las células somaticas de la progenie proveniente de
padres expuestos (ya sea ambos o sélo uno de ellos) contra la respuesta genotoxica por
exposicion directa al EC.

s Determinar si existe un efecto diferencial en la respuesta genotéxica de las células somaticas
de la progenie dependiendo del progenitor que haya sido expuesto al EC ya sea ambos o

solo uno de ellos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Preparacion del EC

Las concentraciones del compuesto uretano o etil carbamato (EC), CAS 51-79-6 (Sigma-
Aldrich®) se elaboraron a partir de diluciones sucesivas de EC en agua destilada a partir de la
mayor concentracién a evaluar: 1, 0.078, 2.4x106, 4.7x10-%, 1.9x10-12 y 1.8x10-1* mM; estas
concentraciones en parte, se tomaron de un trabajo anterior en el laboratorio en el cual se

obtuvieron respuestas con el EC (Meza-Gonzalez, 2015).

El EC se disolvi6 a temperatura ambiente. Posteriormente en los tubos homeopaticos de
vidrio que contenian 1g de medio instantaneo para Drosophila (Carolina Biological Supply) se
agregaron 4.5 ml de la concentracién de EC correspondiente. Como testigo negativo se utiliz6

agua destilada.
5.2. Cruza SMART

La cruza SMART propuesta por Graf y colaboradores (1983) consiste en cruzar hembras
virgenes fIr?/In(3LR)TM3,BdS con machos mwh,e/mwh,e. La descedencia de esta cruza son
moscas transheterocigotas con dos genotipos: moscas libres de inversiones y moscas
portadoras de inversiones, que se distinguen fenotipicamente hasta la etapa adulta cuando
pueden ser diferenciadas por el color del cuerpo y la forma de sus alas (Fig. 8) (Graf et al.,

1983; Mufioz-Hernandez et al.,, 2008).

Las moscas libres de inversiones (LI) (+fIr3/mwh,e,+) presentan el color del cuerpo pardo y
sus alas son silvestres, mientras que las moscas portadoras de inversiones (PI)
(TM3,BdS/mwh,e,+) tienen el color de su cuerpo ébano, ya que son homocigotas para el
marcador ebony y presentan muescas en el borde de sus alas (Fig. 8) (Lindsley y Grell, 1972;

Graf et al., 1983; Ashburner et al, 2005).

El marcador e (ebony) es un gen autosémico recesivo que permite tener un segundo control

para garantizar la correcta identificacion de las moscas PI (Mufioz-Hernandez et al,, 2008).
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Fig. 8 Esquema de la obtencién de la progenie de la cruza SMART.

5.3. Procedimiento experimental

Para evaluar la exposicion directa del EC, se expusieron a moscas transheterocigotas de la
cruza SMART durante su desarrollo larval y se analizaron sus alas en la etapa adulta.
Posteriormente, para evaluar el efecto multigeneracional, fertilidad y promedio de progenie
por familia, se expusieron a las cepas fIr3/TM3,BdS y mwh,e/mwh,e al EC durante su
desarrollo larval y en la etapa adulta se realizaron diferentes sistemas de cruza, dependiendo

el progenitor expuesto al EC y se analizaron las alas de sus hijos (Fig. 10).
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5.3.1. Tratamiento a las moscas transheterocigotas de la cruza SMART

Para evaluar el dafio del EC por exposicidn directa, se realizé una cruza masiva con hembras
virgenes fIr3/TM3, BdS y machos mwh,e en frascos de vidrio con medio de cultivo. Tres dias
después, las moscas se transfirieron a frascos con medio fresco durante 8 horas para

recolectar huevos.

Transcurridos otros tres dias, las larvas de 72+ 4 h de edad fueron extraidas por el método de
Nothinger (1970), el cual consiste en separar las larvas mediante un gradiente de densidad
generado por una disolucidn de sacarosa al 20 % que fue vertida en un embudo de separacion
de 4 mm de & junto con las larvas, las cuales fueron enjuagadas y recuperadas en una malla

de nylon.

Con la ayuda de una espatula se colocaron aproximadamente 100 larvas en tubos
homeopaticos de vidrio que contenian 1 g de medio instantaneo (Carolina Biological Supply)
y 4.5 ml de la concentracion de EC correspondiente o de agua destilada, la cual se utiliz6 como

disolvente y testigo negativo.

Las larvas permanecieron en este medio hasta que entraron a metamorfosis y emergieron
como moscas adultas (exposicidon subcronica de 72 x 48 h, via alimentacién). Como testigo
negativo se emple6 agua destilada. Para cada concentracion se realizaron tres series

(réplicas) y el experimento se repitié en dos ocasiones.

Las moscas adultas transheterocigotas (LI y PI) obtenidas de la cruza SMART se cuantificaron
por sexo y fenotipo, para calcular la sobrevivencia y la proporcién sexual. Posteriormente, se
sacrificaron por exceso de anestesia (éter) y se fijaron en etanol al 70% para posteriormente

realizar las laminillas y analizar el fenotipo de las alas.
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5.3.2. Tratamiento a las lineas de la cruzas SMART modificada

Con el objetivo de determinar el posible efecto multigeneracional del EC mediante la prueba
de induccion de mutacién y recombinacion somatica, se colocaron de manera independiente
larvas de 72+ 4 h de edad de las lineas flr3/In(3LR)TM3,eBds y mwh,e/mwh,e en tubos
homeopaticos de vidrio, las cuales se expusieron durante 48 horas al medio Carolina con las

distintas concentraciones de EC.

Al llegar a la edad adulta, las moscas de las lineas flr3/In(3LR)TM3,eBds y mwh,e/mwh,e se
retiraron de los tubos homeopaticos, se contabilizaron y clasificaron con base en su sexo para
obtener la sobrevivencia y la proporcién sexual de cada cepa parental. Por cada lineas se
realizaron tres series (réplicas) de cada concentracion y el experimento completo se repiti6

en dos ocasiones.

Posteriormente para realizar los sistemas de cruza SMART modificada, se tomaron hembras
virgenes flr3/In(3LR)TM3,eBds y machos mwh,e/mwh,e ambos de maximo 3 dias de edad. En
total se colocaron 30 parejas por concentracion en proporcién 1:1 (hembra: macho) en tubos

de plastico con medio de cultivo fresco libre de EC.

Los sistemas de cruza SMART modificada fueron los siguientes: 1) Ambos padres fueron
tratados (T x T), 2) s6lo la hembra fue tratada (T x NT) y 3) s6lo el macho fue tratado (NT x T).
Como control negativo del tratamiento, se sembr6 una cruza en la cual ninguno de los padres
estuvo expuesto al EC, estos organismos se obtuvieron de cultivos con la misma edad que las

demas cruzas.

Transcurridos 5 dias, los progenitores fueron retirados de los tubos y se dejé que sus hijos
continuaran su desarrollo hasta imago (adulto). Después se contabiliz6 y clasificé la progenie
recobrada de cada sistema de cruza por sexo y fenotipo (LI o PI). Con esa informaciéon se
obtuvo la fertilidad, el promedio de la progenie por familia y la proporcién sexual de cada
sistema de cruza. Finalmente, se sacrificé por exceso de anestesia (éter) y se fijo en etanol al

70% para posteriormente realizar las laminillas y analizar el fenotipo de las alas.
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5.3.3. Preparacion de laminillas

Para el analisis de la induccién de mutacién somatica y recombinacién mitética, se procedio al
montaje de las alas de las moscas LI obtenidas tanto de la cruza SMART, como de los sistemas
de cruza SMART modificada. Se separaron las alas del cuerpo de cada mosca con ayuda de
unas pinzas de relojero y se colocaron en un portaobjetos con soluciéon Fauré (30g de goma

de arabiga, 20ml de glicerol, 50 g de hidrato de cloral y 50 ml de agua) (Graf et al, 1984).

En cada portaobjetos se colocaron 20 pares de alas: 10 de hembras y 10 de machos y se
montaron tres laminillas (120 alas) por concentracién de EC y para cada sistema de cruza. Los
tricomas de las alas se revisaron con un microscopio 6ptico a un aumento de 40X, se
registraron con base en fenotipo de la mancha (mwh, fIr3 o ambos), el nimero de células que

forman la mancha y su ubicacién en el ala.

5.3.4. Criterios de registro

Los criterios de registro de las manchas se establecieron con base en Graf et al. (1984).
Las manchas simples estan constituidas por tricomas con el marcador fIr3 o mwh, mientras

que las manchas gemelas exhiben ambos tipos de marcadores formando la mancha (Fig. 9).

Fig. 9 Tipos de manchas recobradas en la prueba SMART.
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Las manchas mwh, se cuantifican a partir de la presencia de tres o mas tricomas por célula en
la mancha, puesto que las células con dos tricomas se pueden originar por una alteracion
independiente de la mutacion mwh y por esto no se toman en cuenta, a menos que se
encuentren formando una mancha en la que haya al menos una célula con tres tricomas (Graf

et al, 1984).

Por udltimo, se consideran que dos manchas son eventos independientes cuando existe una

separacion de tres o mas hileras de tricomas regulares (silvestres) entre ambas.
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Fig. 10 Diagrama de la metodologia utilizada.
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5.4. Analisis estadistico
5.4.1. Sobrevivencia y proporcion sexual

Para establecer la toxicidad de la exposicion al EC se obtuvo el promedio de la Sobrevivencia
(S) por tubo. Se integraron los resultados obtenidos en las repeticiones para obtener un

promedio por cada concentracion.

Numero total de moscas recobradas por [X] EC

Sobrevivencia promedio = -
Numero total de tubos por [X] EC

Se realiz6 un ANOVA de una via para determinar las diferencias significativas entre las
concentraciones de EC y el testigo y una prueba de Tukey cuando el ANOVA mostré una

diferencia significativa, en todos los casos se utiliz6 o= 0.05.

La Proporcion Sexual (PSx) permite identificar si la exposicion al EC afect6 de manera
particular a un sexo. Se calcul6 mediante el cociente de la suma de todos los individuos

reobrados de un sexo en un tubo entre el total de individuos de ambos sexos por tubo.

Se integraron los resultados obtenidos de todas las repeticiones para obtener un promedio de

la PSx por cada concentracidn.

. NUmero machos o hembras recobrados por [X] EC
Proporcion Sexual =

Numero total de moscas recobradas por [X] EC

Para comparar la proporcion sexual de las series experimentales y sus testigos
correspondientes se calculé el Intervalo de Confianza del 95% (ICo.95), con base en los valores

de los testigos respectivos de cada sexo.
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5.4.2. Efecto reprotoxico: fertilidad y progenie por familia

Para evaluar el impacto reprotéxico en los sistemas de cruza SMART modificada (NTXT, TxNT,
TxT), se determin la fertilidad, el cual evalua la repercusion en la capacidad reproductiva de

los progenitores expuestos al EC.

La Fertilidad (frt) se calcul6 dividiendo el nimero total de familias que tuvieron progenie,
entre el namero total de familias que se sembraron; esto se calculé para cada concentracion

de EC y para el testigo, asi como en cada sistema de cruza.

. Numero total de tubos con progenie por [X] EC
Fertilidad =

Numero total de tubos sembrados por [X] EC

Para determinar diferencias significativas en la fertilidad, se realizé una prueba de Z para
proporciones a un nivel de significacién de 0.05 (a = 0.05), comparando la proporcién de
familias que tuvieron hijos de cada concentracién de EC, con la proporcién de familias fértiles

del testigo.

La progenie por familia (ppf) es un biomarcador que evalia si se modifica la cantidad de
descendencia ante la exposicion de los progenitores al EC. Para ello, se dividié el nimero total
de hijos, entre el niimero total de familias que tuvieron hijos; esto se calculé para cada

concentracion de EC y para el testigo, asi como en cada sistema de cruza.

Numero total de hijos por familia sembrada en cada [X] EC

Progenie por familia =
Numero total de familias con hijos en cada [X] EC

Se realiz6 un ANOVA de una via por sistema de cruza, para determinar las diferencias

significativas en la ppf entre las concentraciones de EC y el testigo y una prueba de Tukey

cuando el ANOVA mostro una diferencia significativa, en todos los casos se utiliz6 un nivel de

significacion de 0.05 (o = 0.05).
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5.4.3. Frecuencia de mutacion somatica y recombinacién mitética

El andlisis estadistico de la comparacion total de las manchas encontradas en las alas de la
descendencia de cada sistema de cruza puede llevar a cuatro posibles resultados indicados en

la tabla 2:

Tabla 2. Analisis estadistico del procedimiento de decisién multiple
Frei & Wurgler (1988)

Hipotesis No se rechaza Ha Se rechaza Ha
No se rechaza Ho Indeterminado (i) Negativo (-)
Se rechaza Ho Positivo (1) Débil Positivo (w)

Se evaluaron distintos atributos en lo que se refiere a la frecuencia de mutacién somatica y

recombinacién mitética:

3 El tamafio de la mancha: las manchas chicas corresponden a 1 o 2 células y las manchas
grandes estan representadas por 3 o mas células. El tamafo de la mancha permite estimar el
numero de divisiones celulares que ocurrieron después de la induccion del cambio genético
en la célula original afectada, por lo tanto, es un indicador del tiempo en el que se origind la
mancha durante el desarrollo de la mosca, en ausencia de arresto o muerte celular (Graf et al,

1984; Ramos-Morales et al.,, 2000).

3 Fenotipo de la mancha: cuando la mancha presenta el marcador ya sea fIr’> o mwh se dice
que es una mancha simple, en cambio, cuando la mancha estd constituida por ambos

marcadores se le denomina gemela.

3 El nimero de manchas por mosca: se determina para identificar la diferente susceptibilidad
de los organismos de una poblacidn al tratamiento, es decir, en una poblacion de organismos
que estuvo expuesta a un compuesto, algunos mostraran mayor evidencia del dafio
ocasionado por el compuesto, mientras que otros llegaran a mostrar poco o ningin dafo

(Ramos-Morales et. al,, 2000).
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6. RESULTADOS

De acuerdo con los objetivos establecidos en este trabajo; en primera instancia se evalué el
efecto directo del EC en los organismos expuestos durante el desarrollo larvario, mediante los
biomarcadores de sobrevivencia y proporcién sexual, tanto en las moscas de la cruza SMART

como en las lineas utilizadas para la cruza SMART modificada .

Posteriormente, para evaluar el dafio multigeneracional se realizaron tres sistemas de cruzas
SMART modificada, a partir de las lineas parentales expuestas al EC: NTxT, TxNT, TxT y en
cada una se evalué la capacidad reproductiva (fertilidad, progenie por familia) y la
repercusion en alguno de los sexos en particular. Finalmente, se analiz6 la frecuencia de
mutacién somatica y reombinaciéon mitética en la descedencia de los diferentes sistemas cruza
y se compar6 con la frecuencia de mutacién somatica y reombinaciéon mitética en las moscas

de la cruza SMART expuesta directamente al EC durante su desarrollo larvario.

6.1. Efecto del EC en moscas de la cruza SMART

6.1.1. Sobrevivencia y Proporcion Sexual
En la tabla 3 se muestran los valores obtenidos de la Sobrevivencia y la Proporcion Sexual de
las moscas transheterocigotas expuestas durante su desarrollo larval a las diferentes

concentraciones de EC.

Como se muestra en la figura 11, la sobrevivencia de las moscas LI es notoriamente mayor a
su testigo sdlo en las concentraciones mas altas (0.078 y 1Mm) por el contrario, la
sobrevivencia de las moscas Pl se mantiene por debajo de su testigo en todas las
concentraciones probadas; aunque en ningtn tipo de moscas hubo diferencias significativas

respecto a su testigo (p >0.05).
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Tabla 3. Sobrevivencia (promedio * e.e.) y Proporcién Sexual (promedio + e.e.) de las moscas
transheterocigotas tratadas con EC durante su desarrollo larvario.
LIBRES DE INVERSION PORTADORAS DE INVERSION
EC Proporcién Sexual Proporcién Sexual
[mM]

N  Promedio Hembras Machos N Promedio Hembras Machos
0.0E+00 104 17.33+2.30 0.57+0.06 0.43+0.06 146 2433+3.61 0.53+0.07 0.47+0.07
1.8E-14 116 19.33+5.57 0.44+0.03* 0.56+0.03 * 127 21.17+558 0.59+0.04 0.41+0.04
9.1E-12 111 1850+£3.87 0.41+0.04* 0.59+0.04 * 142 23.67=4.02 052+0.03 0.48=+0.03
4.7E-09 119 19.83+3.88 0.42+0.04* 0.58+0.04 * 124 20.67+4.81 0.50%=0.07 0.50+0.07
24E-06 112 18.67+4.81 0.58=+0.10 0.42+0.10 134 2233498 0.51+£0.04 0.49%=0.04
7.8E-02 149 24.83+6.48 037+0.08* 0.63+0.08 * 125 20.83+7.29 0.45=+£0.09 0.55+0.09
1.0E+00 167 27.83+5.99 0.50+0.11 0.50+0.11 125 20.83+5.66 042+0.03 0.58+0.03

N, progenie total; Intervalo de Confianza 95%, *diferencias significativas con el testigo.
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Fig. 11 Indice de Sobrevivencia de las moscas transheterocigotas expuestas directamente al EC
durante su desarrollo larval.
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En cuanto a la Proporcion Sexual de las moscas transheterocigotas (Fig. 12), sélo en las

moscas LI se afecté la proporcion de hembras y machos de manera significativa en las

concentraciones 1.8E-14, 9.1E-12, 4.7-09 y 0.078 mM en comparacién con el testigo (I1Co.95).

En la figura 13 se muestra que la proporcion sexual en las moscas PI es muy similar al testigo

en sélo en las concentraciones intermedias (9.1E-12, 4.7-09 y 2.4E-06).
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Fig. 13 Proporcion Sexual de las moscas PI de la cruza SMART, expuestas al EC durante su

desarrollo larvario.
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6.1.2. Frecuencia de mutacion somatica y recombincacion mitdtica

En la tabla 4 se muestra la frecuencia de las manchas en las moscas transheterocigotas
tratadas con EC durante su desarrollo larval. En lo que se refiere a las manchas totales, en
todas las concentraciones la frecuencia es mayor en comparaciéon con el testigo, teniendo

diferencias significativas en tres concentraciones: 9.12E-12, 4.7E-09 y 1 mM.

La frecuencia de manchas chicas y grandes fue mayor en todas las concentraciones de EC
comparado con su testigo. En la figura 14 se muestra el incremento en la frecuencia de
manchas chicas en relacidn con la concentracion de EC, desde la concentracién mas baja hasta
4.7E-09 mM. Respectivamente, la distribuciéon de las manchas grandes tiene su limite en el
rango de 9-16 células/mancha, obteniendo diferencias significativas sélo en la concentracion

mas alta (Fig. 14 y Tabla 4).

Por ultimo, se observd que en todas las concentraciones probadas, la frecuencia de moscas sin
manchas fue menor al testigo, por lo tanto, se encontré una amplia distribucién de las
manchas/moscas, especificamente en las concentraciones 4.7E-09 y 1Mm poco mas de la

mitad de las moscas tuvieron manchas augnue de tamafio pequefio (1-2 células)(Fig. 15).

Tabla 4. Frecuencia de manchas en las alas de las moscas transheterocigotas tratas con EC.

Frecuencia de manchas por ala (nfimero de manchas)

[mM] EC N2 alas

Mndas e Manchasgmndes MO g e
0.0E+00 120 024(29) (i) 0.02 (2) i 001(1) (i) 027(32) (i)
1.8E-14 120 031(37) () 0.06 (7) (i) 002(2) (i) 038(46) (i)
9.1E-12 120 037 (44) (i) 0.06 (7) i  000(0) (i) 043(51) (4
4.7E-09 120 050(60) (+)  0.04(5) () 001(1) () 055(66) (+)
2.4E-06 120 030(36) () 0.04 (5) i 003(3) (i) 037(44) (i)
7.8E-02 120 029(35) () 0.04 (5) i 002(2) () 035(42) ()
1.0E+00 120 041(49) (+)  008(10) (+) 001(1) () 050(60) (+)

Diagnostico estadistico de acuerdo con Frei y Wurgler (1988): (+) positivo; (-) negativo; (i) indeterminado,
nivel de significancia a = 0.05.
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Fig. 14 Distribucién de la frecuencia del tamafio de mancha (nimero de células) de las moscas
transheterocigotas expuestas al EC.
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Fig. 15 Distribucién de la frecuencia de manchas/mosca de las moscas transheterocigotas
expuestas al EC.
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6.2. Efecto del EC en las lineas de la cruza SMART modificada

6.2.1. Sobrevivencia y Proporcion Sexual
Se obtuvieron dos indicadores de toxicidad: la sobrevivencia y la Proporcién Sexual (PS). La
sobrevivencia se refiere al numero de organismos adultos que se recobran en las diferentes

concentraciones y en el testigo.

En la tabla 5 se muestran los valores obtenidos de la Sobrevivencia y la Proporcion Sexual de
las lineas parentales (fIr?/InTM3 y mwh,e) y la cepa Canton-S (control de linea) tratadas
durante la etapa larvaria a diferentes concentraciones de EC (1.8E-14 a 1 mM) y en el testigo

de sacarosa al 5%.

En la cepa mwh,e, a partir de 9.1E-12 mM, se recuperaron mas moscas en las series
experimentales que en el testigo, mientras que en la cepa fIr3/InTM3 se obtuvo una mayor
sobrevivencia respecto al testigo hasta las concentraciones mas altas, especificamente a partir
de 2.4E-06 mM. Sin embargo, la sobrevivencia promedio fue muy similar en las dos cepas

parentales.

La comparaciéon de la sobrevivencia entre las dos cepas parentales no mostr6 diferencias

significativas con respecto a la CS (ANOVA de dos vias, p>0.05).

Tabla 5. Sobrevivencia (promedio # e.e.) y Proporcidn Sexual (promedio * e.e.) de las distintas
cepas parentales tratadas con EC.

. Cs 1/ InTM3, e B&® mwh, e/ mwh, e

[mM] Proporcién Sexual Proporecién Sexual Proporcién Sexual

N Promedioc  Hembras Machos N Promedio Hembras Machos N Promedio Hembras Machos
0.0E+00 |381 42.33x4.08 0.43x0.03 057+0.03 | 92 30.67£9.61 040=0.06 0.60=x0.06 | 180 30.00=3.53 0.51=0.05 0.49+0.05
1.8E-14 | 411 45.67+6.79 0.45=0.02 055+002 | 73 2433+6.69 051+006 049=006 | 174 29.00+291 042=+0.02 0.58+0.02
9.1E-12 | 398 44.22+8.66 042+0.03 0.58+£0.03 | 81 27.00£7.57 051£0.05 049+0.05 198 33.00£089 043+0.03 0.57+0.03
47E-09 |389 43.22+5.04 0.48=0.02 052+002 | 82 2733426 0.36=007 0.64=0.07 |219 3650=250 049=0.05 0.51+0.05
24E-06 |459 51.00+4.98 0.49x0.02 * 0.51+0.02 | 95 31.67+3.28 043x0.03 057x0.03 | 207 3450=1.69 0.54+0.01 046+0.01
7.8E-02 |421 46.78+7.15 0.52+0.02 . 048+0.02 | 94 31.33+895 042=0.04 058=0.04 |213 3550=085 048=0.03 052=0.03
1.0E+00 | 424 47.11+858 0.43+0.03 057+003 | 114 38.00+8.08 043+002 057=002 |192 3200+268 051+0.03 0.49+0.03

N, sobrevivencia; Intervalo de Confianza 95%, *diferencias significativas con el testigo
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Para comparar el efecto del tratamiento en las lineas parentales contra sus testigos, se

obtuvo el Indice de Sobrevivencia (IS) (Fig. 16).

Este indicador se obtuvo dividiendo la cantidad de organismos recobrados en los lotes de
cada concentracién (incluyendo al testigo) entre el nimero de organismos recobrados del
testigo (valor 1.0), con ello se puede apreciar mejor la tendencia de la respuesta en cada
linea. En general, en las tres cepas el EC no resulto ser letal y la sobrevivencia fue mayor en

comparacién con su testigo en las tres concentraciones mas altas (Fig. 16).
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Fig. 16 Indice de Sobrevivencia de las cepas parentales tratadas con EC.

La Proporcion Sexual (PS) de las lineas de la cruza SMART modificada se calcul6 para
determinar si el EC influyé de manera particular a alguno de los sexos (Tabla 5 y Fig. 17). La
linea fIr3/InTM3 mostré una mayor desviacion respecto al valor del testigo, sin embargo, en
ninguna concentracion lleg6 a ser significativa (Fig. 17a). La linea mwh,e (Fig. 17b) mostro
una respuesta similar a la cepa CS en la mayoria de las concentraciones experimentales, sin
embargo, en la cepa CS hubo diferencias significativas en las concentraciones 2.4E06 y 0.078

mM en comparacién con la PS de su testigo (1Co.05) (Fig. 17c).
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6.2.2. Daiio reprotoxico: fertilidad, progenie por familia, proporcion sexual

Una vez que se contabilizaron todos los organismos recobrados del tratamiento de cada
linea parental: fIr3/InTM3 y mwh, e, se realizaron los distintos sistemas de cruzas: NTxT,
TxNT y TxT. Se evalu6 la capacidad reproductiva (fertilidad), la cantidad de progenie por

familia y la proporciéon sexual de la descendencia de estos sistemas de cruza.

Los resultados de la fertilidad de cada sistema de cruza se compararon con una prueba Z
para proporciones (a=0.05), en cada una se compar6 el nimero de parejas de los lotes
experimentales que tuvieron hijos contra su testigo correspondiente. Sélo en la
concentracion 4.7E-09 mM en la cruza TxT (Fig. 18) se obtuvo un efecto significativo

respecto a su testigo.

Al comparar la fertilidad entre los distintos tipos de cruza, se encontraron diferencias

significativas entre las cruzas TXT y NTxT en la concentracién 4.7E-09 mM (Tabla 6).

La cantidad de progenie por familia recobrada en los lotes experimentales se contrasté
por medio de un ANOVA de una via; sélo se confirmaron diferencias significativas en la

concentracion 2.4E-06mM en la cruza TxT (p=0.02) en comparacién con su testigo.

Para comparar la progenie por familia de cada sistema de cruza, se dividi6 la cantidad de
progenie recobrada de cada concentracion (tanto las moscas libres como las portadoras
de inversion) entre el numero de organismos correspondientes recobrados en el testigo
(Fig. 19).

En comparacion con su testigo de cada sistema de cruza, se recobr6 menos descendencia
cuando sélo la hembra estuvo afectada y mayor descendencia cuando ambos padres

fueron tratados, en especial en las concentraciones 9.1E-12, 2.4E-06 y 0.078 mM.
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Tabla 6. Fertilidad y Progenie por Familia de los distintos sistemas de cruzas.

EC NTxT TxNT TxT

[mM] N Fert ppf N  Fert ppf N Fert ppf

0.0E+00 | 1526 0.8 3815 + 3.1| 548 08 6089 £ 72| 271 09  33.88 % 80

180E.14 | 1151 07 3488 + 36| 518 07 6475 +83| 275 09 3438 + 67

0.10E-12 | 1820 08 4667 = 40| 610 09 6100 92| 498 10 5533 + 7.8

470E-09 | 1764 0.8 b44.10 + 3.5| 295 0.6 4214 +54| 155 04 *a 875 = 7.0

2 40E-06 | 1320 07 3771 + 39| 584 09 5840 85| 521 09 6513 £11.7*

7gE.02 | 1689 08 4120 + 43| 450 09 4500 £106| 556 10 6178 £ 85
__LOE+00 1891 0.8 4849 + 4.0 469 0.8 5211 = 7.3| 287 0.9 35.88 = 5.7

N, progenie total; Fert, fertilidad; ppf, progenie por familia,* diferencia con el testigo; 2 b diferencia entre

1.0

cruzas (ANOVA p=0.021) (z proporciones a=0.05).
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Fig.18 Fertilidad de las cruzas SMART modificadas: TxT, TxNT, NTxT: realizadas a partir de las
lineas expuestas al EC, z para proporciones, * diferencia con el testigo, 2 diferencia entre cruzas,

p<0.05
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Fig. 19 Progenie por familia corregida de las cruzas SMART modificadas realizadas a partir de las
a partir de las lineas expuestas al EC. ANOVA una via, * p<0.05 diferencia con el testigo.

Los resultados de la Proporcion Sexual (PS) de los dos genotipos de moscas (LI y PI)
pertenecientes a la progenie de los distintos sistemas de cruza NTXT, TxNT y TxT, se

encuentran en las tablas 7, 8 y 9 respectivamente.

En general, en todas las concentraciones probadas se encontraron afectaciones
significativas en el nimero de hembras y machos en comparacion con su testigo
correspondiente, y la concentracidon 0.078 mM es la que mas se repite como significativa

(IC 05) (Fig. 20, 21y 22).

Al comparar la PS de la progenie de los diferentes sistemas de cruza, se muestra que en la
cruza NTxT (padre tratado), s6lo en las moscas Pl se presentaron resultados
significativos a partir de las concentraciones intermedias hasta las mas altas, ademas se

obtuvieron mas resultados significativos en comparacion con los otros sistemas de cruza

(Fig. 20).
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En la descendencia de la cruza donde s6lo la madre estuvo expuesta, la PS en las moscas
LI resultd ser significativa s6lo en la concentracion 0.078 mM y para el caso de las moscas

PI sélo en las concentraciones intermedias de EC: 9.1E-12 y 2.4E-06 mM (Fig. 21).

Para la cruza con dos padres tratados, en las moscas LI los datos significativos de la PS fue
alternando a lo largo de las concentraciones (1.8E-14, 4.7E-09 y 0.078 mM) en cambio, en
las moscas PI las diferencias se limitaron a las dos concentraciones mas altas (0.078 y 1

mM) (Fig. 22).

La exposicion de los padres al EC durante su desarrollo larvario, alter6 la proporcion de
hembras y machos en su descendencia, tanto en el genotipo de las moscas LI como en las
moscas PI, aungnue las moscas LI presentaron un mayor ndmero de valores significativos

en la PS, sin importar el sistema de cruza.
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Tabla 7. Progenie por familia (promedio * e.e.) y Proporcidn Sexual (promedio * e.e.) de la
descedencia de la cruza NT x T.

LIBRES DE INVERSION PORTADORAS DE INVERSION
EC Proporcion Sexual Proporcion Sexual
[mM] i .

N Promedio Hembras Machos N Promedio Hembras Machos
0.0E+00 815 20.38%+1.66 0.48+0.03 0.52 +£0.03 711 17.78x1.62 0.47+0.02 0.53+0.02
1.8E-14 584 17.70+1.94 0.51+0.03 0.49 £ 0.03 567 17.18=1.84 0.47+0.03 0.53+0.03
9.1E-12 964 24.72+2.05 0.50=+0.02 0.50+0.02 856 2195+2.18 0.55+0.03* 045+0.03*
4.7E-09 890 22.25+1.81 0.49=+0.02 0.51+0.02 874 2185+1.83 052+0.02* 048=+0.02*
24E-06 680 19.43+2.00 0.47=+0.03 0.53+0.03 640 18.29+2.08 0.49+0.03 0.51+0.03
7.8E-02 848 20.68+2.31 0.52+0.02 0.48£0.03 841 2051+211 051+0.02* 049=+0.02*
1.0E+00 926 23.74+2.09 0.52=+0.02 0.48 £ 0.02 965 24.74+2.07 054+002*% 046=+0.02%

N, progenie total; Intervalo de Confianza 95%,

a)

b)

Proporcion Sexual

Proporcion Sexual

* diferencias significativas con el testigo.
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Fig. 20 Proporcion Sexual de la descedencia de la cruza NTXT: a) Libres de inversion y
b) Portadoras de Inversion, *dif. sig. con su testigo (1Co.95).
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Tabla 8. Progenie por familia (promedio * e.e.) y Proporcion Sexual (promedio + e.e.) de la

descedencia de la cruza T x NT.

EC
[mM]

0.0E+00
1.8E-14
9.1E-12
4.7E-09
2.4E-06
7.8E-02

1.0E+00

LIBRES DE INVERSION PORTADORAS DE INVERSION
Proporcién Sexual Proporcién Sexual
N Promedio Hembras Machos N Promedio Hembras Machos
280 31.11+4.88 054+0.02 046=0.02 268 29.78+4.13 0.58+0.03 0.42=0.03
284 3550+ 506 053+0.03 0.47+0.03 234 29.25+452 054+0.03 0.46+0.03
300 30.00+ 5.09 0.54+0.04 046=0.04 310 31.00+4.43 050%+0.04% 0.50=0.04*
152 21.71+291 054+0.02 0.46+0.02 143 20.43+2.68 053+0.04 0.47=0.04
303 30.30x4.28 0.54+£0.03 0.46=0.03 281 28.10=4.70 0.48=+0.04* 0.52=0.04*%
223 2230+5.72 047+£0.06 0.53=0.06 227 22.70+5.04 0.58+0.03 0.42=0.03
239 2656+4.17 056+0.04 044=0.04 230 25.56=3.45 057+£0.03 0.43=0.03

N, progenie total; Intervalo de Confianza 95%, *diferencias significativas con el testigo.
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b)

Proporcién Sexual
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Fig. 21 Proporcion Sexual de la descedencia de la cruza TxNT a) Libres de inversién y
b) Portadoras de Inversion de la cruza TxNT, * dif. sig. con su testigo (ICo.95).
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Tabla 9. Progenie por familia (promedio + e.e.) y Proporcién Sexual (promedio + e.e.) de la
progenie de lacruza T x T.

LIBRES DE INVERSION PORTADORAS DE INVERSION
EC Proporcion Sexual Proporcién Sexual
mM
[mM] N Promedio Hembras Machos N Promedio Hembras Machos
0.0E+00 126 15.75+3.78 0.41+0.05 059+0.05 145 18.13+4.54 0.44+0.04 056+0.04
1.8E-14 139 17.38+3.63 0.59=+0.08* 041+0.08* 136 17.00=3.41 052+0.03 0.48+0.03
9.1E-12 252 28.00+4.43 050+0.03 050+0.03 246 2733+388 050+0.01 0.50+0.01
*
47E-09 89 22.25+3.12 052+0.05 048+005* 66 1650+4.44 046+008 0.54+0.08
24E-06 285 35.63+6.99 048=+0.06 052+006 236 29.50=£559 0.52+005 0.48+0.05
*
7.8E-02 267 29.67+441 054+0.04 046+0.04% 289 32.11+445 055+0.02* 045+0.02*
1.0E+00 142 17.75+3.51 045+ 0.05 0.55+0.05 145 18.13+3.34 056+0.05% 0.44+0.05*
N, progenie total; Intervalo de Confianza 95%, * diferencias significativas con el testigo.
a) 038
_ 07 *
20614 ,_%\ x x
5 \\ ’, \‘s . - B i Y —‘*
» 05 P ’,=i S = T S
S 04 ¢ \%—" ?
2 0
5 03
=9
E 0.2
0.1
0 T L] L] T 1
0 1.80E-14 9.10E-12 4.70E-09 2.40E-06 0.078 1
Etil Carbamato[mM] --@-Q -@-d
b) os
0.7 ¥
= *
= 0.6 T T
ol S v————
- - Seea - il TP S
S 04 ¢ t— 'E
=
g. 0.3
o 0.2
=
& 01
0 T T T T T '
0 1.80E-14 9.10E-12 4.70E-09 2.40E-06 0.078 1
Etil Carbamato [mM]  --@-Q --m-J

Fig. 22 Proporcion Sexual de la descedencia de la cruza TxT: a) Libres de inversion y
b) Portadoras de Inversion, *dif. sig. con su testigo (1Co.95).
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6.2.3. Dafo multigeneracional

Para determinar el dafio multigeneracional del EC, se analizaron las células somaticas de
la descendencia de los distintos sistemas de cruza SMART modificadas, dependiendo el
progenitor expuesto al EC durante su desarrollo larvario. En todos los casos se evalud la
cantidad, el tamafio de las manchas (células por mancha), asi como su prevalencia a nivel
poblacional (manchas por mosca) encontrandose resultados particulares dependiendo el

tipo de progenitor expuesto al EC.

6.2.3.1. Frecuencia de manchas chicas, grandes y totales
La tabla 10aindica la frecuencia de manchas de la descendencia de la cruza NTXT, la
frecuencia de manchas chicas y totales que se obtuvoen las concentraciones
intermedias (9.1E-12, 4.7E-09 y 2.4E-06) se encontré por debajo de la frecuencia de
manchas del testigo, siendo la frecuencia de la concentracion 9.1E-

12 mM significativamente mas baja que la del testigo (Fig. 25).

Por otro lado, en todas las concentraciones experimentales (excepto 9.1E-12), la
frecuencia de manchas grandes fue estadisticamente significativa en comparacién con su

testigo (Tabla 10a).

Cuando so6lo la madre estuvo expuesta (TxNT), la frecuencia de manchas chicas y totales
en la descendencia fue variable a lo largo de las concentraciones, sélo la concentracién
2.4E-06 fue estadisticamente significativa, mientras que en las concentraciones 4.7E-09 y

0.078 mM la frecuencia de manchas totales fue inferior respecto al testigo (Tabla 10b).

En la descendencia de la cruza TxT la frecuencia de manchas chicas y totales mostré un
incremento a la par de las concentraciones de EC; la concentracion mas baja (1.8E-14) y
las tres mas altas (2.4E-06, 0.078 y 1mM) mostraron resultados significativos en

comparacion con el testigo (Tabla 10c).
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Tabla 10. Frecuencia de manchas de la descedencia de los sistemas de cruza expuestos al EC
a) Progenie de la cruza hembra No Tratada X macho Tratado (NT x T)

Frecuencia de manchas por ala (nimero de manchas)

[mM] EC N2 alas :

Mo ancorgrnies W e
0.0E+00 120 034(41) (i) 0.00 (0) G  001(1) (i) 035(42) (i)
1.8E-14 120 031(37) ()  012(14)  (+) 001(1) () 043(52) (9
9.1E-12 120 012(14) (+)  0.03(3) ()  003(4) (@) 017(21) ()
4.7E-09 120 023(28) () 0.06 (7) (+)  001(1) (i) 03036 (9
2.4E-06 120 019(23) () 0.07 (8) (+)  001(1) (i) 027(32) (9
7.8E-02 120 031(37) ()  008(10) (+) 003(3) () 042(50) ()
1.0E+00 120 029(35) (1) 0.04 (5) (+)  002(2) () 035(42) (9

b) Progenie de la cruza hembra Tratada X macho No Tratado (T x NT)

Frecuencia de manchas por ala (nimero de manchas)

[mM] EC N2 alas

Manchas chicas Manchas grandes Manchas Manchas totales

(1-2 células) (>2 células) gemelas

0.0E+00 120 0.25(30) (i) 0.08 (10) (i) 0.00() (i) 033(40) (i)
1.8E-14 120 026(31) (9 0.08 (9) (i) 000(0) (i) 033(40) ()
9.1E-12 120 033(39) () 0.05 (6) () 002(2) (i) 039(47) (9
4.7E-09 120 0.20(24) () 0.04 (5) () 002(2) (i) 026(31) ()
2.4E-06 120 0.38(46) (+) 0.12 (14) () 003(3) () 052(63) (¥
7.8E-02 120 022(27) (9 0.07 (7) () 002(2) (i) 031(37) (9
1.0E+00 120 024(29) () 0.08 (9) () 003(4) (i) 035(42) ()

c) Progenie de la cruza hembra Tratada X macho Tratado (T x T)

Frecuencia de manchas por ala (niimero de manchas)

[mM] EC N2 alas .

Mordhas e Mandhaerandes Mo panchas ol
0.0E+00 120 017 (21) (@) 0.08 (10) () 000(0) () 026(31) (i)
1.8E-14 120 037 (44)  (+) 0.06 (7) () 003(3) (i) 045(54) (+)
9.1E-12 120 0.22(26) (i) 0.04 (5) () 001(1) () 028(32) (i)
4.7E-09 120 028(33) (i) 0.08 (9) () 001(1) (i) 036(43) (i)
2.4E-06 120 034 (41)  (+) 0.04 (5) () 0.03(4) (i) 042(50) (+)
7.8E-02 120 0.41(49)  (+) 0.08 (9) () 0.00(0) (i) 048(58) (+)
1.0E+00 120 031(37) (4 0.06 (7) () 003(3) (i) 039(47) (+)

Diagnostico estadistico de acuerdo con Frei y Wurgler (1988): (+) positivo; (-) negativo; (i) indeterminado,

nivel de significancia o = 0.05.
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En la figura 23 se muestra la frecuencia de manchas totales registradas en la progenie de
los tres sistemas de cruza ydelas moscas expuestas al EC durante el desarrollo
larvario. La descendencia de la cruza TxT presentd una respuesta muy similar a los
organismos expuestos directamente al EC, mientras que la progenie de la cruza donde
s6lo la hembra estuvo expuesta al EC,tuvo fluctuaciones a lo largo de los lotes
experimentales y la progenie donde sdlo el macho estuvo expuesto al EC presentd la
menor cantidad de manchas totales en comparacion con los otros tipos de cruza y con los

organismos expuestos al EC.
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Fig. 23 Frecuencia corregida de las manchas totales de la descedencia de los sistemas de
cruzas SMART modificada y de las moscas transheterocigotas de la cruza SMART * Diferencias
significativas respecto al testigo (a = 0.05)
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6.2.3.2. Distribucion de la frecuencia de células por mancha

En la figura 24 se muestrala distribucion dela frecuencia de células/manchade la
progenie de la cruza NTxT,a pesar de que en todaslas concentraciones probadas se
encontraron manchas de tamafio pequeifio, ninguna rebasé a lasdesu testigo. Sin
embargo, se obtuvo una distribucién continua de manchas grandes en la mayoria de las
concentraciones probadas, percibiéndose claramente en 1.8E-14, 4.7E-09 y 0.078 mM.

En la concentracion 9.1E-12 mM se encontré la menor cantidad de manchas, sin embargo,
una tercera parte corresponde a manchas grandes. Ademas, se encontraron diferencias
significativas en la frecuencia de manchas con mas de 3 células (incluidas las manchas
gemelas) en todas concentraciones probadas de EC en comparacién con su testigo (Tabla

10a).

Para la progenie de la cruza cuando sélo la madre fue tratada (Fig. 25) se encontré
que la distribucién de las manchas chicas a lo largo de las concentraciones de EC, a pesar
de presentar variaciones siempre fue menor al testigo y la distribucién de la frecuencia de
manchas grandes fue mas amplia, encontrando manchas de hasta mas de 100

células/mancha, aunque en una baja frecuencia y sélo en 1.8E-14 y 2.4E-06 mM.

En el caso de la progenie de ambos padres expuestos al EC, la distribucion de las
células/mancha se comport6 de manera opuesta a los otros sistemas de cruza, en la figura
26 se muestra que en todas las concentraciones se obtuvo una mayor cantidad de
manchas chicasen comparaciéon con su testigo y la distribucién de la frecuencia de

manchas grandes no supero a la del testigo en ninguno de los lotes experimentales.

57



0.35

=
[
w

0.2

0.15

Frecuencia de Manchas

> 1.80E-14 i
:\39 B0E-14 Etil Carbamato [mM]

Fig. 24 Distribucién de la frecuencia del tamafio de mancha (nimero de células) de la progenie de
la cruza NTXT - macho tratado.

0.35
0.3

0.25

Frecuencia de Manchas
(=]
a2

0.078

2. 40E-06
4.70E-09

9. 10E-12
1.80E-14
& 0 Ftil Carbamato [mM]

Fig. 25 Distribucion de la frecuencia del tamafio de mancha (nimero de células) de la progenie de
la cruza TXNT - hembra tratada.
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Fig. 26 Distribucién de la frecuencia del tamafio de mancha (nimero de células) de la progenie de
la cruza TxT- ambos padres tratados.

En la figura 27 se compara la frecuencia del tamafio de las manchas encontradas en los
lotes testigo y experimentales de los tres sistemas de cruza y de las moscas expuestas

directamente al EC.

En general, en todos los tipos de progenie sin importar el género del progenitor expuesto
al EC, se recuperaron manchas de tamafios similares a las de los organismos expuestos
directamente durante la etapa larvaria (moscas transheterocigotas de la cruza SMART)

(Fig. 27 a, by c).
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Fig. 27 Frecuencia acumulada sin considerar la concentracion de EC, de las células por mancha de
la descendencia de los diferentes sistemas de cruza a) NTXT b) TxNT y ¢) TxT comparada con la
frecuencia de d) moscas transheterocigotas de la cruza SMART expuestas al EC.
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6.2.3.3. Distribucion de la frecuencia de manchas por mosca
En la figura 28, se muestra la distribucion de la frecuencia de manchas por mosca que
exhibio la progenie de la cruza NTxT. En las concentraciones intermedias 9.1E-12, 4.7E-
09 y 2.4E-06 mM se recobré un mayor nimero de moscas sin manchas, incluso mas que

en el testigo.

En la concentraciéon 4.7E-9mM, a pesar de presentar menos moscas afectadas en
comparacion con el testigo, la distribucidon de las manchas fue particular debido a que
s6lo se encontraron moscas dentro de los rangos: con 1 a 3 manchasycon 10 a 60
manchas por mosca. En 1.8E-14 y 0.078 mM cerca del 60% de las moscas analizadas

presentaron manchas y la mitad de ellas tuvo mas de 3 manchas por mosca.

En la descendencia de la cruza donde sélo la hembra fue tratada (TxNT) se obtuvo una
respuesta similar al de la cruza NTXT, s6lo que en este caso con un patrén alterno entre
los lotes experimentales; en las concentraciones 1.8E-14, 4.7E-9 y
0.078mM se recobraron mas organismos sin manchas en comparacién con el testigo y las
concentraciones 9.1E-12, 2.4E-6 y 1mM presentaron una mayor frecuencia de

moscas afectadas en comparacidn con el testigo (Fig. 29).

En la figura 30 se muestra la distribuciéon de la frecuencia de manchas/mosca de la
descendencia de la cruza TxT, en todas las concentraciones se present6 una mayor
frecuencia de moscas con manchas en comparacion con el testigo especificamente a partir
de 9.1E-12 mM, la frecuencia de moscas con manchas fue en aumento con respecto al

testigo, aunque la mayoria tuvo pocas manchas por mosca (de 1-2 manchas/mosca).

Cabe resaltar que el rango de 10 a 30 manchas/mosca es el umbral de la maxima cantidad
de manchas que presentdéuna mosca, puesto que después de esa categoria se
recuperaron muy pocas moscas, independientemente dela concentracién de ECo el

sistema de cruza del que se tratara.
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Fig. 28 Distribucion de la frecuencia de manchas/mosca de la progenie de la cruza NTXT - macho

tratado.
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Fig. 29 Distribucidn de la frecuencia de manchas/mosca de la progenie de la cruza TXNT- hembra

tratada.
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Etil Carbamato [mM]

Fig. 30 Distribucién de la frecuencia de manchas/mosca de la progenie de la cruza TxT - ambos
padres tratados.

En la figura 31 se muestra la frecuencia de moscas con manchas de los lotes testigo y
experimentales de los tres sistemas de cruza y de las moscas expuestas directamente al

EC.

Con base en los tres sistemas de cruza y sin importar el progenitor expuesto al EC en la
descendencia resultante de dichas cruzas, se recupera una frecuencia de manchas por
mosca muy similar (Fig. 31a y c) o inlcuso mayor (Fig. 31b) a la encontrada en las moscas

transheterocigotas de la cruza SMART (Fig, 31d).
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Fig. 31 Frecuencia acumulada sin considerar la concentracion de EC, de las manchas por mosca
de la descendencia de los diferentes sistemas de cruza a) NTxT b) TXNT y c¢) TxT comparada con
la frecuencia de d) las moscas transheterocigotas de la cruza SMART expuestas al EC .
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7. DISCUSION

La exposicion a una gran variedad de agentes quimicos y fisicos esta presente en la vida
diaria de los seres vivos, algunos de estos compuestos tienen el potencial de poner en
riesgo la integridad y la reproduccion de los organismos. Actualmente, mas de 84,000
sustancias quimicas que se encuentran en la lista de la Agencia de Proteccién Ambiental
de EE. UU. (EPA, 2007), presentan deficiencias en su regularizacion, por consiguiente, se
ignoran los riesgos a la salud y otros efectos téxicos a largo plazo (Vogel y Roberts,

2011) entre ellos el dafio a las generaciones posteriores.

Durante los dltimos 25 afios se han realizado estudios en humanos y en distintos modelos
animales sobre la posible asociacién entre la exposicion parental frente a los agentes
mutagénicos y/o carcinogénicos y la ocurrencia de infertilidad, abortos espontaneos. Asi
como el impacto negativo en la descendencia que incluye cambios morfolégicos en el
desarrollo embrionario, mortalidad infantil, riesgo de padecer enfermedades crénicas
como diabetes tipo 2, obesidad, enfermedades cardiovasculares y distintos tipos de

cancer (Smulevich et al, 1999; Barber et al, 2006; Glen y Dubrova, 2012).

La integridad de la informacién genética de los gametos masculino y femenino es vital
para asegurar una transmisiéon correcta al nuevo individuo, por lo tanto, es crucial el
entendimiento de los fendmenos involucrados, lo cual podria ser un paso importante en
la prevencion y tratamiento de problemas reproductivos y de igual manera en las

enfermedades que se presentan a edades tempranas en generaciones siguientes.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la exposicion de los padres a distintas
concentraciones de EC durante la etapa larvaria provocd cambios en la integridad
geneética de las células somaticas de la progenie que se reflej6 indirectamente en la
aparicion, multiplicaciéon y distribuciéon de los biomarcadores fIr? y/o mwh, e en los
tricomas de las alas de la progenie. Conjuntamente hubo repercusiones en el contexto
reproductivo de los padres expuestos al EC; en la fertilidad, cantidad de progenie por

familia y proporcién sexual.
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7.1. Efecto del EC en las moscas de la cruza SMART

Se obtuvo una menor sobrevivencia en la descedencia de moscas portadoras del
cromosoma balanceador (TM3,Bd’/mwh,e,+) en todas las concentraciones probadas en
comparacién con las moscas libres de inversion (+fIr3/mwh,e,+), condicién que puede
atribuirse a los cambios en la localizacién de genes asociados a la modulacion de la
actividad metabélica y aunado a la falta de reparacién por recombinacién homodloga es
probable que presenten varias consecuencias, entre ellas, la disminuciéon en la

sobrevivencia (Mufioz, 2008).

En cuanto a la Proporcién Sexual (PS), en las moscas LI se contabilizé6 un mayor niimero
de hembras y menor numero de machos en cuatro de las seis concentraciones probadas
de EC respecto a la PS promedio encontrada en el lote testigo (ICo.95). Esto indica que en
esas concentraciones la PS de ambos sexos se aleja de los valores de sus respectivos

testigos, lo cual se debe al afecto directo ejercido por la exposicion al EC.

Esta respuesta coincide con estudios llevados a cabo en otros organismos modelo que
fueron expuestos a distintas concentraciones de insecticidas elaborados a partir del
compuesto EC en donde encontraron alteraciones en la sintesis de hormonas
reproductivas, deficiencias a nivel de maduracion sexual y produccion de gametos

(Baligar y Kaliwal, 2002; Cheng et al,, 2006; Goad et al.,, 2004).

Se analizo6 la frecuencia de manchas y la susceptibilidad poblacional al EC, en donde se
pudo apreciar que, en las tres concentraciones mas bajas hay incremento en la frecuencia
de moscas afectadas al mismo tiempo que aumenta la aparicion de manchas chicas y
totales; esto se puede explicar porque la afectacion en los organismos va siendo cada vez
mayor y aunque las moscas lo metabolizan y reparan el dafio genotoxico, se llega a un
punto en el que es demasiado el dafio en sus células (en este caso en la concentraciéon
4.7E-9mM) y si se sobrepasa ese limite se activan nuevos mecanismos de reparaciéon de
dafio y capacidad de seguir con el proceso de division mitoética, esto explicaria el aumento
en la cantidad de manchas grandes y el decaimiento en la cantidad de moscas afectadas y

como consecuencia una disminucion en la frecuencia de manchas totales
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7.2. Efecto del EC en las lineas de las cruzas SMART modificada

En las cepas parentales fIr3/TM3,eBdS y mwh,e ninguna concentracion resulto letal y se
obtuvo una respuesta similar para ambos tipos de lineas de moscas expuestas, esto
significa que la constitucion genética de las cepas no fue una variable de intervencién en

la respuesta bioldgica obtenida (Lindsley y Zimm, 1992).

La mayor fluctuacién de la PS respecto a su testigo se mostré en la cepa fIr3/TM3,eBd* sin
embargo, no fue estadisticamente significativa. Esto puede deberse a la sofisticada
construccion genética de la cepa, dado que los rearreglos de los marcadores genéticos
que posee dicha cepa, le confiere una sensibilidad distinta y considerando la toxicidad del
tratamiento, se recuperaron pocos organismos por lo que la menor apariciéon de machos

podria estar sesgada por el bajo nimero de sobrevivientes.

Por otro lado, en la PS de la cepa CS utilizada como testigo de linea hubo una respuesta
significativa en concentraciones altas (2.4E-6 y 0.078mM), lo cual se aprecia en una
mayor cantidad de hembras en comparacion con el testigo, lo que indica que el EC sin
duda ejerce un efecto en la proporciéon de sexos independientemente de los marcadores

genéticos de las cepas.

La diferenciacion sexual en la mosca de la fruta comprende el empalme alternativo de
RNAs mensajeros de genes sexuales (SxI, tra, dsx) (Burtis, 1993; Keisman et al, 2001) y a
pesar de que posee un sistema endocrino complejo ninguna hormona ha sido
explicitamente implicada en tal proceso, otros autores proponen a la ecdisoma y a la 20-
hidroxiecdisona como contrapartes de las hormonas de mamiferos: testosterona y
estrégeno, respectivamente (De Loof y Huybrechts, 1998) y que la formaciéon de ovocitos
maduros requiere de la hormona 20-hidroxiecdisona y la hormona juvenil (Carney y

Bender, 2000).
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7.2.1. Daiio reprotoxico en los sistemas de la cruza SMART modificada

El efecto de la exposicién al EC en los diferentes sistemas de cruza con relaciéon a los
biomarcadores de fertilidad (capacidad de tener hijos) y progenie promedio por familia
fue distinta dependiendo el tipo de progenitor expuesto. Aun cuando no se confirmaron
diferencias estadisticas significativas en todos los sistemas de cruza, de manera
cualitativa pueden observarse diferencias que implican una importancia biolédgica en

niveles mas altos de organizacion (Lagadic et al, 2000; Meza-Gonzalez, 2015).

En cuanto a la fertilidad, es relevante mencionar que s6lo en la concentracion intermedia
(4.7E-09mM) se mostr6 claramente un efecto sinérgico es decir, la disminucién en la
capacidad de procrear fue mucho mas intensa en la cruza donde ambos progenitores
estuvieron expuestos al EC (TxT) que la respuesta mostrada por separado en los sistemas

de cruza donde s6lo uno de los progenitores estuvo expuesto.

No obstante, en las demdas concentraciones experimentales, la cruza TxT fue la que mayor
fertilidad mostrd, en segundo lugar la cruza TXNT y por ultimo la cruza NTXT. Esto podria
explicarse en virtud de que los organismos han desarrollado una serie de respuestas que
se activan para hacer frente a cualquier factor que modifique o interrumpa la
homeostasis del individuo (cambios en el ambiente, depredadores, clima, escasez de
alimentos y otros) e inducen cambios que modifican su fisiologia y/o su comportamiento
con el propdsito de maximizar su supervivencia y restablecer la homeostasis (Paez-Serna,

1998; Sapolsky, 2000; Monaghan y Haussmann, 2015).

Con relacion al biomarcador de la cantidad de progenie por familia de los tres sistemas de
cruza en general, se recobré6 un menor numero de descendencia s6lo cuando la hembra
estuvo afectada y mas descendencia cuando ambos padres fueron tratados. Esta
fluctuacion observada en concentraciones bajas de EC podria estar asociada al fen6meno
de hormesis, esto implica que el organismo puede presentar una estimulacion ante
cantidades minimas e inhibicion en dosis altas de un compuesto; sin definirse umbrales
delimitados ya que, a pesar de no representar letalidad, no existen dosis seguras o

inofensivas (Lovell, 2000).
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Existe evidencia de hormesis en diversos modelos biolégicos considerandose una
respuesta adaptativa ante estimulos tanto enddgenos como ambientales que pueden
desencadenar desde enfermedades multifactoriales hasta problemas de infertilidad y del

desarrollo (Calabrese, 2008; Mattson, 2008; Ramirez-Flores, 2015).

Las fluctuaciones en la proporcidn sexual mostraron que en las cruzas NTxT y TxT la
cantidad de hembras aumentd, aunque cuando ambos padres fueron expuestos se
modificoé la PS tanto de las moscas LI como de las PI. En cambio, en la cruza TxNT la
cantidad de hembras disminuyd, como ocurri6 en la PS de la progenie de la cruza SMART
y de la cepa testigo CS. Por lo que se determiné que el EC afecta de manera importante la
distribucién normal de los sexos incluso una generacién posterior a la exposicion directa

con el compuesto.

Lo anterior puede significar un efecto mas devastador que si ocurriera durante la etapa
adulta debido a que durante el desarrollo embrionario los disruptores endocrinos
quimicos pueden afectar de manera permanente la expresion génica y el desarrollo de los
6rganos que modulan la produccién de hormonas y el nimero de receptores (Sugawara

etal, 2002).

Aun cuando no se ha explorado del todo la determinaciéon sexual en Drosophila, la
repercusion del EC a nivel reproductivo y en la PS es similar a la observada en otros
modelos animales expuestos a pesticidas de carbamato (Baligar y Kaliwal, 2002; Goad et

al, 2004; Cheng et al, 2006).

Por esta razon, Drosophila melanogaster puede ser un modelo muy util para la evaluacion
de disruptores endocrinos, puesto que es importante conocer mas a fondo qué productos
quimicos tienen la capacidad de alterar las hormonas, los efectos en el sistema endocrino
de los organismos expuestos y hasta cuantas generaciones pueden trascender las

consecuencias de estos compuestos.
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7.2.2. Dafio multigeneracional del EC en los sistemas de cruza SMART
modificada
El efecto multigeneracional del EC se evalué a través de la prueba SMART, la cual
proporcioné informacién cuantificable de los efectos provocados en el DNA; como
mutaciéon puntual, delecién, no disyunciéon o recombinacién mitotica (Graf et al, 1984)
dichas alteraciones genéticas se evidenciaron indirectamente en la morfologia de los
tricomas de las alas de la descendencia de organismos expuestos al compuesto durante su

etapa larvaria.

7.2.2.1. Cruza NT x T - macho progenitor tratado
La descendencia recuperada de la cruza donde sélo el macho estuvo expuesto al EC
mostré una frecuencia significativamente mayor de manchas conformadas por mas de
dos células en comparacion con el lote testigo, lo que implica la presencia de inestabilidad
cromosOmica que se manifiesta como daflo en las células somaticas, las cuales se
repararon en etapas tempranas del desarrollo y continuaron con el proceso de division

mitdtica.

Esto puede explicarse debido a que en los machos, la reparacién del DNA es altamente
eficiente durante la mitosis y en la interfase meiotica de las células germinales pero
declina drasticamente al iniciar la meiosis, especificamente a partir de la reorganizacion y
reemplazo de histonas por protaminas que junto con los mecanismos epigenéticos
contribuyen entre otras cosas a proteger el genoma paterno del dafio fisico y quimico
(Rathke et al, 2014) por lo que cualquier lesion en el DNA antes de esta etapa no puede
ser reparada sino hasta después de la fecundacién, a través de la maquinaria de
reparaciéon materna (Marchetti y Wyrobek. 2008; Castillo-Manzanilla, 2015). En
Drosophila los espermatozoides deficientes en protaminas presentan una mayor

sensibilidad a los rayos X (Rathke et al, 2010).

Esto se reflejé en el descenso en la frecuencia de manchas totales en comparacién con el
testigo, ya que si la inestabilidad genémica de la descendencia es tal, que sobrepasa un
determinado umbral, la maquinaria de reparacion materna se satura y si los

rompimientos no se reparan de inmediato, se activan cascadas de sefalizacién que

70



conducen a la muerte celular por lo que el dafio genotoxico podria no ser evidenciado, ya
que la ausencia de células reparadas podria asociarse con una falta aparente de dafio, lo
que seria una conclusion errénea ya que el EC podria causar citotoxicidad hasta tal punto
que una proporcién de las células alteradas mueren (Ramos-Morales et al, 2000;

Herrera-Bazan, 2009).

7.2.2.2. Cruza T x NT - hembra progenitora tratada

En Drosophila melanogaster las células nodriza (células que acompafan al ovocito
durante la ovogénesis) aportan RNAs, proteinas y organelos al ovocito en desarrollo hasta
su maduracion, estos factores embebidos en el citoplasma pasaran al futuro embrién para
la activacién de la transcripciéon del genoma del cigoto, la formacién de los ejes antero-
posterior y dorso-ventral y el comienzo del desarrollo del embrién en general (Farrell y

O’Farrell, 2014; Laver et al, 2015).

Durante el proceso de la ovogénesis existe una estricta regulacion del mantenimiento del
genoma materno. Un ejemplo, es la expresion de la proteina Dmp53 (Drosophila p53) en
respuesta al dafio del DNA, la cual se encarga de activar e inducir la apoptosis de las
células germinales primordiales y también esta involucrada en la reparacién del DNA por
rompimientos de doble cadena (Hu et al, 2011; Robin et al,, 2019). Todo esto sugiere que
existe una seleccién premeidtica de los ovocitos con la finalidad de asegurar la integridad

genOmica materna, garantizar la fertilidad y el adecuado desarrollo de la descendencia.

Cuando el proceso de la ovogénesis es afectado por algun factor genotoxico ademas del
DNA, las proteinas, los RNAs y todos los factores encargados de la proteccion y
reparacion del genoma pueden verse afectados, por lo que las hembras manifestaran
defectos en varios pasos de la reproduccion incluyendo una disminucion en la capacidad
ovulatoria e inestabilidad gendémica de los ovocitos (Tomasini et al, 2008). Si el estrés
genotoxico es excesivo o cronico puede conducir al agotamiento de la reserva folicular y

por lo tanto llegar a la infertilidad.

La combinacion de todos estos factores podria explicar los resultados obtenidos en las
familias donde s6lo la hembra fue expuesta al EC (TxNT); a pesar de que la capacidad de

tener hijos no se modific6 considerablemente (fertilidad), si disminuyé la fecundidad es
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decir, la cantidad de hijos por familia fue menor y también modifico la integridad
genomica de las células somaticas de la descendencia puesto que la frecuencia total de
manchas asi como el tamafio de las mismas fue diferente a la obtenida en el lote testigo,

sin mostrar un patron definido al aumentar la concentracion de EC.

7.2.2.3.Cruza T x T - ambos progenitores tratados

Considerando todas las caracteristicas particulares de la gametogénesis y el sistema
reproductivo tanto del macho como de la hembra; en la descendencia proveniente de la
cruza con ambos padres expuestos al EC (TxT) es probable que un estrés metabdlico
mucho mayor, promueva la activacién de mas cantidad o incluso nuevos mecanismos de
desintoxicacion que en condiciones individuales de exposicion no se estimularian (Chen y

Wagner, 2012; Garbuz et al, 2017).

En el proceso reproductivo, diversos estudios coinciden en que en los machos, la
capacidad de producir hijos estd limitada al nimero de dévulos que consiga fecundar
(Clutton-Brock, 2007) y los componentes del fluido seminal de Drosophila melanogaster
como las proteinas de las gldndulas accesorias (Acps) y el esperma, al transferirse a las
hembras durante la c6pula estimulan la maduracién de los ovocitos (Heifetz et al., 2001;
Brommer et al, 2012), esto explicaria el aumento en la fertilidad y en la cantidad de

6vulos fecundados asi como la deposicion de los huevos.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los biomarcadores de la prueba de induccién de
mutacion somatica en las alas de las moscas proveniente de la cruza TXT exhibieron
efectos muy similares a los obtenidos en las moscas transheterocigotas expuestas

directamente al EC durante su desarrollo larval.

Esto significaria que el dafio al DNA en las células de organismos expuestos a un
compuesto durante un periodo largo o en etapas tempranas del desarrollo del individuo
puede incrementar la propensién a adquirir alteraciones en el genoma de la futura
descendencia. Si la capacidad de reparar no es suficiente o no repara eficazmente, estas
alteraciones en su genoma se acumularan en periodos de tiempo muy cortos durante las

subsiguientes divisiones celulares y dado que es un organismo que esta en desarrollo la
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dinamica de sus tejidos y drganos estarian en riesgo de transformaciéon maligna, es decir

en un estado diagnosticado como cancer.

Dado que los resultados obtenidos en este trabajo no se pueden explicar facilmente por
los paradigmas actuales debido a que no existe una sola respuesta, sin duda este trabajo
proporciona nuevas bases que pueden ser aprovechadas por las herramientas
moleculares disponibles, con el objetivo de dilucidar la compleja red de causas del cancer

en edades tempranas y problemas de infertilidad.
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7.3. Consideraciones finales

Las etapas tempranas en el ciclo de vida de la mayoria de los organismos son las mas
sensibles al estrés ambiental y, por lo tanto, la plasticidad fenotipica multigenereracional,
mediante la cual el entorno parental y el entorno de la descedencia interactian y como
consecuencia se altera el fenotipo de la progenie, es clave para promover la persistencia

de dichas modificaciones frente a los cambios ambientales.

Si bien, se han realizado un sinfin de estudios con relacion a los efectos en la descedencia
a través de la via materna, en afios recientes se ha encontrado cada vez mas evidencia
respecto a que el efecto paterno también puede desempefiar un papel igual de

trascendental en las siguientes generaciones.

En este trabajo se descubrié que de manera individual las experiencias maternas y
paternas frente a un compuesto genotdxico como el EC, afectaron heterogéneamente el
rendimiento de la descendencia (fertilidad, progenie por familia, proporcién sexual y

estabilidad gendmica).

Sin embargo, sorprendentemente, se encontr6 que el efecto paterno (cruza NTXT) a
menudo redujo el rendimiento de la descedencia en comparacion con el efecto materno
(TxNT), reflejandose en una disminucion en la frecuencia de manchas totales y aumento
en la frecuencia de manchas grandes, lo que conlleva a una mayor cantidad de rearreglos
estrcuturales debidos a las constantes reparaciones del DNA y por lo tanto mayor

propension a desarrollar un proceso carcinogénico en etapas tempranas.

Por lo que es necesario un entendimiento mas completo de los procesos fisiologicos
asociados con la reproduccién y obtener mas informacién acerca del transporte, el
destino y la biodisponibilidad del compuesto dentro del organismo expuesto por primera
vez para la identificacién del potencial dafio, tanto a nivel germinal como somatico y a lo
largo de las generaciones para lograr una comprensiéon integral de las posibles

consecuencias en los organismos expuestos y en sus descendientes.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten obtener las siguientes

conclusiones:

El EC tuvo un efecto multigeneracional ya que la frecuencia de los biomarcadores
cuantitativos como: el nimero de manchas, su tamafio y su incidencia en las moscas
expuestas durante su desarrollo larvario fue similar a la frecuencia de manchas de la

F1de uno o ambos padres expuestos al EC durante etapas tempranas de su desarrollo.

La respuesta al dafio reprotéxico y el mecanismo que lo promueve es diferente
cuando ambos padres estuvieron expuestos al EC que cuando sélo uno de los dos

progenitores estuvo tratado.

El EC provoca cambios significativos en la Proporcion Sexual en Drosophila
melanogaster tanto por exposiciéon directa como a nivel multigeneracional, sin

importar el progenitor que haya sido expuesto.

La modificacién de la prueba de SMART presentada en este trabajo al ser versatil,
econdmica y cuantificable, puede ser utilizada como una alternativa in vivo para

estudiar el efecto reprotdxico y multigeneracional de distintos compuestos de interés.
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