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RESUMEN

Los disruptores hormonales son sustancias que alteran la homeostasis de los organismos y,
en consecuencia, ocasionan efectos adversos a su salud y probablemente a la de su progenie o
(sub)poblaciones. Algunos funcionan como inhibidores de la aromatasa, por lo que se utilizan para
frenar el desarrollo de algunos canceres mamarios que requieren estrogeno para crecer. Otros,
como la testolactona, se usan para tratar la infertilidad masculina, y el letrozol durante la
adolescencia de nifios con talla baja. Ademas, los seres humanos suelen estar expuestos a
contaminantes ambientales con actividad disruptora a través de la inhalacién, el contacto dérmico
o0 la ingestién. También, puede que en algunos componentes de la dieta los humanos consuman

sustancias o mezclas con potencial disruptor en cantidades desconocidas.

Independiente de la fuente de exposicion a disruptores hormonales, los efectos a largo plazo
que tienen sobre los organismos o su descendencia han sido poco explorados, o se desconocen
debido, en gran parte, al seguimiento prolongado que se requiere. Considerando la alta similitud
que existe entre mamiferos e insectos en los genes que codifican los citocromos P que metabolizan
estas sustancias, afiadido a un ciclo de vida corto y la alta progenie por generacion que suelen

caracterizar a los insectos, se propuso el uso de Drosophila como modelo experimental.

El objetivo general de este trabajo fue identificar biomarcadores en Drosophila que
respondieran a la actividad del promutageno alquilante, y disruptor endocrino de mamiferos, N-
nitrosodimetilamina (NDMA). Para ello se evalué in vivo el dafio multigeneracional y
transgeneracional, de una exposicién Unica a la NDMA en Drosophila. Se utilizaron dos especies,
D. melanogaster y D. aldrichi, 16 concentraciones de NDMA (4.77 E-06 a 5 mM) administradas
a través de la alimentacion y se realizaron tres sistemas de cruza en donde se trato con el disruptor
a uno o ambos de los parentales D. aldrichi durante el tercer estadio larvario. La toxicidad de la
NDMA en ambas especies se determind mediante los biomarcadores de sobrevivenciay proporcion
sexual. Para evaluar si el disruptor modificé la capacidad reproductiva en D. aldrichi, se utilizaron
los biomarcadores de fertilidad y cantidad de progenie. Ademas, se realizaron disecciones para
determinar si la NDMA afect6 la morfologia de las gdnadas tanto de los organismos tratados de
ambas especies como de los descendientes F1 y F2 no expuestos de D. aldrichi, y se evaluo el efecto
de la NDMA en la expresion de shade (Cyp314al) en D. melanogaster.



Los resultados indican que la toxicidad de la NDMA fue letal para ambas especies en las
concentraciones mas altas probadas; ademas, el compuesto modifico el tiempo de desarrollo
también en las dos especies, afectd la fertilidad y la cantidad de progenie tanto de las moscas
progenitoras D. aldrichi expuestas como las de su descendencia F1 y F2 no tratada, siendo la NDMA
mas agresiva para las moscas D. aldrichi expuestas, en las que alterd la diferenciacion de la
terminalia (genitalia externa y analia), en las concentraciones subletales, evidenciada a través de
malformaciones y rotaciones de la genitalia en los machos; lo anterior implica la aparicion de

efectos tanto multi como transgeneracionales por exposicion a NDMA.

La ausencia de malformaciones evidentes en las gonadas, sumado a la infertilidad
encontrada desde la generacion parental con D. aldrichi, indica que el efecto adverso sobre la
capacidad reproductiva puede encontrarse a nivel de las células germinales. Adicionalmente, los
resultados sugieren que la NDMA también interfiere con la ruta de ecdisteroides de D.
melanogaster, siendo la expresién del gen shade (shd), que codifica la enzima ecdisona 20-
monooxigenasa, que cataliza la activacion de la ecdisona (E) a 20-hidroxiecdisona (20E), inhibida
o retrasada entre las 115 y 146 + 4 h. Debido a la importancia de la 20E en el ciclo de vida de la
mosca, lo anterior podria asociarse con la interrupcion del ciclo de vida de los organismos en
diferentes puntos por exposicion a concentraciones letales de NDMA,; ya que con el incremento en
la concentracidn, la muerte de las moscas ocurrio en un punto mas temprano de su ciclo. Asimismo,
al ser shd un posible blanco de la NDMA, el cambio en la expresion de este gen podria ser un

biomarcador 0til en la identificacion de sustancias con actividad de disrupcion endocrina.

Finalmente, la evidencia recopilada con este trabajo, similar a la reportada en mamiferos
por actividad de disruptores endocrinos, muestra que pueden identificarse biomarcadores en
Drosophila que respondan a la actividad de dichos compuestos por lo que puede ser un sistema
viable y complementario a mamiferos para la deteccion de quimicos disruptores endocrinos de

mamiferos o de sustancias con potencial reprotoxico.

Palabras clave: disruptor endocrino, Drosophila, N-nitrosodimetilamina, efectos multi y

transgeneracionales, toxicidad reproductiva.



ABSTRACT

Hormonal disruptors are substances that alter organisms’ homeostasis and, consequently,
cause adverse effects to their health and probably to that of their progeny or (sub)populations. Some
of these have function as aromatase inhibitors, so they are used to slow the development of some
breast cancers that require them to grow. Others, such as testolactone, are used to treat male
infertility, and letrozole during adolescence in children with short height. In addition, humans are
often exposed to disruptive environmental pollutants through inhalation, dermal contact, or
ingestion. Also, it is possible that in some components of the diet, humans ingest substances or

mixtures with disruptive potential in unknown amounts.

Regardless of the source of exposure to hormone disruptors, their long-term effects on
organisms or their offspring have been poorly explored, or these are unknown, largely due to the
long-term follow-up required. Considering the high similarity that exists between mammals and
insects in the genes that encode the cytochromes P, which metabolize these types of substances,
plus a short life cycle and the high progeny per generation that usually characterize insects, the use

of Drosophila as an experimental model is proposed.

The general objective of this research was to identify biomarkers in Drosophila that respond
to the activity of the alkylating promutagen, and mammalian endocrine disruptor, N-
nitrosodimethylamine (NDMA). For this, the in vivo multigenerational and transgenerational
damage of a single exposure to NDMA in Drosophila was evaluated. Two species were used, D.
melanogaster and D. aldrichi, 16 concentrations of NDMA (4.77 E-06 at 5 mM) administered
through feeding, and three mating systems were performed where one or both parents D. aldrichi
were treated with the disruptor during the third larval instar. In both species, NDMA toxicity was
determined through survival and sex ratio biomarkers. To evaluate whether the disruptor modified
the reproductive capacity of D. aldrichi, the biomarkers of fertility and number of offspring were
used. In addition, dissections were performed to determine whether NDMA affected the
morphology of the gonads on both the treated organisms of both species, and those from the
unexposed F1 and F» D. aldrichi offspring. In addition, the effect of NDMA on the shade

(Cyp314al) in D. melanogaster was evaluated.



The results indicate that the NDMA toxicity was lethal to both species at the highest
concentrations tested. In addition, the compound modified the development time also in the two
species, affected the fertility and the number of offspring on both of D. aldrichi parent flies exposed
and those from their untreated F1 and F offspring. The stronger effect appears in the D. aldrichi
flies, in which, sublethal concentrations altered the differentiation of the terminalia (external
genitalia and analia), evidenced through malformations and rotations of the genitalia in males. All
those changes involve the appearance of both multi- and transgenerational effects due to NDMA

exposure.

The absence of obvious malformations on the gonads, added to the infertility found from
the parental generation using D. aldrichi, indicates that the adverse effect on reproductive capacity
can be found at the level of germ cells. In addition, the results suggest that NDMA also interferes
with the D. melanogaster ecdysteroid pathway, being the shade (shd) gene expression, which
encodes the enzyme ecdysone 20-monooxygenase, which catalyzes the activation of ecdysone (E)
to 20-hydroxyecdysone (20E), inhibited or delayed between 115 and 146 + 4 h. Due to the 20E
relevance in the fly life cycle, this could be associated with the interruption of the organisms life
cycle at different points due to exposure to NDMA lethal concentrations; since the increase in
concentration took with it the death of the flies at an earlier point in their cycle. Likewise, since
shd is a possible NDMA target, modification in this gene expression could be a useful biomarker

in the identification of substances with endocrine disrupting activity.

Finally, the evidence compiled with this research, similar to that reported with mammals
for endocrine disruptors activity, shows that biomarkers can be identified on Drosophila that
respond to the activity of endocrine disruptors, so this experimental model can be a viable, reliable
and complementary system to mammals for detecting mammalian endocrine disrupting chemicals

or substances with reprotoxic potential.

Key words: endocrine disruptor, Drosophila, N-nitrosodimethylamine, multi- and

transgenerational effects, reproductive toxicity.



1. INTRODUCCION

Los disruptores hormonales son sustancias que alteran la homeostasis de los organismos y,
en consecuencia, ocasionan efectos adversos a su salud y probablemente también a la de su
progenie o (sub)poblaciones (Miyagawa et al., 2016). Los disruptores endocrinos pueden modificar
la biosintesis, el transporte y el metabolismo de los esteroides sexuales como agonistas o
antagonistas androgénicos o estrogénicos por interaccion con sus respectivos receptores, y como
resultado pueden alterar el equilibrio fisiolégico hormonal e inducir fendmenos patoldgicos en el

eje reproductivo tanto de hembras como de machos (Scaglia et al., 2009).

Las alteraciones en la diferenciacion y el desarrollo reproductivo, incluidas las producidas
por la disrupcion del sistema endocrino, pueden provocar infertilidad, modificaciones funcionales
y morfologicas del sistema reproductivo y cancer (Steinberger & Lloyd, 1985; Gray, 1991). La
exposicion prenatal y posnatal a sustancias toxicas puede producir cambios que podrian no
predecirse a partir de los efectos observados en adultos, los cuales suelen ser irreversibles. Los
efectos adversos del desarrollo en ambos sexos pueden derivar de la exposicion a agentes toxicos
en el Gtero, a través del contacto con madres expuestas o en la leche. La dosificacion de las madres
durante la lactancia también puede ocasionar efectos en el desarrollo a través de una capacidad

deficiente para amamantar (EPA, 1996).

En mamiferos, los efectos pueden abarcar cambios en el comportamiento sexual o la
capacidad de producir gametos regularmente que no se presentan hasta despueés de la pubertad. Los
sistemas de enzimas hepaticas para el metabolismo de los esteroides requeridos durante el
desarrollo pueden estar modificados en los machos. EI descenso de los testiculos desde la cavidad
abdominal hacia el escroto puede retrasarse o no ocurrir. En general, el tipo de efecto detectado

puede diferir segln la etapa de desarrollo en la que se produjo la exposicién (EPA, 1996).

Muchos de estos efectos se han detectado en mujeres y hombres expuestos prenatalmente a
dietilestilbestrol (DES), otros estrogenos, progestinas, andrégenos y antiandrdgenos (Giusti et al.,
1995; Harrison et al., 1995). Se ha reportado tanto envejecimiento reproductivo acelerado como
tumores del tracto reproductivo en mujeres y animales de laboratorio después de la exposicion pre-
o perinatal a disruptores hormonales. Sin embargo, la capacidad de alterar la diferenciacion sexual

no se limita a agentes con actividad hormonal directa conocida. Otros disruptores, para los cuales



se desconoce el modo de accion o que afectan indirectamente al sistema endocrino (por ejemplo,
policlorobifenilos y dioxinas), pueden actuar a traves de diferentes mecanismos durante periodos
criticos del desarrollo para modificar la diferenciacion sexual y el desarrollo del sistema
reproductivo (EPA, 1996).

Algunos disruptores endocrinos se utilizan para frenar el desarrollo de canceres mamarios
que requieren estrégeno para crecer, como algunos inhibidores de la enzima aromatasa (Goss &
Strasser, 2001; Smith & Dowsett, 2003; Brueggemeier et al., 2005); también se han empleado
inhibidores de esta enzima para tratar infertilidad masculina, como la testolactona (Raman &
Schlegel, 2002); o disruptores como el letrozol como tratamiento durante la adolescencia en nifios
con talla baja (Hero et al., 2006). Sin embargo, los posibles efectos a largo plazo que estos
disruptores tendran sobre los organismos o su descendencia han sido poco explorados, o se
desconocen en gran medida, en parte debido al seguimiento prolongado que se requiere para estos

estudios.

1.1 Alteraciones del desarrollo reproductivo

Los agentes tanto quimicos como fisicos pueden afectar los sistemas reproductivos
femenino y masculino en cualquier momento del ciclo de vida, incluidos los periodos susceptibles
del desarrollo. Ademas, la exposicion a sustancias toxicas en las primeras etapas del desarrollo
puede producir alteraciones que afecten la funcion reproductiva o su correcto desempefio después

de la exposicion inicial; esto puede, inclusive, abarcar las generaciones subsiguientes (EPA, 1996).

La necesidad de distinguir la genotoxicidad en las células germinales frente a las células
somaticas es de suma importancia. Dado que las lineas germinales masculinas y femeninas estan
especializadas para transferir material genético de una generacion a la siguiente, cualquier
especificidad de un mutageno en la linea germinal (suponiendo que el toxico llegue a la génada en
concentracion suficiente) es motivo de preocupacién, independientemente de si muestra potencial

mutagénico en células somaticas (Ferreira & Allard, 2015).

Por otro lado, se considera que un estudio sobre los efectos reproductivos de solamente una
generacion es insuficiente para identificar todos los toxicos reproductivos potenciales, porque
excluiria la deteccion de los efectos causados por exposiciones prenatales y posnatales, asi como
los efectos sobre las células germinales que podrian transmitirse y expresarse en la proxima

generacion. Por ejemplo, se pasarian por alto los efectos transgeneracionales adversos sobre el
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desarrollo del sistema reproductivo por agentes que alteran el control endocrino de la
diferenciacion sexual (EPA, 1996).

1.1.1 Efectos multi y transgeneracionales

Estudios previos muestran que la exposicién a diferentes tipos de factores ambientales y
nutricionales, como productos quimicos, dieta rica en grasas, restriccion calérica y estrés a edades
tempranas, puede provocar efectos toxicos al inicio de la edad adulta o estados patologicos por
varias generaciones. Estos efectos se denominan multigeneracionales cuando existe una exposicién
directa de la generacion al factor ambiental (Fig. 1.1); en cambio, si los efectos se transmiten en la
linea germinal sin una implicacion continuada de la exposicion directa, son transgeneracionales

(también denominada exposicion ancestral; Fig. 1.1) (Viluksela & Pohjanvirta, 2019).

La exposicion ambiental directa de los parentales, considerados la generacion P, puede
afectar la linea germinal (espermatozoides u ovocitos) de cualquiera de los progenitores. Por lo
tanto, la proxima generacion (F1) derivada de esta linea germinal todavia se considera expuesta y,
por ende, no es verdaderamente transgeneracional. Para las exposiciones de los parentales antes de
la reproduccion, la descendencia F. se considera la primera generacion transgeneracional no
expuesta (Fig. 1.1) (Nilsson, 2018).

e
-l Larvas 3er
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Exposicion a diferentes
concentraciones del compuesto

Expuestos At considerados No expuestos
\ expuestos } }
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Fig. 1.1 Efecto multigeneracional (hasta la F1) vs. Transgeneracional (a partir de la F,). En el
multigeneracional la larva es expuesta directamente al compuesto (por tanto, sus gonadas y células
germinales indirectamente, puntos rojos), lo que también afecta a su progenie F1. A partir de la F, los
organismos ya no se consideran expuestos y los efectos son considerados transgeneracionales.




1.1.2 Efectos generacionales mediados por mecanismos epigenéticos

La epigenética se refiere a los factores y procesos moleculares alrededor del DNA que
regulan la actividad del genoma independientemente de su secuencia, y que son mitoticamente
estables (Skinner, 2011). Estos factores moleculares incluyen la metilacion del DNA, las
modificaciones de las histonas, los RNA no codificantes, la estructura de la cromatina y la
metilacion del RNA (Nilsson et al., 2018).

Las modificaciones epigenéticas juegan un papel importante para que el desarrollo se lleve
a cabo de manera regular y también permiten que los organismos se adapten a un entorno cambiante
(Viluksela & Pohjanvirta, 2019).

Estudios previos documentan la capacidad de los compuestos ambientales, tratamientos
terapéuticos y estrés fisiologico durante la embriogénesis, en la etapa postnatal temprana o ambas
para promover la aparicion del efecto adverso en la edad adulta durante varias generaciones
(Skinner, 2008). Las exposiciones directas a factores ambientales incluyen nutricion, estrés,
temperatura, productos farmacéuticos, quimicos sintéticos y toéxicos ambientales (Skinner, 2014).
Los tipos de compuestos ambientales involucrados en las exposiciones van desde plasticos hasta
pesticidas agricolas y a menudo son disruptores endocrinos (Skinner, 2008).

Ademéas de los efectos directos de la exposicién en un individuo, las alteraciones
moleculares de la linea germinal pueden promover efectos en generaciones subsecuentes, es decir,
efectos transgeneracionales (Skinner, 2015; Brehm & Flaws, 2019). Como la mayoria de los
disruptores endocrinos no tienen la capacidad de alterar la secuencia del DNA o promover
mutaciones genéticas, estos efectos generacionales estan mediados por mecanismos epigenéticos.
Cuando los efectos de un disruptor endocrino alteran la programacion epigenética de la linea
germinal, estos cambios se transmiten entre generaciones en ausencia de exposicion directa, un
efecto denominado herencia epigenética transgeneracional (Skinner, 2014, 2015). Por tanto, la
epigenética proporciona un mecanismo molecular mediante el cual el ambiente altera directamente
la biologia de un organismo (Skinner, 2014). Los estudios experimentales han demostrado que las
modificaciones epigenéticas de los gametos inducidas por el medio ambiente pueden provocar
alteraciones en la fertilidad, el desarrollo embrionario y la salud de las proximas generaciones
(Viluksela & Pohjanvirta, 2019).



Asi, hay una variedad de factores epigenéticos que acttan alrededor del DNA en una célula
para regular la expresion genica y la actividad del genoma (Nilsson et al., 2018). Durante la
metilacion del DNA, las DNA metiltransferasas catalizan la adicion de un grupo metilo a la citosina
cuando esta adyacente a un residuo de guanina para producir 5-metilcitosina (5mC) (Nilsson et al.,
2018; Brehm & Flaws, 2019). La presencia de 5mC a menudo reprime la transcripcion (Nilsson et
al., 2018).

La modificacion de las histonas implica alterar la estructura de la cromatina al cambiar la
interaccion del DNA con otras histonas, por lo tanto, se aumenta o disminuye la posibilidad de
transcripcion (Brehm & Flaws, 2019). La acetilacién de las histonas puede incrementar la

transcripcion, mientras que la metilacion puede reprimirla (Nilsson et al., 2018).

Los RNA no codificantes pueden actuar como factores epigenéticos. Estas son moléculas
de RNA no codificantes, pequefias o largas, que estan involucradas en la funcion de la cromatina
y modulan la expresién génica a través del silenciamiento y activacién de genes influenciando los
mecanismos de metilacién del DNA vy las modificaciones de las histonas (Nilsson et al., 2018;
Brehm & Flaws, 2019).

Las propias moléculas de RNA pueden modificarse epigenéticamente y, por tanto, se afecta
la traduccion y la expresion génica. La alteracion reversible mas predominante de la secuencia
interna del MRNA es la metilacién de la adenosina para formar N(6)-metiladenosina (m(6)A). La
metilacién m(6)A del mRNA esta asociada con la regulacion postranscripcional. También ocurre

la metilacion de la citosina (m3C) tanto en el mMRNA como en el tRNA (Nilsson et al., 2018).

El enrollamiento, las asas (bucles) y la estructura general del DNA se denominan estructura
de la cromatina y también es un factor epigenético. La estructura tridimensional del DNA puede
hacer que ciertas regiones del genoma sean accesibles a la maquinaria de transcripcion, asi como
acercar regiones potenciadoras a los promotores de los genes para afectar la expresion génica
(Nilsson et al., 2018).

Por otro lado, al considerar el desarrollo de la célula germinal (espermatozoide y ovocito),
existen varias etapas criticas de desarrollo en las que ocurre una programacion epigenetica
importante. La primera es cuando las células madre (precursoras) de las germinales, llamadas

células germinales primordiales, se desarrollan durante el desarrollo embrionario, antes y durante



el tiempo de formacidn de los testiculos y los ovarios. La metilacion del DNA de estas células se
eliminay luego se produce la remetilacion durante la maduracion de dichas estructuras. El segundo
es cuando el espermatozoide y el ovocito se fusionan en la fecundacion y el DNA aportado por
cada gameto nuevamente se desmetila para crear las células madre embrionarias. Esta

programacion epigenética permite que una célula desarrolle pluripotencia (Skinner, 2014).

Cuando la exposicion a sustancias toxicas ocurre durante el desarrollo embrionario de los
testiculos o de los ovarios, la programacion epigenética o la metilacion del DNA de la célula
germinal puede reprogramarse y transmitir la informacion epigenética alterada a la siguiente
generacion. Si se modifican los eventos regulares de programacién epigenética de los
espermatozoides y los ovocitos, estas células germinales tienen la capacidad de transmitir esta
informacidn epigenética transgeneracionalmente. Cuando esto ocurre, entonces se observan marcas

epigenéticas (epimutaciones) alteradas (Skinner, 2014).

Ahora bien, la herencia epigenética transgeneracional ha sido identificada en Drosophila.
Conrad Waddington, quien acufié el término "epigenética”, demostré que un cambio en la
estructura del ala inducido por un choque térmico en D. melanogaster persistio durante méas de
siete generaciones (Nilsson et al., 2018). En ejemplos maés recientes, se ha encontrado que una
dieta rica en sacarosa en la hembra puede alterar la composicion corporal de las larvas durante las
préximas dos generaciones (Buescher et al., 2013). De manera similar, una dieta alta en grasas en
larvas D. melanogaster puede causar alteraciones transgeneracionales en el tamafio de la pupay el
huevo de la generacion F2 (Dew-Budd et al., 2016). Igualmente, las modificaciones de las histonas
se han correlacionado con la herencia epigenética transgeneracional de fenotipos alterados en
Drosophila (Ruden & Lu, 2008). Las manipulaciones de los niveles de proteinas en la dieta de las
moscas pueden afectar la longevidad y la reproduccion durante tres generaciones subsecuentes, y
este efecto se asocia con las modificaciones de las histonas (Xia & de Belle, 2016; Xia et al., 2016).

Del mismo modo, la condensacion y descondensacion de la cromatina esta controlada o
acompariada en gran medida por modificaciones postraduccionales de las histonas nucleosémicas
y, en ocasiones, por la metilacion del DNA. Las modificaciones de histonas son caracteristicas
esenciales de la cromatina de Drosophila; estas incluyen metilacién, acetilacion y fosforilacion,
preferencialmente en las regiones N-terminales de las histonas H3 y H4, pero también en las

histonas H2A y H2B. El estado funcional de la cromatina también depende de la sustitucion de las
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histonas por variantes especificas como la histona H3.3 o la variante H3 especifica del centrémero
CENP-A (Hennig & Weyrich, 2013).

Por una parte, la linea germinal masculina de Drosophila muestra un patron caracteristico
de modificaciones de las histonas. Se ha reportado una metilacion preferencial de la lisina 9 de la
histona H3 (H3K9) en la cromatina del cromosoma Y, mientras que la metilacion de la lisina 27 de
la histona H3 (H3K27) es mas prominente en la cromatina del X y autosémica. Ademas, ciertas
modificaciones de histonas son especificas de los ndcleos espermaticos (Hennig & Weyrich, 2013).
Por su parte, en las hembras de Drosophila, la trimetilacion de H3K9 (H3K9me3) ocurre tanto en
las células germinales como somaticas del ovario y es necesaria para la ovogenesis (Clough et al.,
2007, 2014).

Las trimetilaciones de H3K9 y de H3K27 (H3K27me3) son las modificaciones de las
histonas mas conocidas asociadas con la represion génica. Estas marcas son establecidas y
reconocidas por distintos complejos y generalmente se localizan en diferentes regiones del genoma,
lo que sugiere que se asocian con distintos tipos de cromatina (Ninova et al., 2019). En D.
melanogaster, la administracion de una dieta baja en proteina conlleva a un incremento en el nivel
de trimetilacion de H3K27, lo que repercute en la disminucion de la longevidad de las moscas

parentales, asi como la de su progenie F2 (Xia et al., 2016).

1.2 Drosophila: un modelo para evaluar in vivo la toxicidad reproductiva

Los insectos son los animales mas abundantes del planeta y representan las tres cuartas
partes de todas las especies animales. La mayoria de los insectos se desarrollan rapidamente, tienen
altas tasas de reproduccién y ciclos de vida cortos. Multiples estrategias y comportamientos de
supervivencia aseguran su sobrevivencia (Zhang et al., 2021). D. melanogaster es el insecto
terrestre mas ampliamente distribuido y abundante como modelo animal experimental. Desempefia
un papel importante en los campos de la biologia reproductiva, la biologia del desarrollo, la
genética, la bioquimica y la biologia molecular, por mencionar algunas (Chifiriuc et al., 2016). Se
cuenta con el genoma de D. melanogaster completamente secuenciado y comparte homologia con
el 75% de los genes asociados con enfermedades en humanos (Nichols et al., 2012). Ademas, D.
melanogaster y humanos conservan vias comunes, tanto metabolicas como de sefializacién (Xia et
al., 2012). Teniendo en cuenta las ventajas anteriores, durante muchos afios Drosophila se ha

utilizado como organismo modelo para la investigacion toxicolégica (Zhang et al., 2018).
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Asimismo, los estudios toxicoldgicos en Drosophila proporcionan una base de referencia para
analizar exhaustivamente los efectos toxicos y los mecanismos de los contaminantes en otros

organismos incluyendo a los seres humanos (Zhang et al., 2021).

D. melanogaster es un insecto holometébolo, por lo que pasa por metamorfosis completa,
lo que significa que su forma adulta es diferente a la configuracion embrionaria o larvaria (Olivera,
2017). A su temperatura 6ptima de crecimiento, 25 °C, D. melanogaster completa las cuatro fases
diferentes de su ciclo de vida en diez dias. Las primeras 24 h abarcan el desarrollo embrionario; a
esto le siguen tres estadios larvales a lo largo de los siguientes 3-4 dias y, por ultimo, se produce el
estadio de pupa que dura 5 dias (Olivera, 2017; Prieto, 2018). Es en este ultimo estadio durante el
cual se produce la metamorfosis y el reemplazamiento de los tejidos larvarios por estructuras del
adulto (Prieto, 2018). Luego de esos nueve a diez dias, los adultos emergen de las pupas, alcanzan
la madurez sexual dentro de las préximas 10-12 h y, entre uno o dos dias después, las hembras
ponen huevos fecundados para reiniciar el ciclo (Olivera, 2017).

Como ya se menciond, la exposicion a disruptores endocrinos podria tener efectos
secundarios que le dificulten al organismo dejar descendencia o0 que su progenie se vea alterada,
aun sin haber sido expuesta directamente. El estudio de los efectos que los disruptores hormonales
tienen sobre los individuos tratados, su progenie y las generaciones subsiguientes serian mas
facilmente realizados con un organismo modelo de ciclo de vida corto, facil manejo y bajo costo
de manutencidn como lo es Drosophila; cabe resaltar que en este género también se puede contar
con organismos que permiten observar por inspeccion visual directa si hay dafio en sus drganos
reproductivos, en particular en las gonadas masculinas o testiculos, gracias a que éstos pueden
presentar pigmentos caracteristicos, como sucede con los machos de la especie D. aldrichi (Fig.
1.2). La ventaja entonces al utilizar a organismos de esta especie es que se puede dar seguimiento
in vivo de individuos con dos, una o ninguna génada y estudiar el impacto en su descendencia. Una
vez garantizada la progenie, se puede proceder a la diseccion de los parentales para confirmar el
diagnostico acerca del estado de las gonadas, de manera que se valide la informacién preliminar

obtenida por inspeccion visual.
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D. melanogaster

D. aldrichi

Fig. 1.2 Hembra y macho de D. melanogaster (izquierda) y D. aldrichi (derecha). EI macho de D. aldrichi
tiene los testiculos pigmentados (color amarillo).

1.2.1 Discos imagales

Los discos imagales son estructuras epiteliales caracteristicas de los insectos que
experimentan una metamorfosis completa (holometabolos). Estos epitelios se originan durante el
desarrollo embrionario a partir de grupos de células ectodérmicas y crecen por proliferacion celular
durante los estadios larvales para formar el disco maduro (Bryant, 1990; De Celis & Garcia-
Bellido, 2013; Beira & Paro, 2016). En los embriones de D. melanogaster, cada primordio de disco
imagal contiene de 10 a 40 células, que se dividen durante los tres estadios larvarios para formar
hasta 50,000 células al final del tercer estadio (Bayer et al., 1996; Blair, 2009).

Los discos imagales comienzan a diferenciarse al final del tercer estadio (Cranna & Quinn,
2009). Una vez que la larva forma el puparium, casi todos los tejidos larvarios degeneran y los
discos imagales se diferencian en la mayoria de las estructuras del insecto adulto, como la cabeza,
las patas, las alas y la genitalia (De Celis & Garcia-Bellido, 2013; Beira & Paro, 2016). El resto de
las estructuras externas del adulto (abdomen) se originan a partir de nidos de histoblastos que

también estan formados en la larva (Aldaz & Escudero, 2010).

1.2.1.1 Disco imagal genital

El disco imagal genital forma la terminalia (genitalia, a excepcion de las gonadas, y la
analia, estructuras anales e intestino grueso) de la mosca adulta (Gorfinkiel et al., 1999), que son
las estructuras con mayor dimorfismo sexual de la mosca. Tanto las hembras como los machos de
Drosophila tienen un solo disco genital formado por la fusién de primordios provenientes de tres
segmentos abdominales embrionarios: A8, A9 y A10 (Sanchez & Guerrero, 2001; Estrada et al.,
2003).
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El primordio genital femenino se deriva del segmento A8y se encuentra en la parte anterior,
el primordio anal (A10) se ubica en la parte posterior y el primordio genital masculino que procede
del A9 se encuentra entre ellos. En ambos sexos, solo dos de estos tres primordios se desarrollan
para formar la terminalia del adulto. ElI primordio anal se desarrolla en ambos sexos, pero
dependiendo del sexo, formard analia masculina o femenina (Fig. 1.3). Ademas, solamente se
desarrolla uno de los primordios genitales en cada sexo, formando la genitalia masculina o

femenina; esto también depende del sexo de la mosca (Sanchez & Guerrero, 2001).

Las diferencias sexuales somaticas en la genitalia de Drosophila estan determinadas por
una cascada genética que depende inicialmente de la proporcién de cromosomas X a autosomas
(A): si la proporcién es 1 (2X: 2A), la mosca es una hembra y si es 0.5 (1X: 2A), un macho. Esta
sefial activa en las hembras el gen clave Sex lethal (Sxl), en la parte superior de la jerarquia de
determinacion del sexo; en los machos, por el contrario, la actividad de SxI esta reprimida (Estrada
et al., 2003).

En la hembra, SxI dirige la formacion de la forma especifica del gen transformer (tra). Este
gen, forma un dimero con el gen transformer-2 (tra-2) el cual hace que el gen doublesex (dsx) se
corte y empalme en la forma femenina especifica, traducida en la proteina Dsx". En los machos, la
proteina SxI no activa la sintesis de tra y no se forma el dimero con tra2, por lo que dsx, en
consecuencia, sigue el corte y empalme especifico del macho, formando asi la proteina Dsx
(Estrada et al., 2003).
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Fig. 1.3 Esquema general del desarrollo de los discos genitales femenino (izquierda) y masculino
(derecha). En las partes superiores izquierda y derecha se muestra una version simplificada de la via de
determinacion del sexo somético para los genitales: el resultado final es la produccién de proteinas Dsx"y
DsxM en hembras y machos, respectivamente. La diferenciacion genital femenina requiere, ademas de
DsxF, la actividad de las proteinas Intersex y Hermafrodita (no incluidas en el esquema) (modificado de
Estrada et al., 2003).

Los productos DsxF y DsxM comparten el dominio N-terminal, incluido un dominio de
dedos de zinc de unién al DNA (el dominio DM), y difieren en la region C-terminal. En ausencia
de las proteinas DsxF y DsxM, las moscas (1X:2A 0 2X:2A) se desarrollan como intersexuales, con
estructuras genitales masculinas y femeninas (Sanchez & Guerrero, 2001; Estrada et al., 2003).

Los genes homeoticos (Hox) especifican estructuras a lo largo del eje anteroposterior en la
mayoria de los metazoos. Codifican proteinas que contienen un dominio de unién al DNA, el
homeodominio, y definen posiciones en este eje controlando la expresion especifica de la region
de los genes aguas abajo. Los segmentos que contribuyen al disco genital contienen informacion
homedtica especifica proporcionada por los genes Hox abdominal-A (abd-A) y Abdominal-B (Abd-
B), asi como por el gen caudal (cad) que contiene homeobox. Este tltimo, que es similar en muchos
aspectos a los genes Hox, especifica la analia y el intestino grueso. De manera consistente, cad se
expresa especificamente en el primordio anal (A10); abd-A se transcribe en una regién de A8 que

corresponde, en las hembras, principalmente a los genitales internos. Por consiguiente, abd-A no
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es necesario para la formacion de genitales femeninos externos, genitales masculinos o analia
(Estrada et al., 2003).

El gen Hox que define el desarrollo de la genitalia es Abd-B. Hay varios transcritos de Abd-
B, todos compartiendo el homeobox y las secuencias adyacentes, con patrones de expresion y
codificacion particulares para dos proteinas diferentes. En la genitalia, la transcripcién m (o0 A) se
expresa en A8, tanto en machos como en hembras, mientras que los transcritos r (B y C) se expresan
en A9, también en ambos sexos. El transcrito m codifica para la proteina M (o ) y los transcritos r
para la proteina R (o I1). Ambos productos son idénticos en su parte C-terminal (incluido el
homeodominio) pero difieren en la region N-terminal. La ausencia de ambas proteinas M y R
transforma parte de la genitalia en pata o antena distal. Por el contrario, la mutacién Abd-B“"2, que
expresa Abd-B ectdpicamente, convierte parte de la cabeza en genitalia (masculina o femenina) y
abdomen posterior. Por lo tanto, Abd-B es necesario y suficiente para hacer la genitalia (Estrada et
al., 2003).

Al igual que en otros discos imagales, las vias de sefializacion decapentaplegic (dpp),
hedgehog (hh) and wingless (wg) confieren informacion posicional a las células del disco genital.
Los genes Hox determinan la diferencia entre la terminalia y los segmentos més anteriores. La via
de determinacion del sexo tiene un papel importante en la formacion de la genitalia y la analia.
Mientras el disco genital crece, estas tres entradas controlan la transcripcion de genes que

especifican derivados masculinos y femeninos (Estrada et al., 2003).

1.3 Citocromo P450 y aromatasa

La aromatasa, codificada por el gen Cyp19, forma parte del citocromo P450 (CYP) (Smith
& Dowsett, 2003). Los CYP forman parte de una superfamilia de enzimas con funcién
desintoxicante que participan en el metabolismo de diversos metabolitos celulares endégenos y
compuestos xenobioticos. La importancia de los CYP radica en el hecho de que existen en todos
los grupos taxonomicos, incluyendo bacterias (Keller, 2006). En casi todos los organismos, estas
enzimas estan presentes en méas de una forma, formando asi una de las familias mas grandes de
enzimas. Sin embargo, el nimero de familias y enzimas varia entre los diferentes organismos
(Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000).
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Los CYP desempefian un papel en diversos procesos tales como el metabolismo de los
acidos grasos Yy las sales biliares; son fundamentales en la formacion de esteroides, colesterol y
metabolitos del acido araquiddnico (Keller, 2006). La enzima fue nombrada por primera vez en
1961 como P450 porque su pigmento (P) presenta un pico espectral a los 450 nm cuando se reduce
y se une al mondxido de carbono. En un principio se considero6 que el citocromo P450 era solo una
enzima. Sin embargo, ahora se sabe que es una familia de enzimas (Keller, 2006). Diferentes
estudios en las Ultimas décadas han demostrado que los organismos generalmente tienen multiples
CYP. Los humanos tienen 55 genes CYP (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000; Keller, 2006),
Drosophila 90 (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000; Tijet et al., 2001; Keller, 2006) y el arroz
453 (Keller, 2006).

Se sugiere que la superfamilia se originG a partir de un gen ancestral comun hace
aproximadamente 3 mil millones de afios. Las proteinas del citocromo P450 se agrupan en familias
y subfamilias en funcién de las similitudes en sus estructuras primarias. Los que comparten mas
del 40% de identidad a nivel de amino&cidos se asignan a una familia especificada por un nimero
arabigo, mientras que los que comparten mas del 55% de identidad tienen asignada una subfamilia

especificada por una letra (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000; Keller, 2006).

En el ser humano, la CYP19 corresponde a la aromatasa, enzima responsable del paso final
en la sintesis de estrégenos, es decir, la conversion de andrégenos androstenediona y testosterona
(C19 esteroides) a los estrégenos estrona (E1) y estradiol (E2) (C18 esteroides), respectivamente
(Goss & Strasser, 2001; Brueggemeier et al., 2005).

1.3.1 Aromatasa y ecdisona 20-monooxigenasa: un punto de conexion entre mamiferos e
insectos

De Loof (2006) propone que los ecdisteroides son los mejores candidatos para funcionar
como esteroides sexuales en insectos, y especificamente la ecdisona, que al estar presente en altas
concentraciones podria funcionar como un esteroide sexual androgénico (De Loof & Huybrechts,
1998; De Loof, 2006). Las hormonas esteroides controlan estrictamente el momento de la
maduracion sexual y el tamafio corporal final tanto en vertebrados como en invertebrados (Koyama
& Mirth, 2021).
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En insectos, las P450 estan involucradas en las rutas biosintéticas de la hormona juvenil y
la ecdisona. Estas son las dos hormonas mas importantes que se requieren para el crecimiento,
desarrollo y reproduccidon en insectos (Riddiford et al., 2003; Gilbert, 2008; lga & Kataoka, 2012).
En Drosophila, se ha identificado a un grupo de genes denominados Halloween cuyos productos
participan en la biosintesis de ecdisteroides, o sea, en la sucesion de reacciones que transforman el
colesterol en la 20-hidroxiecdisona, la forma biol6gicamente activa de la ecdisona, y cuya mutacién
resulta en letalidad embrionaria (Gilbert, 2008; Lafont et al., 2017). Los genes que pertenecen a la
familia Halloween son: spook (spo, Cyp307al) (Nakimi et al., 2005; Ono et al., 2006), spookier
(spok, Cyp307a2) (Ono et al., 2006), phantom (phm, Cyp306al) (Warren et al., 2004), disembodied
(dib, Cyp302al) (Chavez et al., 2000), shadow (sad, Cyp315al) (Warren et al., 2002) y shade (shd,
Cyp314al) (Petryk et al., 2003).

AUn no se han identificado los sustratos de CYP307A1 ni de CYP307A2, pero se ha
reportado que forman parte de la llamada “caja negra” en la ruta biosintética anteriormente
mencionada (Ono et al., 2006). En lo que respecta al gen phm, éste codifica la 25-hidroxilasa
microsomal, CYP306A1, que esta involucrada en la conversion de 2,22,25-tridesoxiecdisona
(ketodiol) a 2,22-didesoxiecdisona (ketotriol) (Warren et al., 2004). A partir de ketotriol, otros dos
de los genes Halloween, dib y sad, participan en la sintesis de ecdisona, un esterol polihidroxilado,
que es el precursor de la hormona de muda principal, la 20-hidroxiecdisona (20E) (Warren et al.,
2002; Gilbert, 2004; Nakagawa & Sonobe, 2016). A través de la expresion transitoria en células
S2 con un plasmido con el cDNA de dib o de sad se reveld que CYP302A1 es una C22 hidroxilasa
ecdisteroide que participa en el paso de ketotriol a 2-desoxiecdisona, mientras que el CYP315A1
es una C2 hidroxilasa involucrada en la conversion de esta Gltima en ecdisona (Warren et al., 2002;
Gilbert, 2004). Finalmente, la ecdisona 20-monooxigenasa (E20MO; ecdisona 20-hidroxilasa;
CYP314A1; EC 1.14.99.22) codificada por el gen shd, es necesaria en el paso de ecdisona a 20-
hidroxiecdisona (Petryk et al., 2003; Gilbert, 2004; Nakagawa & Sonobe, 2016).

De esta manera la enzima CYP314AL1 (ecdisona 20-hidroxilasa) en insectos cataliza la
conversion de ecdisona (E) —candidato mas probable para actuar como contraparte de la
testosterona en vertebrados (De Loof, 2006), de hecho sus estructuras son muy similares (Fig.
1.4)— en 20E, la contraparte de estrogenos en vertebrados; por tanto, podria decirse que la

CYP314A1 ecdisona 20-hidroxilasa de los insectos seria la contraparte del CYP19 aromatasa de
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mamiferos, es mas, sus estructuras también son similares. Con base en esto, podria suponerse que,

si el sustrato y la enzima son estructuralmente similares, un compuesto que inhiba la aromatasa en

humanos podria también actuar sobre el CYP314AL1 de insectos.
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Fig. 1.4 El colesterol es el precursor de las hormonas esteroides. En los ecdisteroides, la cadena lateral del
colesterol se mantiene mientras que se pierde en los denominados "esteroides de tipo vertebrado”. La
aromatasa cataliza el altimo paso en la biosintesis del estradiol-/7p. La 20-hidroxilasa (shade) cataliza la
conversion de ecdisona (E) en 20-hidroxiecdisona (20E). C-18, C-19, C-27: nimero de 4tomos de
carbono. Adaptado de De Loof (2006).

Para comprobar lo dicho anteriormente, es necesario conocer en qué etapa del desarrollo de
Drosophila hay incremento de CYP314ALl. En los insectos, la hormona esteroide ecdisona, en su
forma biologicamente activa, 20-hidroxiecdisona (20E), controla el tiempo de las mudas entre los
estadios larvarios, asi como la transicion a la metamorfosis e inclusive el instante de las mudas
metamorficas. El crecimiento durante el Ultimo estadio representa mas del 80% del aumento de la
masa final en los insectos, y la duracion de este periodo de crecimiento es dirigida por una
secuencia de pequefios pulsos de ecdisona que inducen la metamorfosis. Asi pues, las pequefias
fluctuaciones en las concentraciones de 20E desencadenan eventos clave del desarrollo (Koyama
& Mirth, 2021).
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La figura 1.5 muestra que al acercarse el dia cinco (120 h, considerando a D. melanogaster),
justo antes de que la larva de tercer estadio entre en la etapa de prepupa, hay incremento de la 20E,
por tanto, es un punto donde CYP314A1 deberia estar mas activa catalizando la conversion de
ecdisona (E) en 20-hidroxiecdisona (20E). Por consiguiente, al exponer a Drosophila a un disruptor
endocrino en ese momento de su ciclo, podria disminuir la produccién de 20E, lo que indicaria el

blogueo en la biosintesis de ese ecdisteroide.

600 1

5001 eversion de
la cabeza
400 formacion del :
muda muda puparium | eclosion
300t ; i ; ; / :
' '

200 T

A\

20-Hidroxiecdisona (pg/mg)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9  dias
lee | 2do Ser ( Metamorfosis
estadio  estadio estadio / L
Embrion Larva Prepupa Pupa Adulto

S B ES
et B

Fig. 1.5 Perfil del ecdisteroide 20-hidroxiecdisona (20E) durante las etapas del desarrollo de D.
melanogaster. Modificado de Thummel (2001).

1.4 Caracteristicas de la N-nitrosodimetilamina (NDMA) y modo de accién

A temperatura ambiente, la NDMA es un liquido amarillo con un ligero olor caracteristico.
Es muy soluble en agua, alcohol y éter, miscible con cloruro de metileno y aceites vegetales, soluble
en lipidos, cloroformo y la mayoria de los demaés solventes organicos. Es estable en la oscuridad
en solucién neutra o alcalina durante al menos 14 dias, pero es menos estable en soluciones mas

acidas o expuesta a la luz, especialmente luz ultravioleta (NTP, 2021).

Actualmente, la NDMA (Fig. 1.6) se fabrica en pequerias cantidades para uso exclusivo en

investigacion (NTP, 2021; ATDSR, 2022). La NDMA se usé hasta 1976 en la fabricacion de
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combustible para cohetes, pero este uso se detuvo después de que se encontraron altos niveles en
el ambiente alrededor de una planta productora (ATDSR, 2022).

HsC._ _CHg

N

I
N

Fig. 1.6 Estructura quimica de la NDMA.

La NDMA se forma como residuo en varios procesos de fabricacion, pero también se
produce por reacciones de nitrosacion que ocurren entre sustancias denominadas alquilaminas y
bacterias nitrificantes (EPA, 2017). Las rutas de posible exposicion humana a la NDMA son la
ingestion, la inhalacion y el contacto dérmico (NTP, 2021). La poblacion general puede estar
expuesta a cantidades desconocidas de este compuesto presentes en alimentos y bebidas, humo de
tabaco, herbicidas, pesticidas, agua potable y contaminacion industrial (ATSDR, 1989). La NDMA
puede moverse a través del suelo e ingresar al agua subterranea (ATSDR, 2022). Se ha encontrado
este compuesto en altas concentraciones en pozos de agua para consumo humano (hasta 20,000
ng/L) (Mitch et al., 2003). Ademas, la NDMA puede formarse en el cuerpo humano a partir de
aminas que reaccionan con los nitritos como resultado de la incorporacidn de estos precursores por

separado en los alimentos, el agua o el aire (NTP, 2021).

El ingreso de NDMA al organismo por exposicién a traves del aire, la dieta y el humo de
tabaco se ha estimado en unos pocos microgramos por dia. La NDMA esté presente en una variedad
de alimentos incluidos el queso, el aceite de soya, varios productos carnicos, tocino, diversas carnes
curadas, salchichas tipo Frankfurt, jamén cocido, pescado y sus derivados, especias utilizadas para
curar carne, brandy de manzana, otras bebidas alcohdlicas y cerveza. Se han medido
concentraciones en estos alimentos de hasta 850 pg/kg (NTP, 2021). Asimismo, la NDMA se
encuentra en algunos productos cosméticos y de tocador, como champus y limpiadores, derivados
del caucho y en pesticidas. También en ciertas industrias como curtidurias, plantas que producen
tintes y fundidoras (ATSDR, 2022).

La NDMA pertenece a un grupo de compuestos quimicos denominados nitrosaminas. Las
N-nitrosaminas, una clase importante de carcinogenos (Veena & Rashmi, 2014), son derivados N-
nitrosos alifaticos o aromaticos de aminas secundarias que tienen un grupo nitroso (—N=0) unido

a nitrogeno (Crews, 2014). La estructura general de estos compuestos es R'N(R?)-N=0 (Veena &
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Rashmi, 2014). En la NDMA los grupos R y R? unidos al nitrégeno de la amina equivalen cada
uno a un metil (-CHa) (Fig. 1.6).

Las N-nitrosaminas son estables bajo condiciones fisioldgicas (Tricker & Preussmann,
1991), y requieren activacion metabdlica por hidroxilacion dependiente de enzimas de fase | del
metabolismo (citocromos P450, CYPs) en el carbono adyacente al grupo N-nitroso para producir
una a-hidroxinitrosamina (Tricker & Preussmann, 1991; Fernandez-Alba & Aglera, 2005). La
eliminacién espontanea de un aldehido por escision del enlace carbono-nitrégeno produce un
alquildiazohidréxido como paso intermedio en la produccion de un ion alquildiazonio electrofilico,
que puede reaccionar en los sitios nucleofilicos de varios constituyentes celulares, incluyendo el
DNA, formando aductos (Fig. 1.7) (Tricker & Preussmann, 1991).
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Fig. 1.7 Activacion metabolica de compuestos N-nitrosos. En la NDMA, tanto R como R’ corresponden a
un hidrégeno (H), R’CHO es formaldehido (CH20) y RCH2N:" es el ion metildiazonio. Adaptado de
Tricker & Preussmann (1991).

En lo que respecta especificamente a la NDMA, después de su activacion metabdlica, el
formaldehido (CH20) puede actuar como agente alquilante y producir aductos de DNA (Fig. 1.8)
(Veena & Rashmi, 2014). El formaldehido reacciona con el grupo amino exociclico de la guanina,
para producir N?>-metilguanina o N?, N*>-dimetilguanina (Liu et al., 2016). Ademas, el hidréxido de
metildiazonio intermediario puede perder espontaneamente el ion hidréxido en forma de agua para
producir el ion metildiazonio. Este altimo puede perder nitrégeno espontaneamente generando el
carbocation reactivo (ion metilcarbonio, electréfilo) que puede reaccionar con las bases
nucleofilicas del DNA (por ejemplo, las posiciones N? y N7 de la guanina), o también es posible

que el carbono del ion metildiazonio pueda servir como un centro electrofilico sin carga que
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reaccione con nucleofilos, con nitrégeno como grupo saliente; en ambos casos se producen aductos
de DNA (Fig. 1.8) (Obach & Kalgutkar, 2018). Debido a que la NDMA debe someterse a

bioactivacion para ejercer sus propiedades toxicas (Ray et al., 2014), se considera un promutageno

alquilante.
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Fig. 1.8 Disefio general de la formacién de aductos y metabolismo de la NDMA. Modificado de Veena &
Rashmi (2014).

El principal aducto de DNA formado tras la exposicion a NDMA es la N’-metilguanina; la
O°%-metilguanina es un aducto secundario. Otros aductos de DNA generados en cantidades mas
pequefias comprenden la N3-metiladenina y la O*-metiltimina (Souliotis et al., 1998; WHO, 2002).
La lesion cuantitativamente mayor en el DNA, N’-metilguanina, no es directamente mutagénica,
pero puede experimentar una depuracion enzimatica o espontanea para formar sitios apurinicos
mutagénicos (Souliotis et al., 1998), ya que, si dichos sitios no se reparan antes de la replicacion

del DNA, pueden dar lugar a transversiones de guanina a timina (WHO, 2002).

Por su parte, los aductos de metilacion de bases centrados en oxigeno son fuertemente
mutagénicos al inducir emparejamiento erréneo directo: la O8-metilguanina da lugar a transiciones
de G:C a A:T, mientras que la O*-metiltimina provoca transiciones de A:T a G:C. Asimismo, la
evidencia reportada en la literatura sugiere que el mas abundante de estos, O8-metilguanina, juega
un papel importante en la mutagénesis y la carcinogenesis por NDMA y otros agentes de metilacion
(Souliotis et al., 1998; WHO, 2002).
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2. ANTECEDENTES

Los agentes toxicos pueden alterar la funcion del sistema endocrino al afectar cualquier
parte del eje hipotaldmico-pituitario-gonadal-reproductivo. Los efectos pueden ser inducidos tanto
en hembras como en machos al modificarse la sintesis, el almacenamiento, la liberacion, el
transporte o la remocion de las hormonas, asi como al alterar el reconocimiento del receptor

hormonal o respuestas posteriores (EPA, 1996).

El sistema reproductivo masculino puede verse adversamente afectado por la disrupcion del
equilibrio endocrino regular. En adultos, los efectos que interfieren con la concentracion o la accion
de la hormona luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH) o ambas pueden disminuir
o anular la espermatogénesis, afectar 6rganos sexuales secundarios (como el epididimo), la funcion
de las glandulas sexuales accesorias (la prostata y la vesicula seminal) y deteriorar el
comportamiento sexual (Sharpe, 1994). En los mamiferos se desarrolla un aparato reproductor
femenino a menos que los andrégenos sean producidos y utilizados regularmente por el feto
(Byskov & Hoyer, 1994; George & Wilson, 1994).

Debido a lo anterior, las consecuencias de la interrupcién del patron endocrino regular
durante el desarrollo del sistema reproductivo masculino antes y después del nacimiento son de
particular interés. La diferenciacion y el desarrollo del aparato reproductor masculino son
especialmente sensibles a las sustancias que interfieren con la produccién o accién de los
androgenos (testosterona y dihidrotestosterona). La diferenciacion sexual del sistema nervioso
central (CNS) también puede verse afectada. Por ende, la interferencia con la produccion regular o
la respuesta a los androgenos puede provocar diversos efectos irregulares en los machos
genotipicos que van desde la condicion pseudohermafrodita hasta la reduccion en la produccion de

esperma o la expresion de una conducta sexual alterada (EPA, 1996).

Existen sustancias quimicas identificadas con actividad estrogénica o antiandrogénica que,
con niveles de exposicion suficientes, son capaces de provocar efectos de este tipo en machos (Gray
et al., 1994; Harrison et al., 1995; Kelce et al., 1995). Si bien la sensibilidad puede diferir, es
posible que los mecanismos de accion de estos compuestos disruptores hormonales sean
consistentes entre las especies de mamiferos. Los quimicos con la capacidad de interactuar con el

receptor de hidrocarburos de arilo (Ah), las dioxinas o los policlorobifenilos (PCB), también
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podrian alterar el desarrollo o la funcién del sistema reproductivo (Brouwer et al., 1995; Safe,
1995). Varios de los efectos observados en rata y hamster con la exposicion de hembras y machos,
difieren de los causados por los estrogenos, lo que indica un mecanismo de accién diferente (EPA,
1996).

El sistema nervioso en desarrollo puede ser un blanco de los disruptores endocrinos. En
rata, la diferenciacion sexual del CNS puede modificarse mediante tratamientos hormonales o
exposicion a contaminantes ambientales que imitan o interfieren con la accion de ciertas hormonas
(EPA, 1996). Se ha demostrado que los quimicos con actividad endocrina masculinizan el CNS de
la rata hembra. Algunos de ellos son clordecona (Gellert, 1978), diclorodifeniltricloroetano (DDT)
(Bulger & Kupfer, 1985) y metoxicloro (Gray et al., 1989).

En las hembras de roedores y humano, la situacion es mas compleja que en los machos
debido a los ciclos reproductivos (estral o menstrual), el proceso de fecundacion, la gestacion y la
lactancia. Todas las funciones del sistema reproductivo femenino estan bajo control endocrino y,
por lo tanto, pueden ser susceptibles de disrupcion por efectos sobre el sistema endocrino-
reproductivo (EPA, 1996).

Al igual gue con los machos, los cambios de los patrones endocrinos regulares durante el
desarrollo pueden resultar en un aparato reproductor femenino anormal (Gellert, 1978; Brouwer et
al., 1995). La exposicién de las hembras genotipicas a androgenos provoca la formacion de tractos
reproductivos pseudohermafroditas con diversos grados de severidad. Sin embargo, la exposicién
a sustancias estrogenicas durante el desarrollo también produce efectos adversos sobre la anatomia
y la funcién de los érganos reproductivos que incluyen, en ratas, malformaciones de la genitalia.
Se ha demostrado que la exposicion de mujeres al dietilestilbestrol (DES) en el Gtero provoca una
mayor incidencia de adenocarcinoma de células claras vaginal (Giusti et al., 1995). La dioxina, que
presumiblemente actla a traves del receptor Ah, también interrumpe el desarrollo del sistema

reproductivo femenino (Gray & Ostby, 1995).

Los criterios de valoracion para detectar los efectos inducidos por la disrupcion del sistema
endocrino durante el desarrollo comprenden la evaluacion de la fertilidad, la anatomia de los
organos reproductivos (pesos e histopatologia), el nimero de ovocitos, la regularidad de los ciclos,
el comportamiento durante el apareamiento y la histopatologia de las células de Leydig. En

ausencia de datos endocrinos (niveles hormonales, por ejemplo), los efectos significativos en
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cualquiera de estos biomarcadores sugieren una disrupcion del sistema endocrino y se consideran

adversos si los resultados son consistentes y biol6gicamente plausibles (EPA, 1996).

2.1 Planteamiento del problema

Con lo que se ha mencionado hasta el momento, es claro que se han utilizado disruptores
hormonales para contrarrestar los efectos adversos de algunas anomalias y enfermedades en
humanos; asimismo, que la humanidad ha sido y continda siendo expuesta en diferentes formas a
contaminantes ambientales, que también podrian tener actividad disruptora, siendo el sistema

reproductivo uno de los principales blancos de dichos compuestos (Lu et al., 2020).

La exposicidn a estas sustancias puede traer consigo efectos a largo plazo en los individuos
expuestos que incluso pueden abarcar las generaciones subsiguientes. Sin embargo, el identificar
y detectar las respuestas multi y transgeneracionales en mamiferos se hace complicado por el
tiempo que se requiere para el seguimiento de varias generaciones, y para acumular evidencia

suficiente acompariada de tamafios de muestra grandes que permitan andlisis estadisticos robustos.

La problematica de humanos expuestos a disruptores endocrinos es de particular interés por
los efectos adversos que se han documentado en individuos expuestos y las evidencias reportadas
de modelos de mamiferos. No obstante, la mayoria de los estudios no contemplan varias

generaciones en parte por las dificultades previamente mencionadas.

Este trabajo surge de la idea de proponer un modelo complementario a mamiferos para
detectar disruptores hormonales de mamiferos y documentar los efectos tanto en los organismos
tratados como en las generaciones subsiguientes no expuestas a sustancias o0 mezclas con potencial
reprotoxico. Es asi como, con la intencién de aprovechar las maltiples ventajas que tiene el uso de
Drosophila, se propone a este modelo. Ademéas de que la utilizacion de un modelo in vivo
contempla las interacciones sinérgicas o antagonicas solamente presentes en el animal completo
(Beranek, 1990).

Lo primero que debe hacerse, antes de ensayar los diferentes disruptores hormonales o
mezclas con potencial de alterar la funcion reproductiva (incluyendo inhibidores de aromatasa), es
calibrar el modelo utilizando un control positivo e identificar biomarcadores en Drosophila
asociados con la actividad de disruptores hormonales de mamiferos. Estos abarcan fertilidad,

cantidad de progenie, morfologia interna y externa de las génadas, malformaciones en el desarrollo

26



del sistema reproductivo, entre otros. Como se menciond en una seccion anterior, en el caso
particular de los insectos, se ha propuesto que las contrapartes de la testosterona y el estradiol de
mamiferos son la ecdisona (E) y la 20-hidroxiecdisona (20E), respectivamente. Por tanto, otro
biomarcador que puede resultar relevante es la expresion de genes que codifiquen enzimas con
roles preponderantes en la ruta de ecdisteroides de Drosophila. Para el caso particular de la
aromatasa de mamiferos, que se encarga de la conversion de la testosterona en estradiol, habria que
determinar si puede afectarse la expresion de su contraparte en el insecto, cuyo candidato es
CYP314A1 (De Loof, 2006).

El control positivo es una sustancia que ha probado inducir algun efecto especifico de
interés; en este caso corresponde a algin compuesto que presente actividad de disruptor hormonal
en mamiferos y del que se conozca induzca respuestas en Drosophila, 1o que permitira identificar
los biomarcadores; ademés que sea de interés para el humano. La N-nitrosodimetilamina (NDMA)

es un compuesto que reune las caracteristicas descritas.

En la literatura hay reportes sobre la actividad como disruptor endocrino de la NDMA en
mamiferos. El peso relativo de las glandulas suprarrenales y el recuento mitético aumentan en ratas
después de la administracion por sonda en dosis Unica de 20 mg/kg de NDMA (Nishie, 1983).
Asimismo, cuando a conejos machos variedad Nueva Zelanda se les administran dosis diarias por
sonda de 0.5 mg/kg/dia de NDMA durante 12 semanas, se observan marcadas reducciones en la
testosterona sérica (81 y 96% menos que los controles a las ocho y 12 semanas, respectivamente)
junto con incrementos variables en estradiol plasmatico (152 y 27% a las ocho y 12 semanas). En
el sacrificio de los especimenes al final de la exposicion, los cambios histopatoldgicos testiculares
en los conejos tratados incluyen tubulos seminiferos desorganizados, edema intersticial,
degeneracion del epitelio germinal en tubulos seminiferos y células de Sertoli, exfoliacion de
células en la luz de los tubulos, congestidn de vasos sanguineos y proliferacion de células de Leydig
(Sheweita et al., 2017; ATSDR, 2022).

La NDMA es un promutageno alquilante del que también existe amplia evidencia de su
actividad genotoxica tanto in vivo como in vitro en diversidad de grupos (WHO, 2008), incluyendo
efectos adversos en ratas (Peto et al., 1991; Brendler et al., 1992) y en Drosophila. Se ha reportado

que la exposicion in vivo a la NDMA produce en D. melanogaster mutaciones somaticas (Negishi
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et al., 1991; Goto et al., 1999; Ramos-Morales et al., 2001), aneuploidias (Woodruff & Seeger
1991), recombinacion mitética (Ramos-Morales et al., 2001) y dafio al DNA (Negishi et al., 1991).

Agregado a esto, se preve razonablemente que la NDMA sea un carcinégeno humano con
base a evidencia suficiente de carcinogenicidad de estudios en animales experimentales (NTP,
2021). La NDMA genera tumores en numerosas especies, en varios sitios de tejidos diferentes y
por diversas vias de exposicion. Se observan tumores en todas las especies analizadas, incluidos
ratones, ratas, hamsteres, cuyos, ratas comunes africanas (género Mastomys), conejos, ranas,
tritones y varias especies de peces. La NDMA produce tumores principalmente en el higado, las
vias respiratorias, los rifiones y los vasos sanguineos. Se observan tumores benignos y malignos
del higado (adenoma hepatocelular y carcinoma) o del conducto biliar (colangioma o tumores
colangiocelulares) luego de (i) la administracion oral en ratones, ratas, hamsteres, conejos, cuyos
y peces, (ii) exposicion por inhalacion en ratones, (iii) exposicién prenatal en ratones, (iv)
administracion subcutanea en hamsters, Mastomys y ratones y ratas (recién nacidos y lactantes),
(v) inyeccion intraperitoneal en ratones (adultos y recién nacidos) y en tritones, (vi) inyeccién

intramuscular en ratas y (vii) exposicion a través del agua del tanque en ranas y peces (NTP, 2021).

En cuanto a la toxicidad reproductiva, la NDMA actia como carcindgeno transplacentario
en hembras prefiadas de rata, raton y hamster; independiente a la ruta de administracién. Ademas,
ratones alimentados con NDMA producen descendientes muertos o que mueren poco después del
nacimiento (Ray et al., 2014).

Con lo que se ha descrito anteriormente es claro que la informacion de los efectos in vivo
de la exposicion a disruptores hormonales de mamiferos que abarquen varias generaciones es
escasa 0 desconocida. Debido a la relevancia que esta problemaética tiene para el humano, se
requieren respuestas a preguntas como:

e ;Se podra detectar en Drosophila la actividad de disruptores hormonales de mamiferos?

e ;Pueden los efectos adversos esperados por la accion de disruptores hormonales
identificarse con el modelo experimentad de Drosophila? ¢ Cuales de los efectos reportados

en mamiferos se comparten con Drosophila?

e ;Qué biomarcadores pueden ser sensibles en Drosophila a la presencia de disruptores

endocrinos de mamiferos?
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e ;Los disruptores hormonales de mamiferos pueden modificar la expresién génica del

citocromo Cyp314al de la ruta de ecdisteroides de Drosophila?

2.2 Justificacion

En la actualidad no se cuenta con modelos biol6gicos que permitan detectar la
genotoxicidad de quimicos disruptores hormonales de mamiferos en un tiempo relativamente corto,
y en los que se tenga un tamafo de muestra elevado. Por la importancia que esto tiene, en particular
para el ser humano, es de sumo interés implementar un modelo complementario al de mamiferos,
calibrado, que sea més rapido y que conlleve un incremento importante en el nmero de muestra
que le dé mayor confiabilidad a los resultados. Por las ventajas que estan ampliamente
documentadas en Drosophila, se propone a este modelo para construir una metodologia que

permita identificar compuestos o mezclas con potencial reprotoxico.

3. HIPOTESIS

Si la NDMA actta como disruptor endocrino en Drosophila, los biomarcadores de efecto como la
sobrevivencia, la proporcion sexual, la fertilidad, la cantidad de progenie y la expresion de
citocromos asociados en su biotransformacion (Cyp314al), se modificaran en los organismos

expuestos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Identificar biomarcadores en Drosophila que respondan a la actividad del disruptor endocrino de
mamiferos N-nitrosodimetilamina (NDMA).

4.2 Objetivos particulares

e Determinar el efecto in vivo de la exposicién de moscas Drosophila melanogaster y
Drosophila aldrichi a la NDMA.

e Evaluar in vivo el efecto de la NDMA sobre la capacidad reproductiva de D. aldrichi en
tres generaciones subsecuentes.

e Establecer el efecto in vivo de la exposicién ala NDMA en uno de los progenitores (hembra
0 macho) y en ambos.
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e Correlacionar la actividad de la NDMA en Drosophila por revision morfoldgica externa e
interna de las génadas.

e Determinar el efecto de la NDMA en la expresion de Cyp314al en D. melanogaster.

5. METODOLOGIA

5.1 Tipos de experimentos: de reprotoxicidad y moleculares

Con el ensayo de reprotoxicidad se busco determinar in vivo el efecto de la exposicion a la
NDMA en los organismos tratados (toxicidad), su capacidad reproductiva y la de dos generaciones
subsecuentes (reprotoxicidad), a partir de los biomarcadores sobrevivencia, proporcién sexual,
fertilidad y progenie por familia. A nivel molecular se evalu6 si la NDMA afect6 la expresion del
gen shade (shd), responsable de codificar CYP314AL1 (ecdisona 20-hidroxilasa) en Drosophila.

5.2 Especies de Drosophila

5.2.1 Drosophila melanogaster
Se utiliz6 la cepa silvestre (Canton-S) en ambos tipos de experimentos; sin embargo, en el

ensayo de reprotoxicidad solo se utilizé como linea de referencia (control).

5.2.2 Drosophila aldrichi

La especie D. adrichi solo se us6 como cepa experimental en el ensayo de reprotoxicidad.
Esta especie tiene la particularidad de que los machos poseen los testiculos pigmentados respecto
a los hialinos que se encuentran en D. melanogaster. Otra diferencia respecto a la especie control
radica en el ciclo de desarrollo: mientras que el de D. melanogaster es de aproximadamente 10 dias
a 25 °C, el de D. aldrichi es de 15 dias. Por su parte, el tercer estadio larvario, de particular interés
en este trabajo, se alcanza a las 72 h y a las 144 h en D. melanogaster y D. aldrichi,

respectivamente.

5.3 Ensayo de reprotoxicidad

El tratamiento se administré a larvas de tercer estadio. Durante esta etapa en particular
existe una intensa actividad metabdlica concentrada predominantemente en los cuerpos grasos
(Clark, 1982; Petryk et al., 2003).
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5.3.1 Obtencion de larvas de tercer estadio

Organismos de la linea de referencia, D. melanogaster, y experimental, D. aldrichi, fueron
colocados en frascos con medio de cultivo fresco por un periodo de 8 y 12 h, respectivamente,
retirandolos posteriormente. A partir de los huevos recolectados se obtuvieron larvas de 72 £ 4 h
de D. melanogaster y 144 + 6 h para D. aldrichi que se extrajeron por el método de Nothiger
(1970). Este método consiste en separar las larvas del medio a través de un gradiente de densidad
generado por una disolucién de sacarosa al 20% para D. melanogaster y al 30% para D. aldrichi.
Posteriormente, se asignaron al azar larvas para los tratamientos subsecuentes (combinaciones de

los niveles de los factores concentracion de NDMA y especie).

5.3.2 Administracion del tratamiento

Se analizaron, por especie, 16 concentraciones de NDMA disuelta en agua destilada en un
rango de 4.77 E-06 a 5 mM (tratamientos experimentales) (Tabla 1), preparadas por diluciones
sucesivas; mas el testigo negativo (H20). Las concentraciones se seleccionaron con base en la
actividad de toxicidad y genotoxicidad de la NDMA trabajada previamente en D. melanogaster en

el grupo de investigacion de genética y toxicologia ambiental-banco de moscas de la UNAM.

Tabla 1. Concentraciones de NDMA.
NDMA [mM]
4.77E-06
9.54E-06
1.91E-05
3.81E-05
7.63E-05
1.53E-04
6.10E-04
2.44E-03
9.77E-03
3.91E-02
1.56E-01
3.13E-01
6.25E-01
1.04
15
5
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De cada concentracion de NDMA se tomaron 4.5 mL para mezclarlos con 1 g de medio
instantaneo (Carolina Biological Supply) y fueron puestos en tubos previamente esterilizados. En
cada tubo se depositaron aproximadamente 100 larvas de tercer estadio y se sometio cada unidad
experimental a un tratamiento subcronico a través de la alimentacion (72 x 48 h para D.
melanogaster y 144 x 72 h para D. aldrichi). Los organismos permanecieron en los tubos hasta
atravesar el periodo de pupacion (donde ya no ingieren alimento y se llevo a cabo la metamorfosis),
para posteriormente emerger como adultos. Cada tratamiento se realizd por duplicado; el
experimento se realizo dos veces, dando un total de cuatro réplicas. Después de que los individuos
emergieron, se recobraron, contaron (tres lecturas para D. melanogaster y seis para D. aldrichi),
separaron y clasificaron por sexo, para obtener la sobrevivencia y la proporcion sexual de las series

testigo y experimentales.

5.3.3 Sistemas de cruza

Una vez recuperadas las moscas D. aldrichi de los tratamientos con el compuesto, se
realizaron tres esquemas de cruza con la finalidad de evaluar el efecto in vivo de la NDMA en la
capacidad reproductiva cuando uno o ambos progenitores estuvieron tratados: hembra tratada con
macho tratado (H t x M t), hembra no tratada con macho tratado (H nt x M t) y hembra tratada con
macho no tratado (H t x M nt) (Fig. 5.1).

Para las cruzas, de los organismos recobrados se seleccionaron al azar 10 hembras (9 9)
virgenes tratadas para cruzarse con machos tratados (3 3) (Htx M t), 10 @ Q virgenes no tratadas
para cruzarse con &4'J tratados (H nt x M t) y 10 Q Q virgenes tratadas para cruzarse con 10 33 no
tratados (H t x M nt). Con ello se estimé la fertilidad de la generacién de parentales, su progenie
por familia F1 y la proporcion sexual en cada tratamiento de los tres esquemas de cruza (Fig. 5.1).

Posteriormente, con el objetivo de determinar si se afectd la capacidad reproductiva de las
moscas F1 y F2 no expuestas a NDMA, pero cuyos parentales (uno o ambos) fueron tratados en la
etapa larvaria, primero se cruzo la F1 derivada de cada sistema y se siguieron a 10 parejas (tomando
dos parejas por tubo de los cinco primeros tubos con progenie) para obtener la fertilidad de la F,
cantidad de progenie F2 y proporcion sexual en cada concentracion; luego se realizé lo mismo con
la F2 (Fig. 5.1). De esta manera se establecio el efecto del tratamiento de los progenitores en la
capacidad reproductiva de su descendencia no expuesta por dos generaciones. Este experimento

completo se repitio dos veces.
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Fig. 5.1 Resumen de la metodologia empleada en el ensayo de reprotoxicidad.

5.3.4 Biomarcadores

5.3.4.1 Toxicidad

5.3.4.1.1 Sobrevivencia

Para establecer la toxicidad del tratamiento se calculd el promedio de los organismos
adultos recuperados. Para cada concentracion de NDMA y el testigo, la sobrevivencia promedio se

calcul6 dividiendo el total de moscas recobradas entre el total de réplicas:

) , ) * . Total de moscas ) o
Sobrevivencia promedio = ,n = numero de réplicas
n
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5.3.4.1.2 Proporcion sexual

Se calculé la proporcion sexual para medir si el tratamiento afectd el namero de hembras y
machos recobrados. Los organismos recuperados por concentracion y el testigo se clasificaron en
machos y hembras. La proporcion sexual para hembras se calculé dividiendo el total de hembras
entre el total de organismos y la de machos dividiendo el total de machos entre el total de

individuos:

Total de moscas hembra o macho

Proporcion sexual =
p Total de moscas

Con los valores de proporcion sexual, tanto para hembras como para machos, se obtuvo la

proporcion sexual promedio como sigue:

. , ™ Proporcién sexual ) o
Proporcion sexual promedio = ,n = numero de réplicas
n

5.3.4.2 Reprotoxicidad
5.3.4.2.1 Fertilidad

Para determinar el efecto de la NDMA en las células germinales se utilizaron los
biomarcadores de toxicidad reproductiva de fertilidad y cantidad de progenie. El primero se obtuvo

dividiendo la cantidad de parejas que tuvieron progenie entre el total de parejas cruzadas:

Numero de parejas con progenie
Fertilidad = parej prog

Numero de parejas cruzadas

Los indices de fertilidad se calcularon de la siguiente manera: la fertilidad de las series
testigo y experimentales se dividio entre la de su testigo correspondiente, de manera que los testigos
adquirieron un valor de 1y las series experimentales valores de fertilidad alrededor de 1 (frecuencia

corregida).

5.3.4.2.2 Cantidad de progenie
La progenie promedio por familia se estimé dividiendo la progenie total recuperada por

pareja en cada concentracion y el testigo entre el nimero de parejas:

) ) * ,Total de progenie por pareja .
Progenie promedio = - ,n = total de parejas
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Los indices de progenie promedio por familia se obtuvieron de la misma manera que los
indices de fertilidad: dividiendo la fecundidad promedio de cada concentracién y el testigo entre la

del testigo.

5.3.5 Andlisis estadisticos

Para determinar diferencias significativas en la sobrevivencia y proporcion sexual promedio
entre las distintas concentraciones de NDMA y el testigo se llevaron a cabo ANOVASs de una via
y, cuando estos arrojaron diferencias significativas, se realizaron pruebas post-hoc de Dunnett para

evaluar especificamente si las diferencias fueron respecto a los testigos.

Por otro lado, con el propdsito de valorar si hubo retraso en el desarrollo de los organismos
expuestos a NDMA, aceleracion o ambos, tanto de D. melanogaster como de D. aldrichi, se
graficaron por concentracion las frecuencias relativas acumuladas (proporcion acumulada del total

de organismos recuperados) en funcion del nimero de lecturas.

En cuanto a la fertilidad, se estimaron las diferencias entre los distintos tratamientos
experimentales y el testigo, asi como entre los tres esquemas de cruza en cada concentracion,
mediante una prueba de Z para proporciones. En lo que concierne a la cantidad de progenie, ademas
de realizarse ANOVA de una via y pruebas post-hoc de Dunnett, se determind si existian
diferencias significativas entre los tres sistemas en cada tratamiento experimental con un ANOVA
de dos vias; en los casos donde hubo diferencias se realizo la prueba post-hoc de Tukey para
precisar cuales esquemas se diferenciaron entre si y en qué concentracion. En todas las pruebas el

nivel de significancia fue de 5% (o = 0.05).

5.3.6 Determinacion del efecto de la NDMA en Drosophila por revision morfoldgica externa
e interna de las gbnadas

La presencia de testiculos pigmentados en los machos de D. aldrichi permitié realizar
inspecciones externas de sus gonadas al momento de realizar las cruzas; informacion que se validé
luego de diseccionarlos. Por su parte, en las hembras de D. aldrichi y en ambos sexos de D.
melanogaster, debido a sus goénadas hialinas, Unicamente se llevaron a cabo revisiones
morfoldgicas internas.

Para D. melanogaster se diseccionaron 20 parejas por concentracion escogidas al azary en
el caso de D. aldrichi, por cada sistema de cruza y tratamiento, se diseccionaron todos los parentales

(P, F1 x F1y F2 X F2) y 20 parejas de sus respectivas progenies (F1, F2 y F3) también seleccionadas
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aleatoriamente. Cabe destacar que en algunas concentraciones no se alcanzo esta cantidad de

parejas porque la descendencia fue insuficiente o inexistente.

5.4 Ensayo molecular

5.4.1 Analisis de la transcripcion de shade (shd)

Para analizar el perfil de expresion a nivel transcripcional del gen shd a lo largo de las
primeras fases de desarrollo, se utilizd la técnica de la amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa del producto de la transcripcion reversa (RT-PCR). EI RNA total se purifico a partir de
30 mg de larvas o pupas de D. melanogaster cuyo medio contenia 1.56 E-01 mM de NDMA o H20
como control. Los tiempos de desarrollo a partir de los cuales se purific el RNA fueron: 72 £ 4 h,
96 +£4h,115+4 hy 146 + 4 h (Fig. 5.2). Esta concentracion de NDMA se usé porque en estudios
previos en D. melanogaster se observo una caida de la fertilidad a partir de esa concentracion sin
modificarse la sobrevivencia.

El RNA se purifico utilizando el kit de purificacion de RNA total (Jena Bioscience) de
acuerdo con el protocolo correspondiente. Posteriormente, se eliminé el posible DNA genémico
(gDNA) residual tratando cada muestra con DNasa-1 empleando el kit de eliminacion de gDNA
(Jena Bioscience). La integridad del RNA se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Para los ensayos de amplificacion de shd se utilizaron los oligonucleétidos 5°-
ATGGCCGTGATACTGTTGCTGGC-3’ (sentido) y 5’-
CCTCCAGCACTATGTCGCCATATTG-3’ (antisentido). Como control interno se usé el gen
RpL23, cuya amplificacion se logr6 con el oligonucledtido sentido 5’-
GTGATGAACTGTGCCGACAA-3> y el antisentido 5-CCTTCATTTCGCCCTTGTTG-3’
(Petryk et al., 2003).

La especificidad de los oligonucle6tidos se probd por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) empleando como molde gDNA que se purificd a partir de 30 larvas de 72 h = 4 h de D.
melanogaster siguiendo el protocolo previamente descrito (Huang et al., 2009). Este protocolo,
junto con algunas modificaciones, consistié en lo siguiente:

a) Serecolectaron las larvas en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL puesto en hielo.
b) Se trituraron las larvas con la ayuda de un pistilo en 200 uL de Buffer A (Tris-Cl 100 mM,

pH 7.5, EDTA 100 mM, pH 8.0, NaCl 100 mM y SDS al 0.5%). Luego, se agregaron 200

uL adicionales de Buffer A 'y se continu6 moliendo hasta que solo quedaron cuticulas.

c) El macerado se incub6 a 65 °C por 30 min.
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d)

f)

9)

h)

)

Se adicionaron 800 pL de Buffer B (200 mL de acetato de potasio 5 M y 500 mL de LiCI 6
M) a cada muestra, se mezcld bien invirtiendo el tubo multiples veces y se incubd a
temperatura ambiente por 60 min.

Se centrifugd a 12000 rpm por 15 mina 4 °C.

Se transfirid 1 mL del sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga (teniendo cuidado
de no transferir ningan precipitado flotante) y se desecho el boton.

Se agregaron 600 pL de isopropanol a cada muestra y se mezclo invirtiendo el tubo varias
Veces.

Se centrifugd a 12000 rpm por 15 min a4 °C.

Se descartd el sobrenadante, se lavd el boton con 1 mL de etanol al 70% y se centrifug6 a
12000 rpm por 5 min. Se descart6 el sobrenadante y el botén se dejé secar a 55 °C por 5
min.

Cada boton se resuspendié en 150 pL de Buffer TE (Tris-Cl 10 mM (pH 8.0) y EDTA 1
mM (pH 8.0)) y se almacend a 20 °C hasta su uso.

La integridad del DNA genomico (JDNA) se evaluo por electroforesis en gel de agarosa al

1%. Los productos de la amplificacion usando como molde al gDNA se esperaban de 509 pb para
shd y de 854 pb para RpL23.

Por otro lado, para los ensayos de RT-PCR se uso6 el kit de RT-PCR de alta fidelidad

SCRIPT (Jena Bioscience). Este kit permite que a partir de RNA se sintetice el cDNA vy se

amplifique por PCR en una sola reaccién porque contiene tanto a la transcriptasa reversa para la

sintesis del cDNA (RT) como a la DNA polimerasa termoestable que amplifica al cDNA (PCR).

Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes:

a)
b)

c)

d)

Sintesis de cDNA: 50 °C por 45 min.
Desnaturalizacion inicial y activacion de la DNA polimerasa: 95°C por 5 min.
Amplificacion en cadena de la polimerasa (40 ciclos):
a. Desnaturalizacion: 95 °C por 10 s.
b. Alineamiento: 58 °C (oligonucle6tidos para shd) o 55 °C (oligonucleétidos para
RpL23) por 20 s.
c. Extension: 72 °C por 30 s.

Extension final: 72 °C por 2 min.
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Los productos de la amplificacion por RT-PCR usando como molde el RNA total se
esperaban de 319 pb para shd y 268 pb para RpL23. La diferencia en el tamafio de los productos
provenientes de gDNA y mRNA se debe a los intrones presentes en cada uno de los genes

analizados.

-y » 600
. X8 2 go 146 h
‘ 500 4
| E \
Sincronizacién g 4001
|
g 3004
Larvas 3er estadio 3 0 115h
| \
_ g 204
Tratamiento NDMA E 72 h 9 h
. — S 0
== \/\j
1.56 E-01 mM 0 T T T T T T l T T
HaC\N/CHa 0 1 2 3 4 5 ¢+ 6 7 8 9 dias
N , ler 1 2do 3er | Metamorfosis
=0 estadio  estadio estadio /'
Embrion Larva Prepupa Pupa Adulto
Larvas de tercer estadio: Pupas:
1.72 £ 4 h (30 mg = 150 larvas) 4.146 £ 4 h (30 mg = 21 pupas)

2.96+4 h (30 mg = 100 larvas)
3. 115+ 4h (30 mg = 21 larvas)

Fig. 5.2 Resumen de la metodologia empleada en la obtencion de muestras para el ensayo molecular.
Perfil de la 20E modificado de Thummel (2001).

38



6. RESULTADOS

Primeramente, se presentan los resultados del ensayo de reprotoxicidad; en esta parte se
determino si existe un efecto tdxico del tratamiento con NDMA a partir los biomarcadores de
sobrevivencia (S) y la proporcion sexual (Psx). Seguido a esto, se evaluo si la exposicion a NDMA
altero el tiempo de desarrollo de las moscas y se presentan las malformaciones encontradas en los
adultos. Luego, se muestra si la capacidad reproductiva de las moscas progenitoras expuestas a
NDMA se modifico, al igual que la de su descendencia F1 y F2 no tratada, empleando los
biomarcadores de toxicidad reproductiva de fertilidad (F) y promedio de progenie por familia (PF).
Ademas, se describe la morfologia de las gonadas de los organismos tanto expuestos como no
tratados y se finaliza con los resultados del ensayo molecular, es decir, con la determinacion del

efecto de la NDMA en la expresion de shd (Cyp314al) en D. melanogaster.
6.1 Ensayo de reprotoxicidad

6.1.1 Toxicidad de la NDMA en D. melanogaster y D. aldrichi

En la tabla 2 se presentan los resultados de la sobrevivencia y proporcién sexual de las
moscas expuestas a NDMA, recobradas de la linea de referencia D. melanogaster Canton-S y de
la experimental D. aldrichi. En la linea de referencia, la sobrevivencia no sigui6 una relacion lineal,
encontrdndose respuestas mayormente negativas. A partir de 1.53 E-04 mM de NDMA se
recuperaron menos moscas con respecto al testigo, siendo la reduccion estadisticamente
significativa con 1.04 mMy 1.5 mM (F1s.48 = 5.763, p < 0.0001; Dunnett, p = 0.0073, p < 0.0001);
solo la dltima concentracion (5 mM) fue letal (Fig. 6.1). En cuanto a la linea experimental, la
sobrevivencia tampoco mostré un comportamiento lineal y se observaron respuestas tanto positivas
como negativas; se recobraron menos moscas a partir de 3.91 E-02 mM detectandose una
disminucion significativa en comparacion con el testigo en 3.91 E-02 mM, 1.56 E-01 mM y 3.13
E-01 mM (F1239 = 6.943, p < 0.0001; Dunnett, p = 0.0422, p = 0.0135, p = 0.0027), siendo el
tratamiento letal a partir de 6.25 E-01 mM (Tabla 2; Fig. 6.1).

En cuanto a la proporcién sexual (Fig. 6.2), aunque en Canton-S hubo variaciones en
relacién con el testigo en cinco concentraciones (9.54 E-06 mM, 2.44 E-03 mM, 1.56 E-01 mM,
1.04 mMy 1.5 mM,) no se confirmaron diferencias significativas (Fis4s = 1.844, p = 0.0554). Por
su parte, el sesgo en la proporcion de sexos en D. aldrichi fue mayor respecto al testigo en 1.53 E-
04 mM, 2.44 E-03 mM y 1.56 E-01 mM; sin embargo, tampoco se confirmaron diferencias
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significativas (F12,39 = 0.3539, p = 0.9719). Cabe sefialar que en la concentracién 3.13 E-01 mM se
presentd un valor alto en el error estandar en comparacion con las demas concentraciones (Tabla
2; Fig. 6.2), debido a que en una réplica se recobro solo una hembra y en otra solamente un macho;

estos valores extremos para la proporcion sexual (1 y 0) incrementaron la varianza.

Tabla 2. Sobrevivencia y proporcidn sexual de las moscas expuestas a NDMA.

Canton-S D. aldrichi
NDMA
[mM] S+tee d PsxH*zee PsxM*ee d| N S+tee d PsxH*zee PsxMz*ee d
Testigo 248 62.00+6.62 - 050+002 050+002 - | 283 70.75+11.21 - 047+006 053+0.06 -
477E-06 278 69.50+6.89 - 054+003 046+003 - | 247 61.75+1057 - 052+0.02 048+0.02 -
9.54E-06 221 5525+461 - 041+003 059+003 -] 230 5750+1531 - 047+007 053+007 -
191E-05 177 4425+527 - 046+006 054+0.06 - | 310 7750+9.84 - 049+0.02 051+002 -
3.81E-05 241 60.25+556 - 055+005 045+005 - | 175 43.75%+4.39 - 051+002 049+002 -
7.63E-05 259 6475+548 - 053+002 047+0.02 - | 319 79.75+1553 - 051+0.03 049+003 -
153E-04 241 60.25+475 - 054+0.02 046+0.02 -] 358 8950+13.84 - 043+0.02 057+0.02 -
6.10E-04 199 49.75+6.86 - 054+004 046+0.04 - | 371 9275+1328 - 052+0.03 048+003 -
244E-03 213 5325+335 - 059+003 041+0.03 - | 361 9025+1310 - 042+0.03 058+003 -
9.77E-03 246 6150+452 - 049+004 051+0.04 - | 342 8550+1698 - 047+0.02 053+002 -
3.91E-02 227 56.75+7.12 - 053+003 047+003 - 91 2275+452 * 051+0.03 049+0.03 -
156E-01 235 5875+342 - 044+004 056+0.04 - | 62 1550+210 * 056+0.04 044+004 -
3.13E-01 219 5475+582 - 049+002 051+002 - 25 6.25+3.09 * 051+020 049+020 -
6.25E-01 218 5450+7.37 - 050+0.02 050+0.02 - 0
1.04E+00 136 34.00+204 * 059+0.04 041+0.04 - 0
150E+00 65 16.25+3.07 * 0.58+0.06 042+0.06 - 0
5.00E+00 O 0

N, total de moscas; S, sobrevivencia promedio; Psx H, proporcion sexual promedio de hembras recobradas;
Psx M, proporcion sexual promedio de machos recuperados; ee, error estandar; d, diagndstico estadistico:
prueba de ANOVA de una via; *, indica diferencias significativas respecto al testigo (p < 0.05); -, sefiala
gue no se encontraron diferencias. Tanto para la linea de referencia como para la experimental se realizaron
cuatro réplicas.
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6.1.1.1 Interrupcion del ciclo de vida de las moscas en diferentes puntos por exposicion a
NDMA

Al igual que en la unica concentracion letal para D. melanogaster (5 mM), en las tres
concentraciones letales mas bajas para D. aldrichi (6.25 E-01 mM, 1.04 mM y 1.5 mM) los
organismos no emergieron de la pupa (Fig. 6.3, izquierda); mientras que en la concentracion letal
mas alta (5 mM), las larvas de D. aldrichi ascendieron por las paredes de los tubos, pero no puparon
(Fig. 6.3, derecha). Estos resultados sugieren que la exposicion a una concentracion letal de NDMA
para los organismos detiene en distintos puntos el ciclo de vida en Drosophila y el momento en el
que ocurrio la interrupcion depende directamente de la concentracion del compuesto (cantidad
biol6gicamente activa), ya que con el incremento en la concentracion de NDMA la muerte de las

moscas ocurrioé en un punto mas temprano de su ciclo.

D. aldrichi

(e

1.5 mM 5mM

Fig. 6.3 Interrupcion del ciclo de vida de Drosophila en diferentes momentos por la exposicion a NDMA.
Circulos rojos, pupas; circulo azul, larva.

6.1.2 Modificaciones en el tiempo de desarrollo de las moscas D. melanogaster y D. aldrichi

La tabla 3 recopila la distribucion de frecuencias relativas y acumuladas para la cantidad de
moscas del total que se recobraron por conteo. En las figuras 6.4 y 6.5 se muestran las graficas de
frecuencias relativas acumuladas (ojivas) para D. melanogaster y D. aldrichi, respectivamente; o
sea, en cada concentracion y el testigo cudnto del total de organismos recobrados (en proporcion)
se acumuld respecto al nimero de lecturas realizadas (conteo de moscas).
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Para D. melanogaster se realizaron tres lecturas y Gnicamente en la concentracion menor,
4.77 E-06 mM, se alcanzé el total de individuos en los dias 16 y 17 postsincronizacion, tal como
lo hizo el testigo. En las siguientes cuatro concentraciones se recuperaron entre el 22.39 y 33.48%
del total de moscas en el conteo nimero dos, y de la concentracién 1.53 E-04 mM en adelante la
totalidad de organismos se recobraron en la ultima lectura (Tabla 3 y Fig. 6.4). Esto altimo implica
que a partir de ese punto los individuos emergieron con un retraso de entre tres y cinco dias,
respecto al testigo y a las tres concentraciones mas bajas. Con lo descrito anteriormente se
evidencia que la NDMA tiende a retrasar el desarrollo en D. melanogaster y que este efecto se
acentla al incrementar la concentracion.

Por otro lado, en D. aldrichi se realizaron seis lecturas y los resultados indican que la
respuesta por la exposicién a NDMA tiende a ser dual: por una parte se observé una aceleracion
en el desarrollo de los organismos en las tres concentraciones mas altas (3.91 E-02 mM, 1.56 E-01
mMy 3.13 E-01 mM) y en 3.81 E-05 mM, y por otra parte pudo notarse un retraso en el desarrollo
también en las concentraciones mayores, como sucedié con D. melanogaster, que se intensifico en
las cinco ultimas concentraciones (Tabla 3 y Fig. 6.5).

Cabe enfatizar que la aceleracion del desarrollo ocurrié exactamente en las cuatro
concentraciones sobre D. aldrichi donde la sobrevivencia promedio fue menor (Fig. 6.1) y que
justo después de dicha aceleracion, en las tres concentraciones mas altas, hubo un periodo de al
menos cinco dias en los que no emergieron moscas. Por ultimo, estos resultados sefialan que la

NDMA afecta el tiempo de desarrollo tanto de D. melanogaster como de D. aldrichi.
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Tabla 3. Frecuencias relativas y acumuladas de la cantidad de moscas por conteo.

Canton-S D. aldrichi
hi Hi hi Hi
NDMA
[mM] L1 L2 L3 L1 L2 L3| N L1 L2 L3 L4 L5 L6 L1 L2 L3 L4 L5 L6

Testigo 248 | 0.56 0.44 0 0.56 1 1 1283|016 0.06 010 038 0.29 0 0.16 022 033 071 1 1
477E-06 278 [ 049 051 0 | 049 1 1 | 247|016 002 015 042 0.26 0 016 017 032 074 1 1
9.54E-06 221019 033 047|019 053 1 |23 (012 001 011 043 032 0 0.12 0.13 0.25 0.68 1 1
191E-05 177 | 025 022 053|025 047 1 |310]| 014 0.04 009 032 041 0 0.14 0.18 027 059 1 1
3.81E-05 241 0 029 0.71 0 029 1 175 ( 0.21 0.07 020 038 0.14 0 021 028 048 0.86 1 1
7.63E-05 259 0 022 0.78 0 022 1 |319|014 0.03 010 0.28 045 0 0.14 018 027 055 1 1
153E-04 241 0 0 1 0 0 1 1358 (013 005 011 029 041 0 0.13 0.18 0.29 0.59 1 1
6.10E-04 199 0 0 1 0 0 1]371]|013 006 010 029 036 006|013 019 029 058 094 1
2.44E-03 213 0 0 1 0 0 1 ]361|008 007 009 035 021 020|008 015 024 059 080 1
9.77E-03 246 0 0 1 0 0 1 |342|012 003 011 0.38 0 036 | 012 015 025 064 064 1
3.91E-02 227 0 0 1 0 0 1 91 | 012 018 044 0 0 026|012 030 074 074 074 1
1.56E-01 235 0 0 1 0 0 1] 62 |029 023 0.16 0 0 032029 052 068 068 068 1
3.13E-01 219 0 0 1 0 0 1] 25 |028 028 024 O 0 020 | 028 056 080 080 080 1
6.25E-01 218 0 0 1 0 0 1 0
1.04E+00 136 0 0 1 0 0 1 0
1.50E+00 65 0 0 1 0 0 1 0
5.00E+00 0 0

N, total de moscas; hi, frecuencia relativa; Hi, frecuencia relativa acumulada; L1 — L6, nUmero de lecturas

(conteo de moscas).
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Fig. 6.4 Ojiva de frecuencias relativas que muestra el retraso en el desarrollo de D. melanogaster por la
exposicion a NDMA. En el eje de abscisas, entre paréntesis, se muestra el dia en el que se realizaron los
conteos en el experimento uno y dos, respectivamente.
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Fig. 6.5 Ojiva de frecuencias relativas que muestra tanto la aceleracion como el retraso en el desarrollo de
D. aldrichi por la exposicion a NDMA. En el eje de abscisas, entre paréntesis, se muestra el dia en el que
se realizaron los conteos en el experimento uno y dos, respectivamente.

6.1.3 Malformaciones en la terminalia de D. aldrichi

En Drosophila, la terminalia comprende el conjunto completo de genitales internos y
externos (genitalia), con la excepcion de las gbnadas, e incluyen el intestino grueso y las estructuras
anales (analia) (Gorfinkiel et al., 1999).

Ahora bien, durante los experimentos se observaron malformaciones externas en los adultos
de D. aldrichi que fueron expuestos a la NDMA durante el tercer estadio larval. Estas se centraron
en la terminalia e incluyeron placas giradas con respecto a la posicion regular, evertidas, “tipo
trompeta”, y protuberancias en general (Fig. 6.6). Estas malformaciones se encontraron Unicamente
en las cuatro concentraciones mas altas previas a la letalidad (9.77 E-03 mM, 3.91 E-02 mM, 1.56
E-01 mMy 3.13 E-01 mM); sin embargo, fue en las tres Gltimas donde las moscas, sin importar su
sexo, se vieron afectadas en mayor proporcion (Tabla 4; Fig. 6.7). Ademas, se observé un cambio

notable al pasar de la concentracion 9.77 E-03 mM a 3.91 E-02 mM en el que los organismos con
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terminalia externa afectada se incrementaron de 4.79 a 52.02%, siendo la concentracion mas alta
en donde se recobr6 el mayor porcentaje de individuos malformados (75.38%) (Tabla 4). Estos
resultados sugieren que la NDMA induce malformaciones en D. aldrichi especificamente sobre la

terminalia.

Machos con
malformaciones

Hembras con
malformaciones

Hembra y macho D. aldrichi
regulares

Fig. 6.6 Malformaciones en la terminalia externa de las moscas D. aldrichi tratadas (imagenes
estereoscopicas ventrales). “Tipo trompeta” en hembra (circulo verde), placa evertida y girada (circulo
azul) y solamente girada en machos (circulo rojo).

Tabla 4. Proporcion promedio de moscas D. aldrichi con malformaciones.

NDMA
H+ee M + ee T=xee
[mM]

Testigo 283 0 0 0
9.77E-03 342 0.08+0.05 0.02+0.01 0.05+0.03
3.91E-02 91 0.59+0.03 0.44+0.03 0.52+0.03
1.56E-01 62 053+0.09 0.71+0.08 0.61+0.08
3.13E-01 25 0.77+£0.12 0.57%+0.23 0.75+0.15

N, ndmero de individuos; H, hembras; M, machos; T, total; ee, error estandar.
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Fig. 6.7 Proporcion promedio de moscas D. aldrichi expuestas a NDMA con malformaciones en las
placas genital y anal.

6.1.3.1 Rotacion de la genitalia en machos D. aldrichi

Debido a la presencia de claspers en los machos (par de apéndices que les sirven para
sostener a la hembra durante la copula) (Fig. 6.8), fue posible determinar que hubo rotacion de la
genitalia externa de algunos individuos. Ademas, en estos organismos malformados los giros de la
placa genital abarcaron la placa anal, es decir, la terminalia externa roté como conjunto y no
separadamente (Fig. 6.9). Estos resultados indican que la NDMA interfiere con el posicionamiento

regular de la genitalia y analia externas en D. aldrichi.
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Fig. 6.8 Terminalia externa de un macho D. aldrichi. Placas genital (circulo azul) y anal (circulo rojo).
Vista estereoscopica de la parte posterior del abdomen en posicion ventral. En la genitalia se observan dos
apéndices de color negro que corresponden a los claspers.

Macho D. aldrichi regular

Fig. 6.9 Rotaciones de la terminalia externa encontradas en machos de D. aldrichi expuestos a NDMA
(imégenes estereoscopicas del abdomen en posicion ventral). Notese que en la secuencia la diferencia de
los angulos entre un giro y el siguiente es de 45°. No se observaron rotaciones de 180°.
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6.1.4 Capacidad reproductiva de las moscas progenitoras expuestas a NDMA

En la tabla 5 se muestran los biomarcadores de fertilidad y cantidad de progenie promedio
que valoran si la capacidad reproductiva de las moscas progenitoras expuestas fue afectada por el
tratamiento con NDMA, mediante los tres sistemas de cruza: unicamente hembras tratadas (H t x

M nt), solo machos tratados (H nt x M t) y ambos progenitores tratados (H t X M t).

Como se muestra en la figura 6.10, en la generacion de progenitores expuestos a NDMA se
encontré infertilidad en los tres sistemas de cruza, esto es, cuando se trato solo a la hembra (H t x
M nt), Gnicamente al macho (H nt x M t) 0 a ambos (H t x M t). De hecho, el comportamiento fue
similar en cuanto a los tratamientos experimentales donde los parentales no dejaron descendencia:
cuando se expuso al macho (Hntx Mty Ht x M t) la fertilidad fue de cero en dos de las doce
concentraciones en las que se sembraron moscas (16.67%), y en tres (25%) cuando solamente la

hembra fue tratada.

Ahora bien, considerando solo los tratamientos experimentales con fertilidad distinta de
cero, este biomarcador fue menor que el testigo en la mayoria de las concentraciones del sistema
Htx M t, excepto en 1.91 E-05 mM, 3.81 E-05 mM y 7.63 E-05 mM (Fig. 6.10); ademas, esta
disminucion fue significativa en las concentraciones 9.54 E-06 mM (z = 2.543, p = 0.0110) y 9.77
E-03 mM (z = 2.239, p = 0.0252). En cambio, la fertilidad en las cruzas donde se expuso a uno de
los parentales (H nt x Mty H t x M nt) mostré una tendencia a incrementar con respecto a sus
testigos en la mayoria de las concentraciones de NDMA, con excepcion de las concentraciones
4.77 E-06 mM y 9.54 E-06 mM en el esquema H nt x M t y las concentraciones 3.81 E-05 mM,
6.10 E-04 mM y 2.44 E-03 mM en el sistema H t x M nt (Fig. 6.10); sin embargo, no se detectaron

diferencias estadisticamente significativas.

Al comparar los tres esquemas de cruza, la fertilidad del sistema H t x M t se diferencio
significativamente de los otros dos desde la concentracion 1.91 E-05 mM a 7.63 E-05 mM (z, p <
0.05), también, en relacion con la cruza H nt x M t en la concentracion 4.77 E-06 mM (z = 3.486,
p = 0.0005) y con el sistema H t x M nten 2.44 E-03 mM (z = 2.278, p = 0.0227). Por su parte, los
esquemas de cruza Hnt x Mty H t x M nt no se diferenciaron significativamente en ninguna

concentracion para dicho biomarcador.
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Tabla 5. Capacidad reproductiva de los progenitores expuestos a NDMA.
Sistema de NDMA

cruza [mM] F d N PF +ee d® PsxHtee PsxMztee d°
Testigo 20 075 - 303 20.20+2.18 - 0.56+£0.03 0.44+0.03 -
4.77E-06 20 065 - 173 1331184 - 035003 065003 *
9.54E-06 20 035 * 68 9.71+2.04 - 0.60£0.07 0.40+£0.07 -
1.91E-05 15 080 - 263 21.92x431 - 051+004 049x004 -
3.81E-05 20 085 - 203 1194+1.12 - 0.40+0.03 060+0.03 *
7.63E-05 15 080 - 171 1425%289 - 046004 054004 -
HtxMt 1.53E-04 20 055 - 192 1745+433 - 0.40+0.03 060+0.03 *
6.10E-04 14 057 - 190 23.75%9.53 - 061+004 039004 -
2.44E-03 20 050 - 141 1410+288 - 0.74+£0.03 0.26+0.03 *
9.77E-03 20 040 * 122 1525+1.88 - 073x003 027003 *
3.91E-02 3 033 - 22 22.00 0.55 0.45
1.56E-01 2 0.00 0 0.00
3.13E-01 2 0.00 0 0.00
Testigo 20 015 - 56 18.67 £3.18 - 041001 059+001 -
4.77E-06 15 0.07 - 10 10.00 0.60 0.40
9.54E-06 15 013 - 21 10.50 £ 1.50 - 047003 053003 -
1.91E-05 20 030 - 50 8.33+1.86 - 047007 053+£007 -
3.81E-05 15 033 - 116 2320+%7.43 - 049%x005 051005 -
7.63E-05 15 027 - 28 7.00+0.91 - 0.58+0.07 0.42+0.07 -
HntxMt 1.53E-04 15 040 - 59 9.83+£1.08 - 059%+006 041+£006 -
6.10E-04 11 036 - 41 10.25+1.70 - 0.64+0.07 0.36£0.07 -
2.44E-03 11 036 - 39 9.75+1.38 - 041002 059%002 -
9.77E-03 11 045 - 76 15.20 + 1.50 - 047+0.06 0.53+0.06 -
3.91E-02 3 033 - 17 17.00 0.53 0.47
1.56E-01 2 0.00 0 0.00
3.13E-01 2 0.00 0 0.00
Testigo 16 025 - 107 26.75%6.50 - 053%+001 047x001 -
4.77E-06 6 0.00 0 0.00
9.54E-06 7 029 - 88 44.00 = 3.00 - 047004 053004 -
1.91E-05 14 043 - 251 4183+1328 - 0.58+0.03 0.42+0.03 -
3.81E-05 8 025 - 85 42.50 = 0.50 - 059%+005 041005 -
7.63E-05 13 038 - 41 8.20 £ 1.77 - 0.57+0.08 0.43+0.08 -
HtxMnt 1.53E-04 11 036 - 47 11.75+2.25 - 048 +0.07 0.52+0.07 -
6.10E-04 4 025 - 51 51.00 0.45 0.55
2.44E-03 11 009 - 33 33.00 0.48 0.52
9.77E-03 2 050 - 24 24.00 0.54 0.46
3.91E-02 3 033 - 41 41.00 0.59 0.41
1.56E-01 2 0.00 0 0.00
3.13E-01 2 0.00 0 0.00

H t x M t (ambos progenitores tratados), H nt x M t (machos tratados) y H t x M nt (hembras tratadas); n,
numero de parejas; F, fertilidad de los parentales (P); N, total de moscas recobradas (progenie de todas las
parejas); PF, progenie promedio por familia de P (F1); Psx H, proporcidn sexual promedio de hembras en la
progenie Fi; Psx M, proporcién sexual promedio de machos en la progenie Fi; ee, error estandar; d,
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diagnostico estadistico: a, prueba de Z para proporciones; b, prueba de ANOVA de una via; *, indica
diferencias significativas respecto al testigo (p < 0.05); -, sefiala que no se encontraron diferencias. Los
valores de PF, Psx H y Psx M, distintos de cero, sin errores estandar indican que en esas concentraciones
no se pudieron obtener promedios porque solo se recobré progenie adulta de una pareja.
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Fig. 6.10 indices de fertilidad de las moscas D. aldrichi progenitoras expuestas a NDMA de los tres
sistemas de cruza: Ht x Mt (ambos parentales tratados), H nt x M t (solo machos tratados) y Ht x M nt
(Unicamente hembras tratadas). Z para proporciones: *, indica diferencias significativas con el testigo (p <
0.05); a, diferencias significativas entre las cruzas H t x M ty H nt x M t; b, diferencias significativas
entre los sistemas Ht x Mty H t x M nt. No se detectaron diferencias significativas entre los esquemas
HntxMtyHtxMnt.

La cantidad de progenie de los parentales expuestos (generacion F1) no present6 diferencias
significativas respecto a los testigos en ninguno de los tres esquemas de cruza: Ht X M t (Fg,103 =
1.599, p =0.1253), Hnt x M t (Fg ;30 = 2.774, p = 0.0201; Dunnett, p > 0.1733) y Ht x M nt (F517
= 2.906, p = 0.0449; Dunnett, p > 0.4607); no obstante, en la mayoria de los tratamientos
experimentales la cantidad de progenie adulta promedio de los sistemas donde se expuso al macho
(Hntx Mty Htx M t) fue menor que en el testigo, salvo la concentracion 3.81 E-05 mM en el
sistema H nt x M t y las concentraciones 1.91 E-05 mM, 6.10 E-04 mM y 3.91 E-02 mM en el

esquema H t x M t (Fig. 6.11). En cambio, la cantidad de progenie de la cruza donde se trat6
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Unicamente a la hembra (H t x M nt) mostrd una tendencia a ser mayor que el testigo, excepto en
las concentraciones 7.63 E-05 mM, 1.53 E-04 mM y 9.77 E-03 mM (Fig. 6.11).

Por otra parte, al comparar la progenie promedio por familia F1 de los tres sistemas, fue
mayor en la cruza donde se expuso solamente a la hembra con excepcion de las concentraciones
7.63 E-05 mM y 1.53 E-04 mM (Fig. 6.11). Las diferencias significativas solo se encontraron en
las concentraciones menores de NDMA. Se recobré menos progenie de las cruzasHtx Mty H nt
X M t en relacion con el sistema H t X M nt en las concentraciones 9.54 E-06 MM (F1o0,105 = 3.782,
p = 0.0002; Tukey, p =0.0012, p =0.0140) y 1.91 E-05 mM (Fs,105 = 4.849, p = 0.0005; Tukey, p
=0.0027, p < 0.0001). Ademas, el sistema H t x M t presenté menos cantidad de progenie que la
cruza H t x M nt en la concentracion 3.81 E-05 mM (F2,10s = 11.9, p < 0.0001; Tukey, p = 0.0020).
No hubo diferencias significativas en la progenie por familia entre los sistemas de cruza donde se

trat6 al macho (Hntx M ty H t x M t) en ninguna concentracion.

En cuanto a la proporcion sexual de la progenie F1, mostro diferencias en comparacion con
su testigo Unicamente en el sistema H t x M t (Tabla 5). En las concentraciones 2.44 E-03 mM y
9.77 E-03 mM se favorecieron las hembras (Fg 103 = 14.76, p < 0.0001; Dunnett, p = 0.0035, p =
0.0105) y en las concentraciones 4.77 E-06 mM, 3.81 E-05 mM y 1.53 E-04 mM los machos (Fg,103
= 14.76, p < 0.0001; Dunnett, p < 0.05).

Estos resultados sugieren que existe una respuesta en la capacidad reproductiva de D.
aldrichi de los organismos expuestos a NDMA, pero no es diferencial entre hembras y machos.
Esto ultimo debido a que la aparicion de tratamientos infértiles es similar sin importar cual parental
fue tratado y a que las tendencias de los biomarcadores se contraponen: la fertilidad es mayor
cuando los progenitores expuestos son los machos y menor cuando las hembras son tratadas, pero
la cantidad de progenie es menor al exponer a los machos y mayor al tratar a las hembras (Fig.
6.12).
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Fig. 6.11 Progenie promedio por familia de los parentales D. aldrichi expuestos a NDMA de los tres
sistemas de cruza: Ht x Mt (ambos parentales tratados), H nt x M t (solo machos tratados) y Ht x M nt
(4nicamente hembras tratadas). No se encontraron diferencias significativas en relacion con los testigos.

ANOVA de dos vias: no se detectaron diferencias significativas entre las cruzasHtx Mty Hnt x M t; b,
indica diferencias significativas entre los sistemas Ht x M ty H t X M nt; c, diferencias significativas entre
los esquemas Hntx Mty Htx M nt.
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Fig. 6.12 Comparacion de los biomarcadores para capacidad reproductiva de los progenitores D. aldrichi
expuestos a NDMA. Fertilidad de P (izquierda) y progenie promedio por familia F; (derecha) de los tres
sistemas de cruza: H nt x M t (solo machos tratados), H t x M nt (Unicamente hembras tratadas) y
H t x M t (ambos parentales tratados). *, indica diferencias significativas con el testigo (p < 0.05).

6.1.5 Capacidad reproductiva de los descendientes F1y F2 no expuestos a NDMA
En la tabla 6 se presentan los biomarcadores de fertilidad y cantidad de progenie promedio
que estiman si se afecto la capacidad reproductiva de las moscas F1 no expuestas pero que proceden

de uno o ambos progenitores tratados con NDMA.
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Tabla 6. Capacidad reproductiva de las moscas F1 no expuestas procedentes de parentales tratados con

NDMA.
Sistema de NDMA
F d N PF +ee d® PsxHtee PsxMztee d°
cruza [mM]

Testigo 20 030 - 107 17.83+386 - 052+0.13 048%0.13 -
4.77E-06 20 025 - 88 17.60 +6.71 - 055+0.06 045+£006 -
9.54E-06 20 055 - 302 2745+7.06 - 047+0.06 053+006 -
1.91E-05 15 047 - 180 25.71+7.20 - 047+010 053+x010 -
3.81E-05 20 075 * 271 1807+401 - 045+0.05 055+005 -

HtxMt 7.63E-05 15 033 - 19 3920+1198 - 046x+0.05 054+£005 -
1.53E-04 20 060 - 399 3325+7.81 - 051+0.03 049%003 -
6.10E-04 14 036 - 81 16.20 + 3.89 - 030+0.08 0.70+0.08 -
2.44E-03 20 0.00 0 0.00
9.77E-03 20 040 - 231 28.88+6.76 - 048+0.04 052+£004 -
3.91E-02 10 0.00 0 0.00

Testigo 20 030 - 73 1217+394 - 055+0.09 045+0.09 -
4.77E-06 2 000 0 0.00
9.54E-06 5 080 * 101 2525+585 - 0.36+009 064+0.09 -
1.91E-05 13 008 - 25 25.00 0.44 0.56
3.81E-05 11 0.00 0 0.00

HntxMt 7.63E-05 7 0.00 0 0.00

1.53E-04 10 050 - 148 2960+1167 - 051+0.03 049+003 -
6.10E-04 7 071 - 168 33.60+1159 - 048+003 052+003 -
2.44E-03 3 067 - 69 3450+3050 - 061+014 039+014 -
9.77E-03 5 0.00 0 0.00
3.91E-02 7 0.00 0 0.00

Testigo 20 045 - 166 18.44x6.15 - 059+0.07 041£007 -
9.54E-06 10 0.00 0 0.00
1.91E-05 15 0.07 * 18  18.00 0.44 0.56
3.81E-05 7 0.00 0 0.00
7.63E-05 14 021 - 44 14.67 £ 6.12 - 051+0.08 049+0.08 -

HtxMnt 1.53E-04 10 020 - 24 1200+400 - 050+0.00 050+000 -
6.10E-04 5 0.00 0 0.00
2.44E-03 10 0.00 0 0.00
9.77E-03 10 0.00 0 0.00
3.91E-02 5 0.00 0 0.00

H t x M t (ambos progenitores tratados), H nt x M t (machos tratados) y H t x M nt (hembras tratadas); n,
numero de parejas; F, fertilidad de la F1; N, total de moscas recobradas (progenie de todas las parejas); PF,
progenie promedio por familia de la F1 (F2); Psx H, proporcion sexual promedio de hembras en la progenie
F2; Psx M, proporcién sexual promedio de machos en la progenie F»; ee, error estandar; d, diagndstico
estadistico: a, prueba de Z para proporciones; b, prueba de ANOVA de una via; *, indica diferencias
significativas respecto al testigo (p < 0.05); -, sefiala que no se encontraron diferencias. Los valores de PF,
Psx Hy Psx M, distintos de cero, sin errores estdndar indican que en esas concentraciones no se pudieron
obtener promedios porque solo se recobrd progenie adulta de una pareja.
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De los doce tratamientos experimentales con los que se inicié cada esquema de cruza en la
generacion parental, se obtuvieron cinco con fertilidad igual a cero en la progenie F1 del sistema
donde solamente se tratd al macho (41.67%), y seis en la descendencia F1 resultante de la cruza
donde el parental expuesto fue hembra (50%); mientras que en la progenie F1 de ambos

progenitores tratados no se recuperaron moscas en dos concentraciones (16.67%) (Fig. 6.13).

La fertilidad de la progenie F1 procedente de los machos tratados (Htx Mty Hnt x M t),
teniendo en cuenta solo los tratamientos experimentales que no presentaron infertilidad, fue mayor
que el testigo en la mayoria de las concentraciones salvo en 4.77 E-06 mM de la descendencia F1
del esquema Htx Mty en la concentracién 1.91 E-05 mM de las moscas F1 de la cruza H nt x M
t (Fig. 6.13); ademas, este aumento fue significativo en la concentracion 3.81 E-05 mM (z = 2.85,
p = 0.0044) de los descendientes F1 del sistema Ht x Mty en la concentracion 9.54 E-06 mM (z
= 2.041, p = 0.0412) de la progenie Fy de la cruza H nt x M t. La fertilidad de la descendencia F:
derivada del esquema donde Unicamente las hembras fueron expuestas (H t x M nt), se redujo en
relacién con el testigo en todas las concentraciones de NDMA (Fig. 6.13); sin embargo, solamente
se detect6 una disminucion estadisticamente significativa en la concentracion 1.91 E-05 mM (z =
2.484, p = 0.0130).

Al comparar los tres sistemas de cruza, la fertilidad de las moscas F1 provenientes de ambos
progenitores tratados, fue significativamente mayor que la fertilidad de los descendientes F1 de las
cruzas en las que la hembra o el macho fueron expuestos en la concentracion 1.91 E-05 mM (z =
2.277, p = 0.0228; z = 2.477, p = 0.0132), y que la fertilidad de la progenie F1 procedente de
hembras tratadas en la concentracion 1.53 E-04 mM (z = 2.07, p = 0.0384). Ademas, en ninguna
de las concentraciones de NDMA hubo diferencias significativas en la fertilidad de la descendencia
F1 entre los sistemas de cruza en los que se expuso a uno de los parentales (Hntx Mty Htx M
nt).
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Fig. 6.13 Indices de fertilidad de la progenie F; procedente de parentales D. aldrichi expuestos a NDMA
de los tres sistemas de cruza: H t x M t (ambos progenitores tratados), H nt X M t (solo machos tratados) y
H t x M nt (Gnicamente hembras tratadas). Z para proporciones: *, indica diferencias significativas con el
testigo (p < 0.05); a, diferencias significativas entre las cruzas Ht x Mty H nt x M t; b, diferencias
significativas entre los sistemasHtx Mty Htx M nt.

La cantidad de progenie de la F1 no expuesta (generaciéon F2) mostré un comportamiento
similar al observado en la fertilidad de la F1: la progenie promedio por familia de las moscas F1 del
esquema donde se expuso al macho (Hntx Mty H t x M t) fue mayor con respecto al testigo y
menor cuando solo la hembra progenitora fue tratada (H t x M nt). Las Unicas excepciones a esta
tendencia se observaron en las concentraciones 4.77 E-06 mM y 6.10 E-04 mM de los
descendientes F> del sistema H t x M t (Fig. 6.14). No obstante, en ninguna progenie F> derivada
de cada esquema se confirmaron diferencias significativas en relacién con el testigo: Ht x M t
(Fses = 1.15, p = 0.3428), H nt X M t (F4,17 = 0.8556, p = 0.5099) y H t x M nt (F2,11 = 0.1551, p =
0.8581).

La comparacion de la cantidad de progenie F2 de los tres sistemas no arrojo diferencias
significativas en ninguna concentracion (F234 = 0.6064, p = 0.5511). Por dltimo, la proporcién

sexual de la descendencia F. de cada cruza tampoco evidencio diferencias significativas respecto
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al testigo: Ht X M t (Fge5 = 0.7345, p = 0.6607), Hnt X M t (F417 = 1.217, p=0.3403) yHt x M
nt (F2,11 = 0.2919, p = 0.7525) (Tabla 6).

Estos resultados muestran que la capacidad reproductiva de los descendientes Fi de
hembras expuestas se afecta més que la de machos tratados, y que la respuesta es notablemente
distinta en la F1 proveniente de solo un progenitor expuesto (hembra o macho) en comparacion con
la F1 de ambos parentales tratados (Fig. 6.15). Esto contrasta con que no se encontraron grandes
diferencias en los biomarcadores al comparar los tres esquemas de cruza en la generacion de
progenitores.
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Fig. 6.14 Progenie promedio por familia de la descendencia F1 (F2) de parentales D. aldrichi expuestos a
NDMA de los tres sistemas de cruza: H t x M t (ambos parentales tratados), H nt x M t (solo machos

tratados) y H t x M nt (Gnicamente hembras tratadas). No se encontraron diferencias significativas en
relacion con los testigos ni entre los esquemas de cruza.
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Fig. 6.15 Comparacion de los biomarcadores para capacidad reproductiva de la descendencia F1 de
parentales D. aldrichi tratados con NDMA. Fertilidad de la F1 (izquierda) y progenie promedio por familia
de la F1 (F2) (derecha) de los tres sistemas de cruza: H nt x M t (solo machos tratados), Ht x M nt
(Unicamente hembras tratadas) y H t x M t (ambos parentales tratados). *, indica diferencias significativas
con el testigo (p < 0.05).

Por otro lado, en la tabla 7 se muestran los biomarcadores de fertilidad y cantidad de
progenie promedio para la F2 que valoran si se afecto la capacidad reproductiva de esta generacion
no tratada, que desciende de los sistemas donde uno 0 ambos parentales fueron expuestos a NDMA.
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Tabla 7. Capacidad reproductiva de las moscas F, no expuestas provenientes de progenitores tratados con

NDMA.
Sistema de NDMA
F d N PF +ee d® PsxHtee PsxMztee d°
cruza [mM]
Testigo 10 040 - 167 41.75+1382 - 044+0.07 0.56+0.07
4.77E-06 10 040 - 63 1575+1045 - 037+0.12 0.63+0.12
9.54E-06 10 030 - 99 3300+1966 - 057+0.18 043+0.18
1.91E-05 9 033 - 101 3367+21.18 - 043+003 0.57%0.03
HtxMt 3.81E-05 10 030 - 23 7.67+2.40 - 048+0.10 052+0.10
7.63E-05 6 067 - 62 15.50 +4.70 - 058017 042+0.17
1.53E-04 10 030 - 46 1533+754 - 061+0.03 0.39+0.03
6.10E-04 10 0.20 6 3.00+£0.00 - 050+0.17 050+0.17
9.77E-03 10 0.00 0 0.00
Testigo 4 025 7 7.00 0.57 0.43
9.54E-06 8 0.00 0 0.00
Hntx Mt 1.91E-05 5 0.00 0 0.00

1.53E-04 10 0.00 0 0.00

6.10E-04 10 0.00 0 0.00

2.44E-03 1 0.00 0 0.00

Testigo 10 0.20 16 8.00 + 4.00 - 0.50+0.00 0.50z+0.00
Htx Mt 1.91E-05 3 000 0 0.00

7.63E-05 10 0.20 68 34.00+30.00 - 047+0.03 053+0.03

1.53E-04 4 025 - 66 66.00 0.59 0.41

H t x M t (ambos progenitores tratados), H nt x M t (machos tratados) y H t x M nt (hembras tratadas); n,
namero de parejas; F, fertilidad de la F2; N, total de moscas recobradas (progenie de todas las parejas); PF,
progenie promedio por familia de la F2 (Fs); Psx H, proporcion sexual promedio de hembras en la progenie
Fs; Psx M, proporcién sexual promedio de machos en la progenie Fs; ee, error estandar; d, diagndstico
estadistico: a, prueba de Z para proporciones; b, prueba de ANOVA de una via; -, indica que no se
encontraron diferencias significativas respecto al testigo. Los valores de PF, Psx H y Psx M, distintos de
cero, sin errores estandar indican que en esas concentraciones no se pudieron obtener promedios porque
solo se recobr6 progenie adulta de una pareja. En el sistema de cruza H t x M nt se empled la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney para determinar si existian diferencias estadisticas, en la progenie por
familia y en la proporcidn sexual, entre la concentracion 7.63E-05 y el testigo.

De las doce concentraciones con las que se inici6 cada sistema de cruza en la generacién
parental, en la descendencia F> proveniente del esquema donde se expuso solamente al macho en
la generacion de los progenitores, el 100% de los tratamientos experimentales acumulo fertilidad
igual a cero y solo sobrevivio el testigo (tratamiento control). Por su parte, los descendientes F> de
la cruza donde se traté Unicamente a la hembra acumularon 83.33% de concentraciones con
infertilidad en las que no se recobré progenie F3; en tanto que la descendencia F- del sistema donde
fueron expuestos ambos parentales acumulo un 41.67% de concentraciones con fertilidad de cero
(Fig. 6.16).
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Como se menciond anteriormente, las moscas F resultantes del esquema H nt x M t fueron
infértiles en todas concentraciones. Por tanto, los analisis estadisticos se llevaron a cabo solamente
con los resultados para los biomarcadores de toxicidad reproductiva, fertilidad y progenie por
familia, de los descendientes F> de los esquemas donde fueron tratadas solo las hembras (Htx M

nt) o ambos parentales (H t x M t) en la generacion de los progenitores.

Tomando en consideracion unicamente los tratamientos experimentales en los que no hubo
infertilidad, la fertilidad de la F> procedente del sistema donde solamente fue expuesta la hembra
mostré un comportamiento similar al testigo en las dos Unicas concentraciones: 7.63 E-05 mM (z
=0,p>0.9999)y 1.53 E-04 mM (z = 0.206, p = 0.8368). Mientras que la fertilidad de la progenie
F> del esquema donde se trataron ambos progenitores fue menor al testigo en la mayoria de los
tratamientos experimentales, salvo en las concentraciones 4.77 E-06 mM y 7.63 E-05 mM (Fig.
6.16); sin embargo, dicha reduccion no fue significativa. Comparando la fertilidad de la
descendencia F. de las cruzasHt x Mty H t x M nt, no se encontraron diferencias significativas.

1.0 m M

indice de fertilidad

0.0

Testigo
4.77E-06
9.54E-06
1.91E-05
3.81E-05

63E-05
1.53E-04
60.10E-04
2.44E-03
9.77E-03
3.91E-02
1.56E-01
3.13E-01

7 =05

NDMA [mM]
OHtxMt OHnotxMt OHtxMnt

Fig. 6.16 indices de fertilidad de la progenie F, proveniente de parentales D. aldrichi expuestos a NDMA
de los tres sistemas de cruza: H t x M t (ambos progenitores tratados), H nt x M t (solo machos tratados) y
H t x M nt (Gnicamente hembras tratadas). No se detectaron diferencias significativas respecto a los
testigos ni entre los esquemas de cruza.
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La cantidad de progenie Fs del sistema H t x M t fue menor que el testigo en todas las
concentraciones (Fig. 6.17), aunque no significativamente (F71s = 1.147, p = 0.3786). La progenie
por familia de la F> derivada del esquema H t x M nt fue mayor que el testigo en las dos
concentraciones donde se recobraron organismos: en la concentracion 1.53 E-04 mM se recupero
8.3 veces la progenie adulta del testigo y provino exclusivamente de una pareja; mientras que en la
concentracion 7.63 E-05 mM la cantidad de progenie fue 4.3 veces la del testigo (Fig. 6.17), pero
ese incremento no fue estadisticamente significativo (U = 1.5, p > 0.9999). Al confrontar los dos
sistemas, no se detectaron diferencias significativas (Fig = 3.318, p = 0.1060). Tampoco se
encontraron diferencias significativas respecto al testigo en la proporcion sexual de las moscas F3
del sistema H t x M t (F7.18 = 0.5048, p = 0.8190) ni del esquema Htx M nt (U = 1, p > 0.9999)
(Tabla 7).

La evidencia indica que la capacidad reproductiva de la descendencia F> derivada de
hembras 0 machos tratados se perjudica notablemente, pero el efecto es mas severo cuando se
expone solamente al macho progenitor (Fig. 6.18). Ademas, la diferencia en los biomarcadores
entre los sistemas donde se trata Unicamente a un parental con respecto al esquema en el que se

expone a ambos, se acrecienta ain mas en esta generacion (Fig. 6.18).
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Fig. 6.17 Progenie promedio por familia de las moscas F, (F3) derivadas de progenitores D. aldrichi
expuestos a NDMA de los tres sistemas de cruza: H t x M t (ambos parentales tratados), H nt x M t (solo
machos tratados) y H t x M nt (Unicamente hembras tratadas). No se encontraron diferencias significativas
en comparacion con los testigos ni entre los esquemas de cruza.
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Fig. 6.18 Comparacion de los biomarcadores para capacidad reproductiva de las moscas F, provenientes
de progenitores D. aldrichi expuestos a NDMA. Fertilidad de la F» (izquierda) y progenie promedio por
familia de la F, (F3) (derecha) de los tres sistemas de cruza: H nt x M t (solo machos tratados), H t x M nt
(Unicamente hembras tratadas) y H t x M t (ambos parentales tratados).

6.1.6 Revisién morfoldgica externa e interna de las gdbnadas de Drosophila

Los machos progenitores D. aldrichi de cada generacién y las muestras de sus
descendencias presentaron dos testiculos; esta informacion se corrobord con las disecciones. En
las hembras parentales D. aldrichi y sus progenies se encontraron dos ovarios. Asimismo, las
hembras y machos D. melanogaster presentaron el nimero regular de gonadas. En ningun caso, al
realizar las disecciones, las gonadas de D. aldrichi ni de D. melanogaster presentaron alguna

malformacion evidente.
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6.2 Ensayo molecular

6.2.1 Determinacion del efecto de la NDMA en la expresion del gen shade (shd, Cyp314al) en
D. melanogaster

Para analizar la expresion de shd a nivel transcripcional en D. melanogaster, se disefiaron
oligonucleotidos para la amplificacién de su mRNA por ensayos de RT-PCR, asi como otro par
para el gen RpL23 como control. Para corroborar la especificidad de los oligonucleétidos, se
purificd el gDNA de tres muestras de larvas D. melanogaster de 72 h y se utiliz6 como molde para
la amplificacion por PCR (Fig. 6.19). Ademas de haber obtenido solo un producto de amplificacion
en cada reaccion, el tamafio obtenido correspondid con lo esperado (509 pb, 1892 pb para shd y
854 pb para RpL23) considerando a los intrones. Asimismo, en la figura 6.20 se muestran los
resultados de amplificacion por RT-PCR tanto de shd como de RpL23 a partir de RNA total de las

siete muestras.

shd
72h 72h 72h A B RplL23
gDNA - 4+ -+ -+
Volumen (pL) 2 5 2 5 2 5
kpb kpb
L SR 3 1B ) )
12 . 2.072—
5.0 ‘e— —
: 09— ==
0.6— e
-

Fig. 6.19 Analisis por electroforesis en gel de agarosa del gDNA purificado a partir de larvas de D.
melanogaster de 72 h de edad (izquierda) y amplificacion por PCR usandolo como molde y a los
oligonucledtidos disefiados para shd y RpL23 (derecha). El amplicdn del carril shd A (509 pb) se obtuvo
con los oligonucledtidos propuestos en este trabajo para amplificar shade en la RT-PCR, mientras que las
bandas en shd B (1892 pb) y RpL23 (854 pb) se generaron con los oligonucle6tidos propuestos por Petryk
et al. (2003) en la determinacion del CYP314A1 como la enzima en D. melanogaster que cataliza la
formacion de 20E a partir de E.
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Fig. 6.20 Integridad del RNA total extraido de larvas y pupas de D. melanogaster (arriba). Resultado de la
RT-PCR para las siete muestras con el gen de referencia RpL23 (268 pb) (centro) y el experimental shd
(319 pb) (abajo). NDMA (N-nitrosodimetilamina); edades: 72 h, 96 h'y 115 h (larvas) y 146 h (pupas); -,
sin NDMA; +, con NDMA [1.56 E-01 mM]; C-, control negativo.

De acuerdo con la figura 6.20, se detectd el transcrito de shd en todas las muestras (tratadas
y control), excepto en la de pupas de 146 h de edad expuestas a NDMA, lo que sugiere una
diferencia cualitativa importante. Este resultado indica que en la concentracion 1.56 E-01 mM la
exposicién a NDMA interfiere con la expresion de shd en algin punto entre las 115 y 146 h. Esto
ultimo implica que probablemente la NDMA o sus metabolitos aln permanecieron y actuaron en
el organismo de 43 a 74 h después de que la larva de tercer estadio entré en contacto con el

compuesto (entre 1.8 y 3.1 dias).



7. DISCUSION

7.1 Toxicidad de la NDMA

La sobrevivencia y la proporcion sexual fueron los biomarcadores utilizados para evaluar
el efecto toxico de la NDMA tanto en D. melanogaster como en D. aldrichi. Al comparar la
respuesta de ambas especies, Se recuperaron menos moscas a bajas concentraciones y
posteriormente se encontr toxicidad del tratamiento. Ademés, el comportamiento de la
sobrevivencia al incremento en la concentracion de NDMA siguid una relacion basica de dosis-
respuesta con un area sin efecto aparente (favorable o desfavorable) seguida de otra con efectos
toxicos (Weiner & Matthews, 2003; Repetto & Repetto, 2009).

Los resultados sugieren que D. aldrichi es mas sensible que D. melanogaster a la NDMA.,
A partir de 3.91 E-02 mM se redujo significativamente el nimero de adultos promedio de D.
aldrichi recobrados, pero en D. melanogaster esto ocurrié a partir de una concentracion mayor
(1.04 mM), por lo que las larvas de tercer estadio de D. melanogaster lograron inactivar, excretar
(o ambos) este xenobidtico o sus metabolitos, atenuando parcial o completamente su toxicidad, en
un rango mas amplio de concentraciones que las de D. aldrichi; esto concuerda con que la especie

en si misma es un factor que modifica la toxicidad (Repetto & Repetto, 2009).

La evidencia también indica que la toxicidad de la NDMA afect6 de manera similar a
hembras y machos, ya que la caida en la sobrevivencia por la exposicién a dicho compuesto no
trajo consigo diferencias significativas en la proporcién sexual; esto quiere decir que la NDMA
ejerce un efecto adverso en los organismos expuestos de Drosophila independientemente de su
sexo. Lo anterior coincide con que no se esperaban diferencias en la respuesta al compuesto entre
machos y hembras en ambas especies, debido a que se conoce que la actividad metabdlica de los
cuerpos grasos en las larvas de tercer estadio (etapa de exposicion al xenobidtico) es semejante en
ambos sexos (Clark, 1982). Ademas, la actividad mutagénica de la NDMA formando aductos en

el DNA se ha documentado tanto en hembras como en machos.

68



7.1.1 ¢La variacién del tiempo de desarrollo por exposicion a NDMA estaria vinculada con
la aparicion de malformaciones en D. aldrichi?

Los resultados en D. melanogaster evidenciaron un retraso en el desarrollo que se acentud
al incrementar la concentracion de NDMA, lo cual coincide con reportes previos en los que la
exposicion a un agente toxico ralentiza el desarrollo de las moscas D. melanogaster (Olcott et al.,
2010; Pappus & Mishra, 2018). No obstante, en D. aldrichi se hallé evidencia tanto de aceleracion

como de retraso en el desarrollo.

La coincidencia de que las Unicas tres concentraciones que presentaron tanto aceleracion
como retraso fueron las que tuvieron mas de la mitad de los organismos sobrevivientes con
malformaciones, en comparacion con la concentracion 9.77 E-03 mM en donde la presencia de
malformaciones fue inferior al 5% y Unicamente se encontrd retraso del desarrollo, sugiere que el
incremento en la velocidad con la que las moscas D. aldrichi se desarrollaron, después de la
exposicion a NDMA, interviene mayormente en la aparicion de malformaciones. En estas
concentraciones previas a la letalidad, entre el 68 y el 80% del total de organismos ya se habian
recobrado para la tercera lectura, mientras que solo el 33% en el control. Por tanto, puede ser que
gran parte de esas moscas hayan sido las que presentaron malformaciones, que al final estuvieron
entre el 52 y el 75%.

Asimismo, puede ser que la aceleracion en el desarrollo resultara en un organismo con
estructuras no formadas, mal formadas o incompletas que muri6 antes de emerger de la pupa y por
eso se observo una caida en la sobrevivencia en todas las concentraciones donde hubo aceleracion
del desarrollo. Para confirmar esto podrian realizarse estudios con estas concentraciones no letales
donde cae abruptamente la sobrevivencia, en los que se diseccionen las pupas de las que no emerjan
individuos para validar que los organismos no logran completar su desarrollo o presentan

malformaciones.

Sin embargo, la evidencia sefiala que la aceleracién en el desarrollo por si sola no puede
asociarse con la aparicion de malformaciones. Como ya se menciond, en la concentracion 9.77 E-
03 mM se encontraron malformaciones (4.79%) pero alli Gnicamente hubo retraso. Como solo en
las cuatro concentraciones previas a la letalidad fue donde se hallaron malformaciones, esto indica

gue existe un punto en el que la bioacumulacion de las formas biol6gicamente activas de la NDMA
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en las moscas D. aldrichi incrementa la probabilidad de alteraciones en el desarrollo, a tal grado,

que se manifiestan con la aparicion de malformaciones.

7.1.2 Posible especificidad de la NDMA sobre la terminalia

A pesar de que la larva de tercer estadio de Drosophila expuesta a la NDMA tiene la mayor
tasa de actividad de desintoxicacion, y en esa etapa es donde se espera que metabolice, inactive y
excrete el compuesto o sus metabolitos, las malformaciones aparecieron en los adultos de D.
aldrichi en las concentraciones mayores. Esto indicaria que en esos tratamientos las larvas de tercer
estadio de esta especie no lograron desintoxicarse completamente o al menos no en la medida
necesaria para evitar efectos adversos, por lo que la NDMA permaneci6é en una concentracion
bioldgicamente activa en los individuos e interfirio con el desarrollo de las estructuras de las placas

genital y anal.

En D. melanogaster no se encontraron malformaciones en ninguna de las concentraciones
utilizadas en este trabajo, esto puede haberse dado porque las larvas de esta especie se
desintoxicaron mas eficientemente de la NDMA (o sus metabolitos) que las de D. aldrichi, o a que
el periodo en el cual las larvas ingirieron el compuesto fue mayor en esta Gltima al tener un ciclo
de vida mas largo, lo que puede haber resultado en una mayor bioacumulaciéon de NDMA. No
obstante, debido a que en D. melanogaster no se hallaron malformaciones en las concentraciones
previas a la letalidad como si ocurrié con D. aldrichi, y estas concentraciones fueron mayores, es
mas probable que una de las razones principales de la presencia de malformaciones solamente en

una especie sea la capacidad diferencial para desintoxicarse.

Una posible explicacion de por qué la NDMA actuaria tan especificamente sobre la
terminalia de D. aldrichi generando malformaciones en hembras y machos, se puede obtener al
centrarse en el desarrollo de los discos imagales de su especie hermana D. melanogaster. En esta
especie, el numero de células de este disco permanece mas 0 menos constante hasta el final del
primer estadio larvario. Aproximadamente a las 25 h (comienzo del segundo estadio larval), las
células empiezan a dividirse y para las 30 h (aun en larva de segundo estadio) el 25% de las células
de este disco se han dividido (Madhavan & Schneiderman, 1977).

Lo anterior implica que al momento de la exposicion de los organismos a la NDMA (inicio
del tercer estadio larvario), las células de los discos imagales estaban en el periodo de proliferacion

celular pero atn no se habian comenzado a diferenciar; entonces, ¢por qué si las condiciones fueron
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similares en el término de la maduracion de todos los discos imagales, los efectos adversos parecen
concentrarse Gnicamente en las estructuras derivadas del disco genital? Una explicacion podria

estar en la diferenciacion celular.

Durante la metamorfosis de Drosophila se producen las estructuras del adulto a partir de la
diferenciacion de los discos imagales y nidos de histoblastos. No obstante, la diferenciacion de
estas estructuras no se lleva a cabo simultdneamente; en general, las estructuras de la mosca adulta
tienden a formarse dentro del pupario de la regidn anterior a la posterior (Bainbridge & Bownes,
1981). Por tanto, al ser la terminalia de las Gltimas estructuras en formarse, habria un intervalo de
tiempo mayor para que los metabolitos bioldgicamente activos de la NDMA, que no pudieron ser

eliminados, interfieran con la diferenciacion de la genitalia y la analia.

Si al finalizar el tercer estadio larvario y entrar en periodo de pupacion, la proliferacion
celular de los discos imagales se reduce sustancialmente alcanzando niveles basales (Del Saz,
2017), la aparicion de malformaciones como placas evertidas “tipo trompeta”, prolongaciones y
protuberancias, probablemente quitinosas, permitiria inferir que la exposicion a NDMA puede
afectar la regulacion del ciclo celular durante la diferenciacion de la terminalia, al punto de que
haya un incremento descontrolado de la proliferacion celular cuando ésta deberia estar

practicamente inhibida.

Se conoce que para que se pueda dar una coordinacién en el incremento de los tejidos con
las sefiales hormonales que inducen metamorfosis y diferenciacion, es necesario un riguroso
control de la proliferacion en los discos imagales y en los nidos de histoblastos (Del Saz, 2017).
En ese orden de ideas, las cinasas dependientes de ciclina (CDKSs) son enzimas reguladoras
esenciales involucradas en la proliferacion celular mediante la regulacion de puntos de control del
ciclo celular y eventos transcripcionales en respuesta a sefiales extracelulares e intracelulares
(Follette & O'Farrell, 1997; Ding et al., 2020). Por tanto, seria de enorme importancia evaluar en
estudios futuros si en Drosophila la funcion de las CDK se ve alterada por la exposicion a NDMA
y que esta sea una de las razones por la que se modifica la morfologia de las estructuras de la

terminalia en algunos individuos.

Por su parte, la presencia de multiples malformaciones en la terminalia de un mismo
organismo, por ejemplo, un macho con su placa genital girada y que presente una prolongacion,

indica que la exposicion a NDMA puede afectar distintos blancos durante el desarrollo del mismo
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disco genital. Es mas, la presencia de diversos angulos de rotacion de la genitalia de los machos
sugiere que el tiempo en el que se produce la toxicidad del desarrollo por exposicion a NDMA es

variable.

Para finalizar, encontrar evidencia que ayude a esclarecer el por qué la marcada
especificidad que parece tener la NDMA por las estructuras de la terminalia, requerira mayores

esfuerzos en estudios posteriores.

7.1.2.1¢La activacion metabdlica de la NDMA puede interferir con la rotacién de la
terminalia en D. aldrichi? Evidencia en machos

En este trabajo se encontr6 evidencia de que la exposicién a NDMA induce malformaciones

en D. aldrichi y parece ser especifica de la terminalia. Ademas, los resultados sugieren que la

activacion metabolica de dicho compuesto interfiere con el posicionamiento regular de la genitalia

y analia externas, observado claramente en los machos. La interrupcion puede ocurrir en diferentes

momentos del desarrollo lo que resulta en rotaciones parciales con distintos angulos.

Ahora bien, tomando como referencia a D. melanogaster, la rotacion de la genitalia (y la
analia) en machos es un proceso gue inicia en pupas de aproximadamente 24 h y dura alrededor de
12 a 15 h, en el que ambas estructuras en conjunto realizan un giro de 360° siempre en direccién
de las manecillas del reloj o dextral (considerando una vista posterior de la mosca) (Coutelis et al.,
2013; Prieto, 2018). Lo anterior valida que la NDMA estaria interfiriendo en distintos momentos,

durante la metamorfosis del individuo, lo que da como resultado rotaciones incompletas.

Cabe resaltar que pudo haber sido posible que algunos machos tuvieran su genitalia en
aparente posicién regular pero que en realidad no se hubiese realizado el giro completo, es decir,
no hubo forma de diferenciar externamente si no realizé la rotacion (0°) o si se llevo a cabo un giro
de 360°, el resultado es igual porgue ubica la estructura en el mismo lugar. En futuros estudios las
disecciones permitiran esclarecer estas situaciones, debido a que el espermiducto gira alrededor del

intestino durante la rotacion de la genitalia (Prieto, 2018).

La evidencia indica que las malformaciones se asocian tanto con la aceleracion como con
el retraso del desarrollo en D. aldrichi, estando la primera probablemente involucrada en mayor
medida. En el caso de la aceleracion en el desarrollo podrian darse dos eventos: en el primero la

NDMA directamente interferiria con la rotacién de la placa genital. En el sequndo el compuesto
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indirectamente generaria la interrupcion porque de alguna manera haria que el organismo se forme
antes de tiempo, por tanto, la genitalia no alcanzaria a girar y esto daria como resultado la
malformacion. En los eventos en los que haya retraso en el desarrollo, la mosca tendria suficiente
tiempo para desarrollarse; pero la NDMA directamente actuaria sobre los componentes de la
maquinaria que hace posible el giro de la genitalia impidiendo el desarrollo regular. Respecto a
esto Ultimo, ¢cudles pueden ser los blancos de la NDMA?

7.1.2.2 Abdominal-B (Abd-B), doublesex (dsx) y caudal (cad) como posibles blancos de la
NDMA

Las malformaciones en D. aldrichi se encontraron en ambos sexos; esto probablemente sea
consecuencia de que las estructuras de la terminalia masculina y femenina derivan de un Gnico
disco genital similar en composicion (fusion de tres primordios). Se ha reportado que la ausencia
de un primordio en el disco genital de Drosophila afecta el desarrollo de los demas: cuando las
células de los primordios de la analia o de la genitalia femenina se eliminan con la toxina ricina, el
resto del disco genital no se desarrolla adecuadamente (Estrada et al., 2003). Con esto cabria la
posibilidad de que por la exposicion a NDMA se afectara alguno de los primordios y esto
conllevara a un desarrollo inadecuado de la terminalia. Sin embargo, si los demas discos imagales
y los nidos de histoblastos estuvieron bajo condiciones adversas similares y no se encontr6
evidencia de malformaciones en las partes de la mosca a las que dan lugar, seria mas probable que
la especificidad hacia la terminalia derive de la alteracion de genes que sean particularmente

relevantes en el desarrollo de la genitalia y la analia.

Por el periodo en el que se expuso a los organismos al compuesto, los posibles blancos de
la NDMA deberian sean genes que se expresen cuando se termina de madurar el disco genital y se
comienza a diferenciar, o sea, estos deberian expresarse hacia el final del tercer estadio larvario y
durante el periodo de pupa, ademas de ser vitales en el desarrollo de la terminalia externa.

La importancia de los genes Abd-B, cad y dsx, especialmente los dos primeros, no se limita
a nivel embrionario; su expresion también abarca los estadios larvales y el periodo de pupa. En el
disco genital, la expresion de Abd-B se ha reportado durante el tercer estadio larvario (Freeland &
Kuhn, 1996), especificamente en los segmentos A8 y A9 en hembras y machos (de Navas et al.,
2006; Foronda et al., 2006; Petzoldt et al., 2012), asi como en el periodo de pupa en el segmento

A8 del disco genital masculino (Suzanne et al., 2010). Abd-B también se expresa en las células de
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los nidos de histoblastos y en las células epiteliales larvales del epitelio abdominal pupal temprano.
Abd-B es necesario en las células de los nidos de histoblastos para su identidad (Singh & Mishra,
2014).

Por su parte, en la literatura existe evidencia de la expresion de dsx en el disco genital de
hembras y machos en el estadio larvario (Massey et al., 2019), particularmente en las larvas de
tercer estadio (Robinett et al., 2010). Ademas, dsx se expresa durante el desarrollo genital en varias
regiones de la genitalia masculina pupal, entre ellas los claspers (Rice et al., 2019). En cuanto a
cad, en general durante los tres estadios larvarios se expresa en el disco imagal genital (Freeland
& Kuhn, 1996; Gorfinkiel et al., 1999) y especialmente en el tercer estadio lo hace en la parte
posterior del disco (Mlodzik & Gehring, 1987). En el periodo de pupa se expresa en la analia
(Calleja et al., 1996).

Los genes Abd-B y dsx son algunos de los que modifican las rutas de sefializacion en
diferentes niveles para especificar el crecimiento y la diferenciacién propios de la genitalia
masculina y femenina (Sanchez et al., 2001; Estrada et al., 2003). Las mutaciones de Abd-B que
transforman los segmentos A8 y A9 en abdomen provocan la ausencia de analia. Mutaciones en
Abd-B r (que se expresa solo en A9) conducen a la ausencia de genitalia femenina y analia (Estrada
et al., 2003). El gen dsx controla el crecimiento y la diferenciacién en el disco genital. Este gen
regula el organizador anterior/posterior (A/P) para controlar el crecimiento de cada primordio
genital del disco y luego dirige cada uno de ellos para diferenciar estructuras adultas definidas en
ambos sexos (Keisman et al., 2001).

Asimismo, el gen Abd-B es clave para la rotacion de la genitalia de D. melanogaster. Abd-
B induce la expresion de myolD, gen que codifica la miosina ID (MyolD). En ausencia de Abd-B
no se produce MyolD vy la genitalia no rota (Coutelis et al., 2013; Prieto, 2018). Abd-B activa tanto
al determinante dextral (myolD) como a un determinante sinistral ain no descrito. En presencia de
Abd-B se activa la transcripcion de ambos, y el dextral inhibe al sinistral, prevaleciendo el giro

regular a la derecha (Prieto, 2018).

En D. melanogaster el Gltimo segmento abdominal (A7) se encuentra en las hembras, pero
se ausenta en los machos. La presencia de DsxM (producto de la expresion de dsx), junto con Abd-
B, determina la desaparicion del A7 en el macho. Combinaciones genéticas que inhiben a Abd-B o

dsx no eliminan el A7 y esto también impide la rotacion completa de la terminalia tanto dextral
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(giro regular) como sinistral en los machos (Fig. 7.1) (Prieto, 2018). Es igualmente por esta Gltima
razén, evidenciada en los machos, por la que se propone especificamente a Abd-B y dsx como
posibles blancos de la NDMA. En el caso del gen cad, debido a su particular participacion en
ambos sexos en la formacion del primordio anal desde estadios tempranos hasta su diferenciacion
en la analia durante la metamorfosis, y a que se encontraron protuberancias en la terminalia de los
organismos D. aldrichi, se propone que en la aparicion de estas malformaciones también podria

estar involucrado este gen.
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Fig. 7.1 Combinaciones genéticas que no eliminan el segmento A7 en los machos (izquierda) también
impiden la rotacion completa de la terminalia tanto dextral como sinistral (derecha). Abd-B activa también
a myolD (determinante dextral) y a un posible determinante sinistral (adaptado de Prieto, 2018).

7.2 ¢La NDMA modificé la capacidad reproductiva de los progenitores expuestos y la de su
descendencia (F1 y F2) no tratada?

Para evaluar el efecto in vivo de la NDMA sobre la capacidad reproductiva de tres
generaciones en D. aldrichi (P, F1 y F2) se llevd a cabo un ensayo de reprotoxicidad. Los
progenitores de la generacion F1 (P) fueron expuestos directamente al compuesto, por ende, sus
gonadas y células germinales indirectamente. En cambio, los parentales de la F2> (F1 x F1) y de la
Fs (F2 x F2) no fueron tratados con NDMA. La fertilidad y la progenie por familia fueron los
biomarcadores que se usaron para evaluar el efecto de la NDMA en las células germinales de los

organismos y, por lo tanto, en la capacidad reproductiva de D. aldrichi. A continuacion, se discuten
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los resultados obtenidos cuando uno o los dos progenitores fueron expuestos a NDMA, y si hubo
0 no un efecto sobre la capacidad reproductiva de su descendencia no tratada por dos generaciones

mas.

7.2.1 ¢Interfirié la NDMA con la capacidad reproductiva de los organismos expuestos
durante el ultimo estadio larval?

La cruza en donde tanto la hembra como el macho fueron tratados (H t x M t) implica que
la formacion y maduracion de las células germinales de ambos se llevd a cabo en presencia de la
NDMA. En la cruza donde solo se tratd al macho (H nt x M t), sus células germinales estuvieron
expuestas al compuesto, pero las de la hembra que fecundaron no, y en el sistema donde solamente
la hembra fue tratada (H t x M nt) Gnicamente sus células germinales estuvieron expuestas a
NDMA.

De acuerdo con la contribucion de la hembra y del macho durante la reproduccion, se
esperaba que la cruza donde ambos progenitores fueron tratados con NDMA resultara mayormente
afectada, seguido del esquema donde solo se traté a la hembra y por ultimo la cruza donde
solamente el macho fue expuesto. Esto con base en la literatura donde se ha reportado que la
contribucion es diferencial en los organismos con reproduccion sexual, debido a que el gameto de
la hembra ademas de aportar la mitad de la informacion genética contribuye con el citoplasma por
completo, asi como RNA, proteinas, organelos, y otros componentes indispensables para el
desarrollo del cigoto y la formacion del nuevo organismo, que no se encuentran en los gametos
masculinos (Dworkin & Dworkin-Rastl, 1990; Greiner et al., 2015; Laver et al., 2015; Despic et
al., 2017); por consiguiente, las hembras emplean méas recursos proteicos, transcripcionales y
citoplasmaticos para generar la descendencia (Mousseau & Fox, 1998). Sin embargo, se asume que
los efectos de los xenobidticos en los procesos reproductivos masculinos y femeninos son
generalmente similares y que un agente que afecte la funcién reproductiva en un sexo lo hace

tambiéen en el otro, a menos que se demuestre lo contrario (EPA, 1996).

En la generacion de los progenitores (P), la disminucién significativa de la fertilidad en el
sistema donde ambos parentales fueron tratados con el compuesto (H t x M t) y la infertilidad en
las dos concentraciones més altas en los tres esquemas de cruza, evidencia que la NDMA afecta el
desarrollo de las células germinales tanto de hembras como de machos expuestos, esto es, altera

sus capacidades reproductivas. Por ello, cuando un macho tratado fecunda a una hembra no
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expuesta, un macho no tratado fertiliza a una hembra expuesta o un macho tratado fecunda a una
hembra expuesta, los ovocitos fertilizados tienen dificultades para desarrollarse. El éxito en la
formacion del nuevo organismo dependeria de varios factores, entre ellos la severidad del dafio en

las células germinales de cada progenitor y la capacidad de cada uno para repararlo.

Ahora bien, en D. melanogaster al final de la embriogénesis se forma la génada embrionaria
que contiene los precursores del componente somatico de las génadas y las células germinales
primordiales que se diferencian posteriormente por gametogenesis (Szabad & Nothiger, 1992;
Santos & Lehmann, 2004). Los ovarios y los testiculos se comienzan a diferenciar desde el
momento en el que las larvas eclosionan de los huevos y para el tercer estadio larval dichas
estructuras son visibles, aungue solo se definen por completo hacia el final de la pupacion previo
a la emergencia del adulto. Ademas, en los testiculos de una larva de tercer estadio, la mayoria de
las células germinales han madurado en espermatocitos listos para entrar en las divisiones
meioticas, mientras que en los ovarios larvarios apenas se encuentran ovogonias (Hartenstein,
1993).

Las disecciones no mostraron alguna anormalidad evidente en las génadas por exposicion
a NDMA que pudiese estar involucrada en la incorrecta formacion y maduracion de
espermatozoides y ovocitos, esto sugiere que la alteracion de la capacidad reproductiva en los
organismos tratados tuvo lugar directamente en las células germinales. Es decir, se alcanzé
suficiente concentracion de NDMA (o de sus metabolitos) para que permeara las goénadas en
diferenciacion, llegando a las células germinales inmaduras en su interior e interfiriendo en su

desarrollo.

7.2.1.1 ¢La exposicién directa de los organismos a NDMA no afecté diferencialmente las
celulas germinales de hembras y machos?

Los resultados para fertilidad sefialan que en la generacion parental (P) se afectd en mayor
medida, como se esperaba, el sistema en el que se trataron con NDMA ambos progenitores (H t x
M t), pero no se encontrd evidencia que permitiera diferenciar el efecto entre los otros dos esquemas
(Hntx Mty Htx M nt), o sea, los resultados sugieren que la capacidad reproductiva se alteré
similarmente en las cruzas donde solo uno de los parentales (hembra o macho) fue expuesto. Esto
ultimo se contrapone con que, entre tratar solamente a la hembra o Unicamente al macho, se

esperaba mayor dafio en el sistema en el que solo las hembras fueron expuestas a NDMA; pero
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concuerda con la presuncion descrita en las pautas para la evaluacion de riesgo de toxicidad
reproductiva de la EPA, que plantea que un xenobiotico que afecta la funcién reproductiva en un
sexo lo hace similarmente en el otro (EPA, 1996). Ahora bien, ¢por qué la respuesta frente a la
exposicion con el compuesto no fue diferencial entre los sexos? La respuesta puede hallarse en el

aporte del macho durante la reproduccion.

Los hallazgos con esta investigacion en D. aldrichi apoyan que la contribucion del macho
para la formacién de un nuevo organismo es igualmente importante a la de la hembra. Esto
contrasta con la idea generalizada de que el macho solamente aporta la mitad de la informacion
genética (Hosken & Hodgson, 2014), y con que la contribucion de la hembra deberia ser mas
relevante en la proteccién, formacion y maduracion del cigoto por el aporte de recursos adicional
al material genético que controlan el desarrollo temprano (Mtango et al., 2008). Sin embargo, se
ha reportado que los machos contribuyen con RNA (Hosken & Hodgson, 2014) y proteinas que
ejercen sus efectos en todas las fases de la biologia reproductiva de la hembra copulada, desde el
momento en que se deposita el esperma en el tracto reproductivo hasta la deposicién del huevo
(Gillott, 2003).

Los machos de D. melanogaster presentan tres proteinas que son sintetizadas en el aparato
genital y se transmiten en el fluido seminal durante el apareamiento. Dos de ellas (ACP26Aay SP)
se producen en la glandula accesoria y otra (DUP99B) en el ducto eyaculador. La ACP26Aa
(ovulina) estimula la liberacién de los ovocitos del ovario (Heifetz et al., 2000) e interviene en la
ovulacion (transferencia de un huevo del ovario al Utero) y la oviposicion, al igual que los dos
péptidos sexuales (Sps), péptido sexual (SP) y péptido 99B del conducto eyaculador (DUP99B)
(Kubli, 2003).

Estas moléculas bioactivas presentes en el liquido seminal pueden ejercer sus efectos en
procesos como la proteccidn, el almacenamiento y la activacion del esperma, la competencia
espermatica (efectos sobre los espermatozoides de los machos rivales), el comportamiento
femenino, la fecundidad, ovulacion, oviposicion y proteccion de los huevos puestos (Gillott, 2003).
La exposicion a NDMA podria alterar la estructura de los componentes del fluido seminal o reducir

su cantidad interfiriendo con su funcién regular.
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7.2.1.2 ¢ El efecto adverso de la exposicibn a NDMA sobre la capacidad reproductiva pudo
atenuarse en la generacion progenitora?

Aunque se encontro evidencia de que la NDMA afecta la capacidad reproductiva de los
progenitores expuestos, en los tratamientos con fertilidades distintas de cero no se detectd un
cambio significativo cuando se trato solo a la hembra o Unicamente al macho. Lo anterior sugiere
que cuando solamente uno de los gametos se forma y madura en condiciones ambientales
desfavorables, como lo es la exposicién a un mutageno, el efecto adverso de la NDMA sobre la
capacidad reproductiva puede mitigarse. Para ello, pueden estar involucrados procesos de
reparacion previos o posteriores a la formacion del cigoto que, al menos en esa generacion,
permitan su desarrollo regular que culmine con la formacion de un nuevo individuo. También
puede ser que en los casos donde el efecto desfavorable persista en algunos gametos, existan
mecanismos de seleccidn en uno o los dos progenitores, es decir, que haya seleccion de las células

germinales antes de la formacion del cigoto.

Se ha propuesto que deben existir algunos mecanismos que contribuyen a que se mitigue el
efecto de la exposicion al mutdgeno de accién directa metil metano sulfonato (MMS) en la
capacidad reproductiva de las hembras de D. melanogaster (el MMS es, al igual que la NDMA, un
agente alquilante del DNA, donador de grupos metilo). Uno de estos elementos podria ser la
seleccién a nivel celular, previamente a la formacion del cigoto; en la cual pueden existir tres
mecanismos: que las células toleren la lesion y continten sus funciones, que las células dafiadas se

reparen o que las células afectadas se eliminen por apoptosis (Arroyo, 2019).

Respecto al primer mecanismo, en D. melanogaster se ha reportado tolerancia a
condiciones de estrés; sin embargo, la localizacion de energia para activar la maquinaria que hace
posible soportar la lesion impacta directamente otros procesos en el organismo. Por ejemplo, la
exposicion de moscas a temperaturas elevadas durante un corto periodo de tiempo activa los genes
de choque térmico y se incrementa la sobrevivencia a estrés térmico posterior, pero disminuye la
fecundidad (Maltby, 1999). Ya que este mecanismo puede disminuir la capacidad reproductiva, se
descarta como uno de los que probablemente atenua el efecto adverso en las células germinales por

exposicion a NDMA.

En lo que concierne al segundo mecanismo, las rutas de reparacion del DNA en Drosophila,

por nombrar algunas, incluyen la reparacion por escision de bases (BER) y nucledtidos (NER), la
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reparacion de emparejamientos erréneos (MMR), enlaces cruzados (ICLs) y roturas de doble
cadena (DSBs) por recombinacién homologa (HR), siendo esta Gltima predominante en las lineas
germinales masculinas y femeninas (Sekelsky, 2017). Se conoce que la actividad de reparacion del
DNA se basa en la maquinaria del ovocito una vez que tiene lugar la fertilizaciéon, siendo el cigoto
el responsable de reparar el dafio que proviene del espermatozoide (Ferndndez-Diez et al., 2016).
En Drosophila este proceso ha sido documentado en embriones tempranos precisamente a través
de la reparacion por recombinacion homologa (Hagmann et al., 1998). En consecuencia, el
mecanismo de reparacién seria viable incluso después de la fecundacion; no obstante, hay que
considerar que la exposicion a NDMA puede alterar la maquinaria necesaria para llevar a cabo el

proceso de reparacion exitosamente.

Se ha reportado que la toxicidad en Drosophila induce la apoptosis (Pappus & Mishra,
2018). Los componentes de los puntos de control de dafios del DNA no solo regulan el ciclo celular
para retrasar los efectos adversos, sino que también activan la reparacion del DNA y promueven la
apoptosis, lo que elimina las células con DNA dafiado (Jaklevic & Su, 2004). Las hembras de
Drosophila presentan la maquinaria para inducir la muerte celular programada durante la
ovogénesis y de esa manera deshacerse de los huevos defectuosos (Buszczak & Cooley, 2000). Por
esto Ultimo, la apoptosis también puede ser uno de los mecanismos que interviene en la mitigacién

del efecto adverso de la NDMA en las células germinales, especificamente en las hembras.

Por otra parte, en Drosophila existe evidencia de que cuando se trata al macho o a la hembra
con un mutageno hay seleccion precig6tica (previa a la formacion del cigoto): los machos
expuestos inhiben la oviposicion en las hembras (tratadas o no), pero al mismo tiempo estimulan a
las que ponen huevos para que lo hagan en mayores cantidades; esto significa que los machos
expuestos ejercen un efecto dual y modulador sobre la capacidad reproductiva de las hembras
(Arroyo, 2019). Esto también apoya lo que se ha mencionado en cuanto a que la contribucion del
macho en Drosophila, para la formacién y desarrollo de un nuevo organismo, no se limita a la

transferencia de la mitad de la informacion genética.

De igual forma, se ha encontrado evidencia que sugiere que en las hembras tratadas existe
un mecanismo para seleccionar los huevos que se encuentran en mejores condiciones en etapas
muy tempranas durante la ovogénesis, previas al cigoto (Arroyo, 2019). Ademas, se ha reportado

que tambien hay seleccion postcigotica (posterior a la formacion del cigoto) cuando se expone al
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macho, ya que hay una reduccidn significativa de la viabilidad de su descendencia lo que sugiere
que terminan su desarrollo solo aquellos organismos en mejores condiciones (Arroyo, 2019).
Ambos procesos podrian estar implicados en la mitigacion del efecto adverso de la NDMA sobre
la capacidad reproductiva de la poblacion expuesta, aunque solamente sea en esa generacion. No
obstante, para confirmar la existencia de estos mecanismos de seleccion por exposicion a NDMA

en D. aldrichi, se requieren més estudios.

Con todo lo anterior puede decirse que el sistema donde se exponen ambos progenitores (H
t X M t) es el més afectado porque el genotdxico puede interferir con un mayor numero de factores
que cuando se trata solo a uno de los dos: componentes del liquido seminal del macho que estimulan
la ovulacién y oviposicion, la maquinaria enzimatica para reparar su propio DNA o la de la hembra
gue ayuda también a reparar el dafio en los espermatozoides una vez se lleva a cabo la fecundacion,

asi como RNA vy factores proteicos que intervienen en la formacion y desarrollo del cigoto.

7.2.2 Evidencia de modificaciones en la capacidad reproductiva de las generaciones F1 y F2
no expuestas a NDMA

En la F1y F2 se evaluo si el posible efecto por la exposicion a NDMA en los progenitores

tuvo algin impacto en la capacidad reproductiva de estas dos generaciones y si fue diferencial

dependiendo del parental tratado, o sea, cuando las células germinales de los progenitores (hembras

0 machos) se formaron y maduraron en presencia del compuesto, pero no las de las siguientes dos

generaciones.

La infertilidad encontrada en la generacion parental (P) y sus progenies F1y F2, en los tres
sistemas de cruza, revela que la NDMA afecta la capacidad reproductiva de D. aldrichi a lo largo
de las generaciones. Ademas, los resultados sugieren que el efecto es mas drastico a partir de la F1
en las generaciones que no fueron expuestas, pero que provienen de uno de los progenitores
tratados en la etapa larvaria (hembra o macho), respecto a la descendencia que deriva de la cruza
donde ambos parentales fueron expuestos, ya que esta Gltima logra mantenerse en el tiempo a pesar

del efecto adverso de la NDMA; estas diferencias se acrecientan con el paso de las generaciones.

En los parentales, la presencia de infertilidad evidencia que aunque puedan existir
mecanismos de reparacién o de seleccién precigdtica y postcigotica en estos organismos tratados,
cuya consecuencia es que solo se desarrollan los que se encuentran en mejores condiciones, en
algunos tratamientos el efecto adverso del compuesto es tal que incluso estas moscas presentan
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dafos irreversibles en sus células germinales que hacen que no se lleve a cabo la fecundacion o, en
los casos en los que esta si llegue a ocurrir, que haya letalidad embrionaria; en ambos sucesos

solamente se observan huevos de los que no eclosionan larvas.

La aparicién de infertilidad en generaciones no expuestas también permite identificar que
los mecanismos que deberian atenuar o erradicar el dafio de la NDMA sobre las células germinales
de sus progenitores tratados, no lograron contrarrestar totalmente el efecto adverso de este
compuesto, porque no podria explicarse la aparicion del dafio en la progenie no expuesta en
ausencia del compuesto que lo causa, a menos que el efecto perjudicial se haya transmitido de

alguna manera.

Dicha infertilidad tuvo una tendencia a presentarse en las concentraciones mas altas en las
gue aun sobrevivian individuos en cada generacion; esto significa que a mayor bioacumulacion del
mutageno en el organismo expuesto se incrementa la probabilidad de encontrar efectos adversos

en él o puede que incluso en su descendencia.

Dos de las tres concentraciones donde mas de la mitad de los organismos sobrevivientes a
la exposicién con el compuesto presentaron malformaciones, fueron infértiles en la generacién
parental y la restante en la generacion Fi. En los sistemas de cruza no se usaron individuos
malformados para no agregar una fuente de variacion mas; sin embargo, las moscas con
malformaciones fueron cruzadas paralelamente con organismos regulares y en ningln caso se
recupero progenie. Por tanto, en estas concentraciones previas a la letalidad el efecto de la NDMA
sobre D. aldrichi es severo: los individuos que no mueren por la toxicidad del mutageno resultan
malformados o con alteraciones en sus capacidades reproductivas, que se evidencian en esa misma

generacion o en la siguiente.

Para la F1 se observé el efecto méas dréstico sobre la capacidad reproductiva en la
descendencia de Unicamente hembras expuestas, luego en la de solo machos tratados y el efecto
mas leve se encontrd en la progenie de ambos parentales expuestos. En cuanto a la generacion F»,
la capacidad reproductiva se afectdé con mayor intensidad en la descendencia proveniente de
solamente machos tratados, seguido de la progenie derivada de solo hembras expuestas y por
ultimo en los descendientes de ambos parentales tratados; por tanto, en la F1 y la F2 la progenie
procedente del sistema H t x M t fue la menos afectada en su capacidad reproductiva, contrario a

la generacidn parental en la que dicho esquema mostro el efecto mas severo.
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El que se haya modificado la capacidad reproductiva de las generaciones no expuestas (F1
y F2), pero que provienen de uno o ambos parentales tratados, indica que el efecto adverso en las
células germinales de los progenitores interfiere con la capacidad reproductiva de su descendencia,
a través de alteraciones ligadas a este tipo de celulas en la progenie. La exposicion a NDMA de los
parentales se asocia con la modificacion de la capacidad reproductiva en la generacién F1, mientras
que la alteracién en la F2 podria estar asociada al deterioro del desarrollo de las células germinales

de la F1 después de la exposicion de los progenitores.

Recientemente se ha utilizado la frecuencia de recombinacion de las hembras en D.
melanogaster para mostrar que la exposicion al mutdgeno MMS de las células germinales de los
progenitores (hembra o macho) no alcanza a modificar dicha frecuencia en esa generacion, porque
el proceso de recombinacidn debe ocurrir en etapas muy tempranas durante la formacién de las
células germinales, incluso antes del tercer estadio larval; pero esta si se altera en las hembras no
expuestas de la siguiente generacién. Esto pone en evidencia que, aunque las hembras no hayan
recibido el dafio directo, pueden detectar el dafio ocasionado en las células germinales de sus

progenitores tratados (Arroyo, 2019).

Las modificaciones en la sobrevivencia de los organismos D. aldrichi tratados, su capacidad
reproductiva y la de su descendencia F1, asi como la aparicion de malformaciones, evidencian que
la NDMA tiene un efecto multigeneracional; ademas, existe un efecto transgeneracional que se

observa con la alteracion de la capacidad reproductiva de la progenie F».

El efecto transgeneracional significa que la exposicién de los parentales tuvo alguna
influencia en la descendencia no expuesta (Yu et al., 2013), lo que sefiala una intervencion a largo
plazo (Lu et al., 2020). Se ha reportado que concentraciones significativamente més altas del
disruptor endocrino tebuconazol (TEB) fueron encontradas en embriones de pez cebra (Danio
rerio) después de la exposicion de los progenitores y pudieron inducir efectos toxicos
transgeneracionales en los descendientes, lo que indic6 que la bioacumulacion de TEB en los peces
parentales puede resultar en la transferencia de TEB de los huevos a la progenie (Li et al., 2019).
De manera similar a la investigacion anterior, la exposicion de los progenitores a TEB indujo
toxicidad reproductiva transgeneracional en Caenorhabditis elegans. En ese trabajo se planted que
la acumulacion de TEB en las células germinales divididas o los ovocitos en desarrollo puede ser

liberada a los embriones (Lu et al., 2020). Estos hallazgos abren la posibilidad de una transferencia
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de NDMA (o sus metabolitos) de los parentales expuestos de Drosophila, a través del huevo, a su
descendencia no tratada; sin embargo, se hace necesaria méas investigacion para corroborar o

desestimar lo dicho anteriormente.

En lo que respecta a la alteracion de la capacidad reproductiva de la descendencia por cada
sistema de cruza, en el esquema de solamente hembras tratadas fue mayor en la F1 y se redujo en
la F> mientras que cuando se expuso al macho se incremento en la F1 y se mantuvo en la F.. En el
caso de la cruza de ambos progenitores tratados, se mantuvo en la F1 y disminuyo en la F2. El caso
donde solo fueron expuestos los machos, en el que no se obtuvo descendencia F3, ilustra la
importancia del uso de sistemas in vivo para realizar estudios en generaciones subsecuentes. El
dafo en los machos por exposicién a NDMA a nivel de células germinales se enmascara y parece
ser leve en la generacion de progenitores, pero su impacto se evidencia totalmente dos generaciones
mas adelante. Enfatizando la importancia de considerar la biotoxicidad a lo largo de mdltiples
generaciones para realizar una evaluacion precisa de los riesgos ambientales de las sustancias

toxicas.

Como se ha discutido, la modificacion de la capacidad reproductiva de las progenies F1 y
F2 no tratadas sugiere que hubo un efecto adverso en las células de sus progenitores expuestos a
NDMA que no logro ser completamente suprimido. Por lo observado en la generacion F3, el efecto
adverso recayd mayormente en el sistema de solo machos tratados, luego en la cruza de Gnicamente

hembras expuestas y por ultimo en el esquema donde ambos parentales estuvieron tratados.

Por tanto, podria ser que cuando un macho tratado aporte en el momento de la reproduccion
un espermatozoide que se formé y madurd en presencia del compuesto y la hembra contribuya con
uno ovocito que no se desarroll6 en contacto con el compuesto, no se alcancen a activar a tiempo
mecanismos de reparacién en la hembra posterior a la formacion del cigoto para reparar el dafio
gue aun continte en el material que aportd el espermatozoide; esto directamente impactaria las
siguientes generaciones. También puede ser que el dafio en el espermatozoide sea irreversible o
que los factores proteicos que aporta el macho en el liquido seminal estén afectados o disminuidos
en cantidad y por tanto no se module correctamente la ovulacion u oviposicion de las hembras o se

reduzca notablemente la viabilidad del huevo fecundado.

En el caso en el que solamente la hembra sea expuesta, como se ha mencionado en los

mecanismos de seleccion, esta podria seleccionar a huevos que se encuentren en mejores

84



condiciones atenuando de alguna manera el efecto adverso del compuesto, lo que no podria realizar
eficientemente cuando el afectado es el macho porque la seleccidén dependeria de si el dafio en el

espermatozoide es o no irreversible.

Lo anterior contrasta con el sistema en el cual ambos progenitores estaban tratados, en
donde el aporte de gametos y desarrollo del cigoto hayan sido consecuencia de mecanismos de
reparacion o seleccion precigoética y postcigética mas exitosos, lo que permitiria el desarrollo de
los organismos en mejores condiciones. Puede ser que exista una especie de acondicionamiento al
entorno (adaptacion) que incrementa la resiliencia en las moscas tratadas, lo que resulta en gametos
mejor adaptados que confieren cierta resistencia a la descendencia, pero que ese efecto se exprese
de mejor manera solamente cuando ambos gametos aportados se forman y maduran en condiciones

desfavorables. Esto no ocurriria en la misma medida si solo se expone a uno de los parentales.

Como se ha mencionado, el aporte masculino y femenino no se limita al DNA, sino que
involucra también proteinas y RNA. Es posible que ese material, necesario para llevar a cabo una
fecundacion exitosa, se ajuste a las nuevas condiciones establecidas por el compuesto, sus
metabolitos 0 ambos, atenuando sus efectos adversos en las moscas tratadas; pero que la interaccion
entre el material de un gameto que no se formé y maduré en presencia de NDMA y otro que si se
desarroll6 en condiciones desfavorables, luego de la formacion del cigoto, no traiga consigo la
deteccidn y correccion de las lesiones que aln persistan, o sencillamente que no interactien
correctamente. Esto irremediablemente impactaria a ese nuevo organismo y puede que incluso a
su descendencia. Los resultados de este trabajo solo permiten hipotetizar lo que estaria ocurriendo,

mas investigacion se requiere para confirmar o desestimar lo que se ha descrito.

En D. melanogaster se ha reportado la presencia de actividad mutagénica en la linea
germinal por exposicion a la NDMA (Vogel et al., 1981; Lee et al., 1983); sin embargo, no hay
suficiente evidencia que permita sugerir un mecanismo de herencia de los efectos toxicos
reportados en este trabajo. Para complementar la informacidn obtenida y determinar si realmente
existen cambios en las secuencias de DNA en las células germinales de los organismos tratados,
que den lugar a mutaciones heredables en hembras y machos de D. aldrichi en un rango de
concentraciones bajas, se requieren mas estudios con este compuesto. Un posible mecanismo

alternativo que podria considerarse es mediante una regulacién epigenética.
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7.2.3 ¢Podria la exposicion a NDMA inducir modificaciones epigenéticas en Drosophila?

La herencia epigenética transgeneracional mediada por mecanismos epigenéticos puede
ayudar a explicar, al menos parcialmente, los efectos encontrados en las generaciones no expuestas
a NDMA: modificaciones epigenéticas que pudieron haber sido transmitidas a través de la linea
germinal de los parentales tratados a la siguiente generacion no expuesta para causar efectos en las
generaciones subsecuentes. Por tanto, cabe preguntarse: aparte de las modificaciones de las

histonas reportadas en Drosophila ¢qué otros factores epigenéticos podrian estar involucrados?

7.2.3.1 Metilacion del DNA en Drosophila por exposicion a la NDMA: ;una posibilidad?

La metilacion del DNA es el factor de regulacion epigenético mas estudiado y se cree que
es el mecanismo primario involucrado en los fendmenos hereditarios transgeneracionales para
mediar los efectos de los disruptores endocrinos a través de la linea germinal (Skinner, 2008;
Brehm & Flaws, 2019). Se ha demostrado que la activacion metabdlica de la NDMA,
nitrosodialquilamina simétrica donadora de grupos metilo, causa tanto metilacion como oxidacion
del DNA y existe evidencia que respalda la hipétesis de que el dafio del DNA inducido por NDMA
puede desempefiar un papel importante en la expresion de sus efectos toxicos (Hecht et al., 1986;
Bartsch et al., 1989; Jorquera et al., 1993; Lin & Hollenberg, 2001). Por lo anterior cabria
preguntarse: ¢puede la metilacién del DNA estar involucrada en los efectos transgeneracionales

encontrados en Drosophila por la exposicion a NDMA?

La metilacién del carbono 5 de la citosina del dinucleétido citosina-guanina (CpG) para
formar 5-metilcitosina (5mC) fue una de las primeras marcas epigenéticas identificadas. Es un
factor importante en las vias conservadas de regulacion de la expresion génica en casi todos los
organismos multicelulares (Dunwell et al., 2013; Dunwell & Pfeifer, 2014). Sin embargo, la
presencia de 5mC en el genoma de Drosophila ha sido un tema controversial cuya discusion viene
desde hace més de 30 afios, con frecuentes informes contradictorios que afirman ya sea pruebas a
favor o en contra de la presencia de 5mC; a medida que las técnicas han avanzado, también lo ha
hecho el debate (Dunwell & Pfeifer, 2014).

Este organismo carece de homdlogos de los genes para DNA metiltransferasas (DNMT) de
mamiferos Dnmt1, Dnmt3a o Dnmt3b, pero contiene un gen que codifica un homoélogo de Dnmt2

(también conocido como Mt2) (Dunwell et al., 2013). Se ha sugerido que el ancestro de
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DNMT2/Mt2 era una DNA metiltransferasa y cambi6 su preferencia de sustrato al tRNA con
posibilidad de actividades duales (Jeltsch et al., 2006; Krauss & Reuter, 2011).

El genoma de Drosophila también alberga un homélogo de la proteina de union al CpG
metilado de mamifero MBD2 (dMBD2/3). Se ha demostrado que dicha proteina tiene la capacidad
de unirse a este sitio metilado del DNA, al menos in vitro (Tweedie et al., 1999; Roder et al., 2000).
Ademas, se reportd que la metilacion si se encontraba en el DNA de Drosophila, pero estaba

restringida al desarrollo embrionario temprano (Lyko et al., 2000).

La evidencia en contra mas fuerte fue descrita en los ultimos afos en el trabajo de Raddatz
et al. (2013) en el que se utilizd la secuenciacion por bisulfito, la técnica dominante para el analisis
de metilacion del DNA desde 1992 (Frommer et al., 1992), para determinar su contenido en D.
melanogaster. Alli no se encontraron rastros de metilacién en el genoma de la mosca; sin embargo,
el protocolo usado por Capuano et al. (2014) confirmo la presencia de 5mC en el DNA de adultos
D. melanogaster con un valor de 0.034% de citosinas metiladas, que esta hasta dos érdenes de
magnitud por debajo del limite de deteccion de la secuenciacion de bisulfito (~0.5%); razon por la
que potencialmente este bajo nivel de metilacion no seria hallado con la secuenciacion de bisulfito
convencional (Dunwell & Pfeifer, 2014). En esa misma linea, Takayama et al. (2014) reportaron
metilacién de citosinas en el 0.94% del genoma de D. melanogaster, pero no encontraron que fuese
dependiente de la actividad de Mt2, por tanto, sugirieron la presencia de una nueva

metiltransferasa.

Asimismo, la identificacion de la proteina dTet en Drosophila apoya la presencia de la
metilacion del DNA en este género (Dunwell et al., 2013). Dado que es muy probable que dTet
utilice a la 5mC gendmica como sustrato y la oxide a 5-hidroximetilcitosina (Dunwell et al., 2013;
Boffelli et al., 2014), por lo que se conoce de las proteinas TET de mamiferos, no hay razon para
que dTet se conserve en el genoma de Drosophila si no hay 5mC sobre el que actuar. Parece muy
poco probable que en este género se hubiese mantenido una proteina del tamafio de dTet si, como
se hace mas evidente en los estudios con mamiferos, no estuviera desempefiando un papel
significativo en uno o mas puntos del desarrollo como modificador epigenético. También, los
residuos para la union de DNA v la actividad catalitica estan todos altamente conservados, lo que
indica que es menos probable que dTet haya desarrollado una funcion diferente a la que se ha

informado previamente para las TET de mamiferos. Debido a la obvia conservacion de importantes

87



residuos, dominios y estructura proteica, la carencia total de 5mC en Drosophila no parece viable
(Dunwell et al., 2013).

Existen numerosos casos reportados de insectos, incluyendo hormigas, pulgones, abejas,
moscas Yy escarabajos (Acyrthosiphon pisum, Aedes aegypti, Apis mellifera, Camponotus
floridanus, Harpegnathos saltator, Nasonia vitripennis, Tribolium castaneum) en los que se han
detectado claramente niveles y patrones especificos de 5mC, lo que significa que la ausencia de
metilacion del DNA en D. melanogaster aparentemente seria Unica dentro de esta clase de animales
(Dunwell et al., 2013).

Sintetizando, la memoria de exposicién ambiental en la generacion parental puede
transmitirse a través de los gametos y dar lugar a la aparicion de fenotipos en las generaciones
futuras no expuestas (Sharma, 2013). Por tanto, las modificaciones epigenéticas podrian explicar
los efectos transgeneracionales observados en Drosophila con este trabajo: rearreglo de la
cromatina por modificaciones de las histonas, que pueden incluir metilacion, o la metilacion del
DNA, por ejemplo. No obstante, tal explicacion necesita directamente evidencia epigenética en

futuros estudios.

7.2.4 Efectos de la NDMA sobre la sobrevivencia y la reproduccion: repercusiones a nivel
poblacional

Aunque los bidlogos han propuesto diversidad de definiciones para la eficacia bioldgica
(fitness) (Mobley, 2019), en general estan de acuerdo con la esencia de la idea. En términos mas
simples, implica la capacidad de los organismos para sobrevivir y reproducirse en el entorno en el
que se encuentran (Orr, 2009). Los resultados que aqui se reportan muestran una reduccion de la
sobrevivencia de los organismos tratados y una alteracion de su capacidad reproductiva por
exposicion a NDMA, asi como la de su descendencia F1 y F2 no tratada. Ademas, durante los
experimentos se observo que, aunque algunas moscas lograron desarrollarse, murieron al poco
tiempo de emerger de los puparios previo a las cruzas, por lo que la sobrevivencia de estos

individuos no expuestos también se vio afectada.

El ensayo de reprotoxicidad realizado en este trabajo representa tres posibles escenarios de
estrés ambiental; los resultados concuerdan con lo que se ha reportado en cuanto a que los
organismos de poblaciones naturales de Drosophila sometidos a contaminantes medioambientales

presentan una modificacién de su eficacia bioldgica (Tabares, 2016), pero no hay suficiente
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evidencia para sugerir que dicha alteracion se asocia con la segregacion de mutaciones deletéreas
que tienden a ser recesivas, mantenerse en heterocigosis y manifestarse con el incremento de la
homocigosidad (Avila & Garcia-Dorado, 2002).

Por otro lado, a diferencia de la fertilidad, en la progenie promedio por familia no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ningun sistema de cruza al transcurrir
las generaciones; sin embargo, con ese biomarcador fue posible identificar que no todas las parejas
contribuyeron en la misma medida: unas parejas generaron poca descendencia mientras que otras
produjeron mucha progenie. Por ejemplo, en la concentracion 7.63 E-05 mM de la progenie Fz del
sistema donde solamente se tratd a la hembra se obtuvo 4.3 veces la cantidad de descendencia
promedio con respecto al control y provino de dos parejas; pero una aporto cuatro organismos
mientras que la otra generd 64. Ademas, las concentraciones con progenies promedio disminuidas
en numero tuvieron una tendencia a presentar mayor fertilidad que aquellas donde las
descendencias fueron numerosas. Lo descrito anteriormente sugiere que en los efectos observados

por la exposicién a NDMA también intervienen mecanismos a nivel poblacional.

En una poblacion, las condiciones preexistentes como niveles anteriores de agentes toxicos
pueden aumentar la sensibilidad de algunos individuos. Por lo tanto, la exposicion a un agente
toxico puede resultar en un mayor riesgo de efectos adversos para algunos, pero no necesariamente
para todos los organismos (EPA, 1996). Esto ayudaria a explicar por qué se encontraron respuestas

variables dentro de una misma concentracion en las generaciones no tratadas.

Por otro lado, los comportamientos observados con estos biomarcadores de capacidad
reproductiva, ante la exposicidn a concentraciones bajas de NDMA, evidencian que las respuestas
no fueron lineales; esto coincide con que los efectos de la toxicidad reproductiva no suelen ser
lineales. La respuesta no lineal se basa en mecanismos homeostaticos, compensatorios o
adaptativos que deben superarse antes de que se alcance el punto en el que se manifiesta la toxicidad
(EPA, 1996).

Ahora bien, la reproduccidn es costosa para un organismo porque requiere energia que debe
desviarse de otros procesos corporales. La historia de vida de un animal es una consecuencia de
tres procesos bioldgicos que compiten por los recursos del cuerpo: reparacion (o mantenimiento),
crecimiento y reproduccion. La inversion en reproduccion disminuye inevitablemente la cantidad

de energia que se puede destinar en reparacion y crecimiento y, como consecuencia, disminuye la
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sobrevivencia y el potencial para reproducirse en un futuro (Stulp & Barrett, 2015). En muchas
especies generalmente se cree que existe una compensacion entre la sobrevivencia y la
reproduccion (Giaimo & Traulsen, 2019). Las compensaciones son los costos que se pagan en
términos de fitness cuando un cambio beneficioso en una caracteristica se vincula con uno

perjudicial en otra (Stearns, 1992).

La siguiente “decision” a la que se enfrenta un animal una vez que ha alcanzado la fase
reproductiva es cuanta descendencia producird y cuantos recursos invertira en ella. Cualquier
cantidad de energia invertida en la progenie actual conlleva costos en términos de sobrevivencia y
generacion de descendientes en el futuro (Dijkstra et al., 1990). Es mas, el costo de la reproduccion,
y sus compensaciones asociadas, no solo afectan el propio potencial para reproducirse y la
sobrevivencia futura de un individuo, sino también la de su descendencia. Es decir, este costo es
multifacético, con efectos tanto intra (disminucién de la sobrevivencia de los parentales) como
intergeneracionales (reduccion de la cantidad de progenie y su sobrevivencia) (Stulp & Barrett,
2015).

En D. melanogaster se ha reportado que la resistencia a estrés esta correlacionada
negativamente con la fecundidad (Chippindale et al., 1996), y que la exposicion a estrés da como
resultado una compensacién entre la sobrevivencia y la reproduccion. Un estrés repetido
discontinuo incrementa la sobrevivencia debido a que el organismo invierte sus recursos
energéticos en reparacion y mantenimiento, pero disminuye la energia destinada en reproduccion

y eso conlleva a una reduccion en la cantidad de progenie (Marshall & Sinclair, 2010).

En este trabajo se evidencié que los organismos D. aldrichi expuestos a NDMA que
sobrevivieron a las concentraciones previas a la letal presentaron una disminucion en su capacidad
reproductiva (sistema H t x M t). Lo anterior indicaria que el costo a nivel energético por haber
sobrevivido al contrarrestar el efecto adverso del compuesto (reparacién, mantenimiento y
posterior crecimiento) fue alto, e irremediablemente se disminuyeron los recursos que pudieron ser

destinados para reproduccion.

Asimismo, que en algunas concentraciones se hayan recuperado adultos procedentes de
solamente una pareja sugiere que la existencia de estos procesos a nivel poblacional favorece la
sobrevivencia y la reproduccion de los organismos que se encuentran en mejores condiciones,

generando una descendencia elevada que compensa a la de aquellos que no pudieron reproducirse.
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Los tratamientos con valores bajos de progenie promedio tienden a presentar una mayor
fertilidad que los que presentan mayor cantidad de progenie, lo que sefialaria que cuando se
producen muchos hijos bajo condiciones de estrés por la exposicion a un mutageno como la
NDMA, los padres invierten mas recursos para incrementar la sobrevivencia de su descendencia a
cambio de una disminucién de la capacidad reproductiva de esa generacion. Por el contrario,
cuando se genera una descendencia escasa, los parentales destinan menos energia en la
sobrevivencia de su progenie a cambio de que la capacidad reproductiva de esta no disminuya
considerablemente (los recursos se irian a reparacion de gametos, por ejemplo), esto es, prima la

calidad por encima de la cantidad de hijos.

7.3 Laexposicion a NDMA vy su efecto en la expresion de shade (shd)

Los resultados sugieren que la exposicién a 1.56 E-01 mM de NDMA interfiere con la
expresion de shd y esto se hace evidente a las 146 h durante el estadio de pupa, lo que significa que
la acumulacion del compuesto por la ingesta de las larvas puede llegar a tal punto que impide la
expresion génica de al menos este gen; una de las razones puede ser que este compuesto al ser
donador de grupos metilo (-CH3) induce el silenciamiento génico por metilacion cuando se
incrementa considerablemente la cantidad de NDMA en el organismo; dicho mecanismo de
regulacion epigenética se discutio con anterioridad. El silenciamiento de shd también estaria acorde
con la letalidad en las concentraciones mayores de NDMA debido a la importancia del CYP314A1
en la formacion de la 20-hidroxiecdisona (20E), la hormona de muda principal. Hasta donde se
conoce, la 20E parece ser producida Unicamente por la hidroxilacion en el carbono 20 de la
Ecdisona (E) por el CYP314A1. Si hay poco o nulo transcrito debido a la modificacion de la
expresion que parece aplicar la NDMA al gen shd, la 20E no estaria disponible en las cantidades
que requeriria el organismo (siempre incrementa previo a un cambio de estadio), por consiguiente,

su ciclo de vida se veria interrumpido drasticamente.

El que no se haya obtenido producto de amplificacion del mRNA que corresponde a shd
unicamente en la muestra de pupas pudo haber sido consecuencia de varias razones: la RT-PCR no
se llevd a cabo con esa muestra en particular por la integridad del mMRNA, hubo inhibicion o retraso
de la expresion del gen, o el gen estaba apagado en ese momento como una condicion regular en

el individuo. A continuacion se discuten cada una de estas posibilidades.
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Histéricamente, la integridad del RNA se evalla mediante electroforesis en gel de agarosa
a través de la presencia e intensidad de un patron de bandas definido. El anélisis de RNA total en
un gel de agarosa deberia mostrar dos fragmentos ribosémicos distintos que corresponden a las
subunidades ribosomales 18S (~2.0 kb) y 28S (~4.8 kb) en eucariontes 0 16S y 23S para rRNA
procarionte, y fragmentos adicionales de especies de RNA maés pequefias (Aranda et al., 2012). El
rRNA representa aproximadamente el 80% de una muestra de RNA total en comparacion con el
MRNA que Unicamente representa alrededor del 5% (Amaru et al., 2008). Asi pues, este método
se basa en la suposicion de que la calidad y cantidad de rRNA reflejan la del mMRNA (Aranda et
al., 2012; Charney et al., 2013).

Si bien las bandas nitidas de las subunidades 28S y 18S son indicativas de RNA intacto,
estd menos claro como estas moléculas abundantes y de larga duracion reflejan realmente la calidad
del mRNA, el cual se renueva mucho més rapidamente (Charney et al., 2013). Respecto a esto
ultimo, a pesar de que en la electroforesis no se ven claras estas subunidades ribosomales,
indicando degradacion del RNA, se obtuvo la amplificacion de un fragmento de la subunidad
ribosomal RpL23 en todas las muestras. La amplificacién de shd fue positiva en todas excepto en
la de 146 h tratadas con NDMA. Cabe sefialar que se hicieron ensayos de RT-PCR por duplicado
y usando diferentes extractos de RNA, lo que hasta cierto punto le da solidez a los resultados.

En ese orden de ideas, la integridad del RNA total debi6 ser similar entre la muestra de
pupas provenientes de larvas expuestas (146 h (+)) y la de no expuestas a NDMA (146 h (-)). Por
tanto, si la calidad del RNA fue similar entre muestras que fueron obtenidas con el mismo
protocolo, iguales condiciones de extraccion, almacenamiento y manipulacién, y en la de 146 h (-
) si se amplifico shd pero no en la muestra de 146 h (+), dicha diferencia cualitativa puede asociarse
con la exposicién de los organismos al compuesto. La evidencia inicial sugiere un silenciamiento

génico.

El silenciamiento génico en eucariontes es uno de los tantos procesos que regulan la
expresion de genes a nivel transcripcional y post-transcripcional. El silenciamiento génico a nivel
transcripcional inhibe la transcripcion causando una reduccion en la sintesis de mRNA. El
silenciamiento génico a nivel post-transcripcional consiste en la represion de la traduccion o en la

desestabilizacion de los mRNA,; este Gltimo se refiere a cualquier proceso que disminuya la vida
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media de un mRNA, haciéndolo mas vulnerable a los procesos de degradacién (Garcia-Ruiz et al.,
2016).

Con esto en consideracion, si el silenciamiento hubiera ocurrido a nivel transcripcional no
habria mMRNA molde para la retrotranscriptasa y por tanto no se podria haber obtenido cDNA para
la PCR. Sin embargo, si el silenciamiento hubiese sido a nivel post-transcripcional, por ejemplo
desestabilizacion de los mMRNA, tampoco se habria podido llevar a cabo la retrotranscripcién. Por
tanto, la evidencia no es suficiente para determinar si el posible silenciamiento génico evito la

aparicion del mRNA o propicio su degradacion.

Si la ausencia de banda fue consecuencia de una inhibicién de la expresion y esta hubiese
sido irreversible entonces las moscas no podrian haber continuado su desarrollo debido a la
importancia del pulso de la 20E en las transiciones entre estadios, pero este no fue el caso, por tanto
puede ser que haya ocurrido silenciamiento génico transcripcional, de alguna manera reversible, o
que se haya retrasado la expresion del gen. No hay que dejar de lado que la ausencia de mMRNA no
quiere decir que no haya enzima porque podria ser que, aunque ya no hubiera transcripcion, la
enzima estuviera presente de etapas anteriores; si asi fuera, habria CYP314A1 para catalizar la
formacion de 20E. Sin embargo, si la enzima residual, suponiendo que poseyera la vida media
necesaria para alcanzar estadios tardios, fuese suficiente para que el organismo continuara su
desarrollo, no se habria encontrado letalidad a concentraciones mayores de NDMA,; esto abre la

posibilidad de una inhibicién enzimatica.

Esto ultimo genera la interrogante de si las malformaciones que se observaron solamente
en los organismos D. aldrichi tratados se asocian mayormente con una inhibicion enzimatica,
génica (transcripcional o post-transcripcional) o ambas. No obstante, algunos efectos adversos,
como la infertilidad encontrada en los descendientes F1 y F2 no expuestos a NDMA, permiten
advertir que no solamente una inhibicion enzimatica puede estar involucrada porque no podria
explicarse la aparicion de tal efecto adverso en ausencia del inhibidor. Para ayudar a esclarecer el
mecanismo involucrado, podrian realizarse ensayos para medir con precision la regulacion: RT-
PCR cuantitativo, inmunodeteccion de CYP314Al con anticuerpos especificos, actividad

enzimatica o medir la 20E en organismos expuestos y no tratados con NDMA.

Otra opcion es que shd estuviese silenciado no por la exposicion a NDMA sino que fuese

una condicién regular de la mosca; no obstante, la evidencia obtenida en este trabajo mostré que
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en pupas de 146 h el gen estaba “encendido”, y esto concuerda con lo reportado en la literatura
donde asocian la expresion de shade en ese tiempo con la importancia del pulso de 20E durante la
metamorfosis (Warren et al. 2002, 2004; Petryk et al., 2003; Niwa et al., 2004; Namiki et al., 2005;
Parvy et al., 2005; Ono et al., 2006; Warren et al., 2006; Rewitz et al., 2007), de ahi que se descarte

esa posibilidad.

Ahora bien, cabe preguntarse si a la concentracion de 1.56 E-01 mM la NDMA interfiere
con la expresion de shd en algun punto entre las 115 y 146 h, y la 20E es indispensable para la
metamorfosis del organismo, incluyendo la diferenciacion de los discos imagales en estadio de
pupa, entonces ¢por qué la mosca sobrevive? Para responder a esta pregunta se necesitaria observar
el perfil de la 20E durante el ciclo de vida de D. melanogaster (Fig. 1.5): si se detallan los picos de
20E, estos se alcanzan en los organismos a esas edades, pero esto no implica que sean las cantidades
minimas que requieren para avanzar en su desarrollo. Si se modifica la expresion del gen que
codifica la enzima que cataliza la conversion de E en 20E a edades tardias, entendiéndose cercanas
al estadio de pupa, el organismo igual habria acumulado suficiente 20E para que se forme el imago
dentro del pupario; sin embargo, la posible disminucion de 20E puede impactar la formacion de las

estructuras que aun no se hayan diferenciado.

De hecho, al ser el disco genital (que da lugar a la genitalia y la analia) lo ultimo en
diferenciarse del adulto, lo dicho anteriormente apoyaria el hecho de la marcada especificidad que
parece tener la NDMA para que haya malformacidn de estas estructuras evidenciada en D. aldrichi,
lo que repercutiria en, por ejemplo, la incompatibilidad para la cdpula. Aqui toma relevancia la

fertilidad como biomarcador de este disruptor endocrino de mamiferos en Drosophila.

Otro aspecto interesante a relacionar con la alteracion de la expresion de shade seria el
retraso en el desarrollo: si consideramos que el organismo necesita una cantidad de 20E minima
para continuar su ciclo de vida, y si se expone a una concentraciéon de NDMA que interfiera y por
tanto retrase la produccion del CYP314AL1 pero no a edades tempranas, se podria esperar que el
organismo tarde en alcanzar los niveles de 20E, respecto a uno que no haya sido expuesto, pero
que de igual forma consiga avanzar en su ciclo de vida (Fig. 7.2).
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Fig. 7.2 El retraso en el desarrollo observado en Drosophila cuando se aplica el tratamiento con NDMA,
parece estar ligado a la cantidad de 20E que requiere el organismo en cada estadio para continuar su ciclo
de vida.

En el caso de un insecto holometabolo como D. aldrichi, asi se lleve a cabo la fecundacion
de manera exitosa puede haber letalidad en momentos clave del ciclo de vida de las moscas: a nivel
embrionario, en la ecdisis para la transicion entre estadios larvales, en el paso de larva estadio tres
a pupa, en el pupario mientras se lleva a cabo la diferenciacion de las nuevas estructuras
(metamorfosis) muriendo el adulto farato, en el momento de la emergencia del imago o inclusive

el adulto puede morir al poco tiempo de haber completado su desarrollo y sin haberse reproducido.

Todas las transiciones del desarrollo, como larva a larva, larva a pupa y pupa a adulto, son
iniciadas por 20E (Dubrovsky, 2005). El pulso tardio del tercer estadio de 20E se propaga a través
de una jerarquia reguladora genética, que define el inicio de la transicidbn metamorfica. 20E se une
al receptor heterodimero compuesto por la subunidad del receptor de ecdisona (EcR) y la subunidad
Ultraspiracle (USP) (20E+EcR/USP) y activa directamente un pequefio grupo de genes tempranos:
BR-C, E74 y E75. Los productos proteicos de los genes tempranos activan un grupo de genes
tardios que controlan diferentes aspectos de la metamorfosis, como la histolisis de los tejidos

larvarios, la diferenciacion de los tejidos imagales y la produccion de la cuticula de la pupa (Andres
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& Thummel, 1992; Thummel, 1995, 1996; Baehrecke, 1996; Thummel, 2001; Dubrovsky, 2005;
Quinn et al., 2012; Ou & King-Jones, 2013).

Uno de los tantos genes que se activan por la sefializacion que inicia la 20E es SFTZ-F1.
Este gen se requiere para la transicion prepupa-pupa durante la metamorfosis de Drosophila 'y su
mutacién impide que el adulto farato emerja o que se termine de desarrollar dentro del pupario
(Thummel, 2001).

Al comparar el efecto de la NDMA en las dos especies, D. melanogaster y D. aldrichi, a
dosis altas también puede verse como la alteracion en la expresion de shd estaria ligado a la
cantidad de NDMA consumida, acumulada, excretada y al tiempo en que tarda el organismo en
llevar esto a cabo. En la figura 6.3 puede observarse que en la Unica concentracion letal para D.
melanogaster de las estudiadas (5 mM), si se llegd al estadio de pupa pero el imago nunca se
desarrolld6 completo ni emergid (Fig. 6.3, izquierda, circulo rojo), esto posiblemente porque el
organismo no alcanz6 la cantidad de 20E necesaria para diferenciar todos sus discos imagales (Fig.
7.3).

Por el contrario, en D. aldrichi es distinto; debido a que el ciclo de vida de esta especie es
mas largo que el de D. melanogaster, la larva de tercer estadio consumid durante mas tiempo la
NDMA. Lo que pudo haber ocurrido es que se acumul6 y alcanzé més rapido la cantidad de NDMA
que interfiere con la expresion de shd y, por tanto, con la generacion de la ecdisona 20-hidroxilasa.
La acumulacion de NDMA en la concentracién 5 mM fue tal que las larvas nunca llegaron a pupar
(Fig. 6.3, derecha, circulo azul); podria decirse que no alcanzaron la cantidad de 20E necesaria para
hacer la transicién de larva estadio tres a prepupa (Fig. 7.4) por el posible bloqueo o retraso de la
expresion del gen que codifica la enzima. Solamente cuando la concentracion disminuy6 a 1.5 mM
fue posible que los organismos de D. aldrichi consiguieran llegar a la 20E necesaria para avanzar
en su ciclo de vida (pupar) pero no fue suficiente para desarrollarse por completo y por tanto

murieron (Fig. 6.3, derecha, circulo rojo; Fig. 7.5).

96



= Sin NDMA
— Con NDMA

=)
n o]
e
o R e — o
<
A
= o0
i
g
il
I — o
- S L
S
m |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| b 1)
[-™ A
9 e
®RT
<
£
=5
on
............ T T T 7T 1 3
< ) (=]
8 § 8 8§ § &

(Sw/3d) eUOSIPIAIXOIPIH-(OT

Fig. 7.3 Modelo que explicaria la inhibicion del desarrollo de D. melanogaster a 5 mM de NDMA.
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Fig. 7.4 Modelo que explicaria el bloqueo en el desarrollo de D. aldrichi a5 mM de NDMA.
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Fig. 7.5 Modelo que explicaria la interrupcion en el desarrollo de D. aldrichi a 1.5 mM de NDMA. Notese
que la interrupcion en el mismo punto del ciclo de vida (pupa a adulto) ocurre a una concentracion menor
respecto a D. melanogaster.

Aunque la evidencia sugiere que la exposicion a NDMA interfiere con la expresion de
shade, no es suficiente para determinar si lo que ocurre es un silenciamiento transcripcional,
postranscripcional o un retraso. Por tanto, en futuros estudios podrian tomarse muestras expuestas
a 1.56 E-01 mM de diferentes edades para evaluar si la expresion del gen se atrasa o definitivamente
se apaga. El rango en el que pudo haber silenciamiento o apagado es amplio, por tanto habria que
tomar muestras en tiempos intermedios entre 115 y 146 h y otras después de las 146 h para

determinar si hay o no expresion.

Para finalizar, los efectos encontrados en Drosophila con este trabajo, por exposicion a un
disruptor hormonal de mamiferos, son similares a aquellos reportados en este ultimo grupo. Los
efectos en roedores, después de la exposicion a los disruptores endocrinos durante el desarrollo,
pueden comprender alteraciones en la genitalia (incluida la distancia ano-genital), desarrollo
inhibido (femenino) o retenido (masculino) del pezon, comportamiento sexual afectado, retraso o
aceleracion del inicio de la pubertad y fertilidad reducida (Gray et al., 1985, 1994, 1995; Gray &
Ostby, 1995; Kelce et al., 1995). Esto apoya la idea de que Drosophila puede ser un modelo

complementario a mamiferos para detectar la actividad de disruptores hormonales de mamiferos;
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asimismo, la evidencia inicial de una posible interrupcion de la expresion de Cyp314al por
exposicion a la NDMA, invita a seguir en la busqueda de otros biomarcadores que sean sensibles

a la presencia de dichos compuestos en la mosca.

8. CONCLUSIONES

e La aparente mayor sensibilidad de D. aldrichi a la NDMA que la de D. melanogaster
probablemente se debe a la diferencia en la capacidad para metabolizar xenobidticos y el tiempo
de exposicion al compuesto que conlleva a una diferencia en la cantidad de NDMA presente en los

organismos.

¢ La evidencia permite concluir que la exposicion a una concentracion letal de NDMA para
los organismos detiene, en distintos puntos, el ciclo de vida en Drosophila y el momento en el que
ocurre la interrupcion depende directamente de la concentracion del compuesto (cantidad
bioldégicamente activa), ya que con el incremento en la concentracion de NDMA la muerte de las

moscas ocurrié en un punto mas temprano de su ciclo.

e La NDMA afecta el tiempo de desarrollo tanto de D. melanogaster como de D. aldrichi.
En la primera especie se observé una tendencia a retrasar el desarrollo. En la segunda se evidencid
tanto aceleracién como retraso en el desarrollo, estando la aceleracidn probablemente relacionada
en mayor medida con la induccion de malformaciones en ambos sexos. Los efectos mencionados

se acentuaron con el incremento de la concentracion.

¢ El efecto de la NDMA aparece tanto en machos como en hembras, parece ser especifico
de la terminalia y afecta la capacidad reproductiva de estos organismos e incluso la de su
descendencia F1 y F2 no tratada, por lo que la NDMA es un disruptor hormonal con efectos multi

y transgeneracionales en Drosophila.

¢ Drosophila es un modelo que permite identificar satisfactoriamente in vivo la actividad del
disruptor endocrino de mamiferos NDMA. Por la exposicion a este compuesto se encontraron
respuestas en las moscas a través de los biomarcadores de fertilidad y cantidad de progenie
(asociados directamente con la capacidad reproductiva), malformaciones de la terminalia externa

(genitalia y analia) y rotaciones de la genitalia evidenciada en machos, ademas de una probable

99



interrupcion en la ruta de biosintesis de ecdisteroides de la mosca, siendo el gen shade uno de los
posibles blancos y, en consecuencia, el cambio en la expresién de este gen podria ser un
biomarcador util en la identificacién de sustancias con actividad de disruptores endocrinos. Al
existir, en la mosca, modificaciones de los niveles de los biomarcadores en respuesta a la accién
de un disruptor endocrino de mamiferos, ademas de estar estas alteraciones dentro de las esperadas
por la actividad de disruptores hormonales de mamiferos, se concluye que Drosophila puede ser
un modelo viable, confiable y complementario a mamiferos para la deteccion de quimicos
disruptores endocrinos de mamiferos. Para calibrar el modelo y estandarizar los biomarcadores en
Drosophila se requerird de trabajos con otros disruptores conocidos de mamiferos, informacion

que se espera validara los resultados recopilados con esta investigacion.
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