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Resumen

Movento® 240SC y Envidor® 240SC son una nueva clase de insecticidas comerciales derivados
de los &cidos tetronicos y tetramicos pertenecientes a la familia de plaguicidas cetoenoles. En el
presente estudio se analizo el dafio en el ADN, induccion de estrés oxidante y los mecanismos de
respuesta al dafio en el genoma ATM y ATR en el ovario de Drosophila melanogaster Oregon R
y mutantes (ATM®U{ ATR™-2%0  Chk19/Chk2'°%, Chk9"P y p539P%3) expuestas a concentraciones
de 11.2, 22.4 y 37.3 mg/L de Movento® 240SC y 12.3, 24.6, 41.1 mg/L de Envidor® 240SC
después de 72 h de exposicion via oral. El dafio en el genoma se evalué mediante el ensayo cometa
alcalino a través de la cuantificacion de tres parametros indicadores de dafio al ADN: la longitud
(LC), el momento (MC) y la intensidad de la cauda (IC) del cometa en 150 nucleos de células
ovaricas. Los resultados genotdxicos indican que ambos insecticidas son agentes genotéxicos en

el ovario de D. melanogaster evidenciado por el aumento significante de la: LC (24 — 48 um),
MC (2 — 5 %), IC (25 — 40 %) para Movento® 240SC y LC (40 — 95um), MC (3 — 6 %), IC
(12 — 2 %) para Envidor® 240SC, comparados con el grupo testigo (0.0 mg/L de insecticidas)

LC (20 um) MC (1 %), IC (7 %). El estrés oxidante se detectd indirectamente a través de la
cuantificacién de la actividad enzimatica de los antioxidantes citosolicos: catalasa (CAT),
superdxido dismutasa (SOD) y el marcador de peroxidacion de lipidos, malondialdehido (MDA).
Los datos indican que ambos insecticidas cetoenoles inducen estrés oxidante en el ovario de D.

melanogaster al incrementar significativamente la actividad enzimética de (CAT (0.16 — 0.20)
(0.13 — 0.15), SOD (0.40 — 0.69), (0.19 — 0.54 (U mg de proteina™) y (MDA (nmol mg de

proteina®) (0.32 — 0.78) (0.21 — 0.57), para Movento® y Envidor® 240SC, respectivamente con
relacion al grupo testigo (0.0 mg/L de insecticidas) CAT (0.05), SOD (0.15) (U mg de proteina™?)
y MDA (0.14) (nmol mg de proteina™?).

El analisis de las vias de respuesta al dafio en el ADN en el germario del ovario en las cepas
mutantes y silvestre de D. melanogaster Oregon R, muestran que Movento® 240SC acta como
agente genotdxico a través de la formacion de roturas de doble cadena del ADN (DSB) y que la
via de respuesta al dafio al ADN es mediada por las cinasas ATM®" / Chk19® y Chk2', Ademas
de producir muerte celular evidenciado por la ausencia de ndcleos celulares, asi como, reduccion
del tamario del germario en hembras mutantes Chk19™ y Chk2'°* comparado con los grupos testigos
(0.0 mg/L de plaguicida) y mismos grupos experimentales de la cepa silvestre (Oregon R).
Adicionalmente, se demuestra que los mecanismos de reparacion al ADN e induccion de muerte
celular no son dependientes de p53953. Con relacion al insecticida Envidor® 240SC, los resultados
confirman que es agente genotdxico a traves de dos mecanismos: induce roturas de cadena sencilla
del ADN que consecuentemente conllevan a la formacion de DSB, y que en este contexto se
activan ambas vias de respuesta al dafio al ADN, ATM®"Y/ Chk2'°ky ATR™-29D/ Chk19", De igual
manera, se evidencia que Envidor® 240SC produce alteraciones morfolégicas, reduccion del
tamano, inhibicién de la proliferacion y muerte celular en el germario con relacion a los grupos
testigos (0.0 mg/L de plaguicida) cepas mutantes y cepa silvestre (Oregon R). Finalmente, se
identifica que los mecanismos de reparacion de dafio al ADN son dependientes de p53%3, pero no
la induccion de muerte celular.

Paralelamente, se determina que la LDso para Movento® 240SC es de 79.1 mg/L y 78.0 mg/L para
Envidor® 240SC en Drosophila melanogaster Oregon R.



Abstract

Movento® 240SC and Envidor® 240SC are a new class of commercial insecticides derived from
tetronic and tetramic acids belonging to the keto-enol family of pesticides. In the present study,
DNA damage, oxidant stress induction and damage response mechanisms in the ATM and ATR
genome were analyzed in the ovary of Drosophila melanogaster Oregon R and mutants (ATM®",
ATR™"290 Chk19"/Chk2'°%, Chk9™ and p5395%), exposed to concentrations of 11.2, 22.4 and 37.3
mg/L of Movento® 240SC and 12.3, 24.6, 41.1 mg/L of Envidor® 240SC after 72 hours oral
exposure. Genome damage was evaluated using the alkaline comet assay through the
quantification of three parameters indicative of DNA damage: the tail length (TL), tail moment
(TM) and tail intensity (TI) at 150 ovarian cell nuclei. The results of DNA damage indicate that
both insecticides are genotoxic agents in the ovary of D. melanogaster evidenced by the significant
increase in: TL (24 — 48 um), TM (2 — 5 %), TI (25 — 40 %) for Movento® 240SC and TL (40
— 95um), TM (3 — 6 %), Tl (12 — 2%) for Envidor® 240SC, compared to the control group (0.0
mg/L of insecticides ) TL (20 um) TM (1 %), T1 (7 %). Oxidative stress was detected indirectly
through the quantification of the enzymatic activity of cytosolic antioxidants: catalase (CAT),
super oxide dismutase (SOD) and the lipid peroxidation marker, malondialdehyde (MDA). The
data indicate that both keto-enol insecticides induce oxidative stress in the ovary of D.

melanogaster by significantly increasing the enzymatic activity of (CAT (0.16 — 0.20) (0.13 —
0.15), SOD (0.40 v0.69), (0.19 — 0.54 (U mg of protein™) and (MDA (nmol mg of protein) (0.32

— 0.78) (0.21 — 0.57), for Movento® and Envidor® 240SC respectively, in relation to the control

group (0.0 mg/L of insecticides ) CAT (0.05), SOD (0.15) (U mg protein™t) and MDA (0.14) (nmol
mg protein).

The analysis of the response pathways to DNA damage in the ovary germarium in the mutant and
wild strains of D. melanogaster Oregon R, show that Movento® 240SC acts as a genotoxic agent
through the formation of double strand breaks of the DNA (DSB) and that the DNA damage
response pathway is mediated by ATM®Y/Chk19P and Chk2'°¢ kinases. In addition to producing
cell death evidenced by the absence of cell nuclei, as well as a reduction in the size of the
germarium in Chk19™ and Chk2'° mutant females compared to the control groups (0.0 mg/L of
pesticide) and wild strain (Oregon R). Additionally, we demonstrate that the mechanisms of DNA
repair and cell death induction are not dependent on p53%5%2, In relation to the insecticide Envidor®
240SC, the results confirm that it is a genotoxic agent through two mechanisms: it induces single-
strand DNA breaks that consequently lead to the formation of DSB, and that in this context both
response pathways to the DNA damage, ATM "/ Chk2'°k and ATR™-2%0/ Chk19™. Likewise, we
show that Envidor® 240SC induces morphological alterations, size reduction, inhibition of
proliferation and cell death in the germarium in relation to control groups (0.0 mg/L of pesticide)
and wild strain. (Oregon R). Finally, we identified that DNA damage repair mechanisms are
dependent on p539%3, but not the induction of cell death.

In parallel, we determined that the LD50 for Movento® 240SC is 79.1 mg/L and 78.0 mg/L for
Envidor® 240SC in Drosophila melanogaster Oregon R.



| INTRODUCCION

La superficie terrestre comprende 13 mil millones de hectareas, de las cuales 1.6 mil millones son
utilizadas para la produccion agricola (Dubois, 2011). En la actualidad, a causa demanda de
alimentos derivado del crecimiento de la poblacién, ha incrementado el uso de plaguicidas,
fertilizantes y fitosanitarios que incluye amplia variedad de sustancias quimicas en las zonas de
produccién (Popp et al., 2013; Delcour et al., 2015). Dicho incremento, ha desencadenado graves
repercusiones en la dindmica de los ecosistemas, debido a que muchos de estos compuestos
quimicos son persistentes en el ambiente y tienen una elevada capacidad para movilizarse de los
campos agricolas hacia la atmoésfera, el agua y el suelo (Popp, 2013; del Puerto Rodriguez et al.,
2014).

Estudios recientes han detectado residuos de ingredientes activos o metabolitos de plaguicidas en
suelo (Joseph et al., 2020), mantos acuiferos y agua superficial (Duttagupta et al., 2020; de Souza
et al., 2020), en polen (de Oliveira et al., 2016), en alimentos como la miel (Kasiotis et al., 2014;
Gawel et al., 2019), vino (Vitali et al., 2018; Dias et al., 2019), vegetales y frutas (Montiel-Ledn
et al., 2019; Al-Nasir et al., 2020; Gomes et al., 2020). Algunos plaguicidas tienen la capacidad
de bioacumularse en tejidos vegetales y animales (Buah-Kwofie et al., 2018a; Al-Nasir et al.,
2020), por lo que pueden ingresar a los organismos acumularse y biomagnificarse a travées de la
cadena tréfica representando riesgo a la salud de los seres humanos (Gupta y Gupta, 2020). Se han
cuantificado residuos de insecticidas organofosforados y piretroides en tejido adiposo de animales
domésticos como los bovinos, ovinos y caprinos (Meligy et al., 2019; Hamadamin y Hassan, 2020)
e identificado hasta 60 diferentes tipos de agroquimicos en huevos de gallinas destinados al
consumo humano (Song et al., 2019). En organismos no blanco como las abejas (Moreno-
Gonzélez et al., 2020), peces (Ernst et al., 2018), reptiles (Jauregui et al., 2018; Heffernan et al.,
2017), aves (Bouwman et al., 2019) y mamiferos (Tsygankov et al., 2015; Aznar-Alemany et al.,
2017). Ademas, la exposicion a plaguicidas se ha relacionado con alteraciones en la reproduccion,
el desarrollo y crecimiento de estos organismos ocasionando variaciones en los parametros

poblacionales (Soare et al., 2019).



En los seres humanos, las exposiciones crénicas a estos compuestos estan relacionadas con
infertilidad, malformaciones congeénitas y alteraciones al ADN que pueden estar implicados en el
desarrollo de diversos tipos de cancer (Sabarwal et al., 2018). A pesar de los efectos de los
plaguicidas en el ambiente y la salud de los seres humanos, a nivel mundial se liberan 4.6 millones
de toneladas al afio (FAO, 2018). Se estima que ocurren entre 1 y 5 millones de casos de
intoxicacion por plaguicidas y 20 000 muertes al afio. Las principales causas de estas
intoxicaciones son la utilizacion, el almacenamiento, la eliminacion de los plaguicidas en
condiciones inadecuadas y el consumo de alimentos contaminados (Gutiérrez-Sereno, 2013). En
paises en vias de desarrollo como México, se siguen utilizando plaguicidas elevadamente toxicos
que causan problemas a la salud, sin proveer al usuario de la informacion y el entrenamiento
necesarios para evitar el mal uso y los efectos adversos que estas sustancias producen en la salud

publica y al ambiente.

1.1 Plaguicidas

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) (FAO,
2019), define a los plaguicidas como: sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los
animales, las especies de plantas o animales indeseables que causan perjuicio o que interfieren de
cualquier otra forma en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion
de alimentos, productos agricolas, madera y articulos de madera, asi como en alimentos para
animales, o que pueden aplicarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas
en o sobre sus cuerpos. El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras
del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o
agentes para evitar la caida prematura de la fruta y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y

transporte.



1.1.1 Clasificacién de los insecticidas

Diversos autores clasifican a los insecticidas con base en su persistencia en el ambiente, toxicidad,
organismo blanco y la mas utilizada por su clase quimica, que incluye a los: organoclorados,

organofosforados, carbamatos, piretroides, neonicotinoides y cetoenoles (Tabla I) (Diaz y Aguilar,

2018).

Tabla I. Clasificacion de insecticidas segin su composicion quimica

Clase quimica

Mecanismo de accion

Ejemplos

Organoclorados

Modulan los canales de sodio interrumpiendo
la transmisién de impulsos nerviosos entre
celulas nerviosas.

Aldrin, endrin, lindano,
clordano, heptacloro.

Organofosforados Inhiben la accién de la acetilcolinesterasa, Malation, clorpirifos,
bloqueando la transmision de los impulsos metamidofos,
Nerviosos. metilparation.

Carbamatos Bloquean la accion de la acetilcolinesterasa, Aldicarb, carbaril,
interrumpiendo la transmision de los impulsos carbofuran, benomil.
Nerviosos.

Piretroides Regulan los canales de sodio interrumpiendo la Deltametrina,

transmisién de
células nerviosas.

impulsos nerviosos entre

cipermetrina, permetrina.

Neonicotinoides

Agonistas/Antagonistas de los receptores de
acetilcolina bloqueandolos e interrumpiendo la
transmision  del impulso entre células
nerviosas.

Imidacloprid, clotianidin.

Cetoenoles

Impiden la sintesis de lipidos por el bloqueo de
la actividad de la enzima acetil-coenzima A
carboxilasa (ACC).

Spirodiclofen,
spiromesifen,
spirotetramat.

Modificada de Denholm y Devine, 2009; Diaz y Aguilar, 2018; SADER y SENASICA, 2019.

1.2 Efectos toxicos de los plaguicidas en organismo no blanco

El uso de plaguicidas es una de las principales causas de disminucién de la biodiversidad (Briihl y
Zaller, 2019). Varios estudios han reportado los efectos toxicos de plaguicidas en organismos no

blanco.

A nivel reproductor, los insecticidas diazinén y malation reducen la viabilidad y maduracion de
ovocitos de ratonas (Bonilla et al., 2008). La administracién de metamidofos aminora el nimero

de fetos vivos y aumenta las reabsorciones tempranas (Farag et al., 2012). En ratas hembras los
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insecticidas dimetoato, clorpirifos y malatién decrementan el peso de las hembras prefiadas y de
las crias al nacer, incrementan el peso uterino, el grosor de epitelio de la superficie uterina, de la
glandula endometrial y del miometrio (Nishi y Hundal, 2013), de la frecuencia de contracciones
uterinas en todas las fases del ciclo estral (Das et al., 2017), la absorcion y letalidad embrionaria.
Ademas, producen cambios proliferativos (adenosis e hiperplasia atipica) en glandulas mamarias
(Omran y Omer, 2015; Ventura et al., 2016). Ozsoy et al., (2016) indican que el malatién provoca
congestion vascular, hemorragia, edema, infiltracion de células inflamatorias y degeneracion
folicular en ovarios de ratas.

En ratas machos la exposicion a los insecticidas: diclorvos, diazinon, clorpirifos y malation, causa
desprendimiento del epitelio germinal basal (Damodar et al., 2012) y acumulacién de
espermatozoides en la luz tubular (Adamkovicova et al., 2014), aumento en el porcentaje de
espermatozoides con gota citoplasmatica (Toman et al., 2016), reducen la viabilidad y motilidad
espermatica, el nimero de células germinales en los tubulos seminiferos (Jalili et al., 2019;
Salahshoor et al., 2020), la cantidad de espermatidas en la luz tubular y el grosor de la tinica

albuginea (Hassan et al., 2021).

En hembras de pez cebra (Danio rerio) el insecticida clorpirifos produce formacion de foliculos
atrésicos en el ovario (Manjunatha y Philip, 2016). Los insecticidas malation y diazinén inducen
degeneracion de las vesiculas germinales, aminoran la vitelogénesis y las tasas de fecundidad y
fertilidad en hembras del pez de la especie Oryzias latipes (Flynn et al., 2018). En caracoles de
agua dulce (Planorbella duryi) expuestos a metoxicloro también decrece las tasas de fertilidad y
fecundidad (Frankel et al., 2020).

de Morais et al. (2019) describen en abejas melipona (Melipona scutellaris) expuestas
ambientalmente al insecticida fipronil, letargo y paralisis. En la pulga de agua (Daphnia magna)
el neonicotinoide clotianidin afecta la velocidad de natacion (Bownik et al., 2019). En lombrices
de tierra (Eudrilus eugeniae) la mezcla de clorpirifos y cipermitrina provoca cambios en el

comportamiento como el enrollamiento y produccion de secreciones (Tiwari et al., 2019).

En ovocitos de porcinos cultivados in vitro el insecticida malation disminuye la tasa de
fertilizacion, el desarrollo, la formacion de morulas (Ducolomb et al., 2009), la viabilidad
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embrionaria (Salazar et al., 2007; Casas et al., 2010; Flores et al., 2017), la viabilidad de las células

de la granulosa e inducen alteraciones morfologicas (Wang et al., 2018b).

1.3 Efectos en sistemas reproductores en poblaciones humanas expuestas a plaguicidas

Los efectos de los plaguicidas en la salud humana se estudian principalmente en trabajadores
expuestos, asi como, en personas que residen cerca de campos agricolas. Se tiene documentado
que en estas poblaciones aumenta el riesgo de desarrollar enfermedades como asma, diabetes
mellitus, cancer, Parkinson, Alzheimer y desordenes reproductivos (Kim et al., 2017; Ye et al.,
2017). También, la exposicion a diversas clases de agroquimicos se ha asociado con alteraciones
en el sistema nervioso central, deterioro cognitivo, cambios en hormonas sexuales y tiroideas
(Recio et al., 2005; Lacasafia et al., 2010; Aguilar-Gardufio et al., 2013), distension pulmonar (Lee
et al., 2004; Beane et al., 2005), cancer de pulmén (Engel et al., 2005) y leucemia (Beane et al.,
2005).

En el sistema reproductor masculino de los seres humanos, los plaguicidas amidofos, clorpirifos,
diazinén, paration, dimetoato, mancozeb, metoxicloro, lindano, carbaril, carbendazim vy
carbofurano reducen el peso de los testiculos, inhiben la espermatogénesis, afectan la calidad de
semen, la motilidad, morfologia, densidad y viabilidad de espermatozoides, inducen dafio en al
ADN; ademéas de cambios en los niveles de testosterona, hormonas hipofisiarias como la:
foliculoestimulante (FSH)y luteinizante (LH), (Perry et al., 2011; Miranda-Contreras et al., 2013;
Mehrprour et al., 2014; Dziewirska et al., 2018). En mujeres, los plaguicidas acefato, adizinon y
malation se han asociado con efectos sobre la fertilidad, abortos espontaneos, muerte fetal, parto
prematuro, anormalidades en el desarrollo, bajo peso al nacer, trastornos ovaricos e interrupcion
de la funcién hormonal (Schettler et al., 2003). Padhi y Pati (2016), reportan residuos de
plaguicidas organoclorados en sangre, tejido adiposo y leche materna de mujeres agricolas en
India. Chang et al. (2018) informan que el riesgo de desarrollar cancer de mama en la edad adulta
incrementa con exposiciones repetidas a diclorodifeniltricloroetano (DDT) durante la nifiez. El uso
de glifosato aumenta la tasa de abortos espontaneos y de anormalidades congénitas en mujeres
trabajadoras de campos agricolas en Argentina (Avila-Vazquez et al., 2018). Brahmand et al.
(2019) reportan presencia de residuos de clorpirifos y sus metabolitos en leche materna, en orina
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de las madres y neonatos en lactancia del norte de Irdn. Anand y Taneja, (2020) describen que la
exposicion a DDT y el hexaciclohexano, reduce el de peso y circunferencia de la cabeza del recién

nacido en India.

1.4 Mecanismos moleculares de toxicidad de plaguicidas

1.4.1 Induccion de estrés oxidante

El estrés oxidante es un mecanismo mediante el cual inducen toxicidad diversos plaguicidas (Al-
Nasir et al., 2020). Es definido como la alteracion en el balance prooxidante —antioxidante a favor

de los primeros (Sies y Cadenas, 1985), dando lugar a posibles dafios a biomoléculas como:
carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Fig. 1) (Dal-Pizzol et al., 2001; Chiumiento
y Bruschi, 2009), induccién de apoptosis, necrosis y carcinogénesis (San-Miguel y Martin-Gil,
2009). Ademas, de estar relacionado en multiples patologias como: alteraciones del sistema
inmunoldgico (Kattoor et al., 2017; Kopa y Pawliczak, 2020), diabetes (Poblete-Aro et al., 2018;
Luc et al., 2019), cancer de mama (Pilco-Ferreto y Calaf, 2016; Mazzuferi et al., 2021), cancer
uterino (Scutiero et al., 2017), infertilidad (Bisht et al., 2017; Barati et al., 2020), entre otras.

Los plaguicidas pueden inducir estrés oxidante a través de mecanismos como: a) actdan por si
solos como especie reactiva; b) su o sus metabolitos son especies reactivas o generan ERO cuando
son biotransformados; c) estimulan la generacion enddgena de ERO por la alteracion del
funcionamiento de las cadenas de transporte de electrones del reticulo endoplasmico y la
mitocondria; d) entran en ciclos redox, o bien e) interfieren con la defensa antioxidante; por
ejemplo, al conjugarse con enzimas antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 2007; Lushchak et al.,
2018).
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Figura 1. Plaguicidas y las implicaciones del estrés oxidante en biomoléculas: ERO (especies reactivas de oxigeno),

O+~ (superoxido), OHe (hidroxilo), H2O2 (peréxido de hidrdgeno); antioxidantes, CAT (catalasa), SOD (superéxido
dismutasa), GSH (glutatién) (Gonzalez-Marin, 2023).

1.4.1.1 Induccién de estrés oxidante por plaguicidas en modelos animales

En organismos modelo se ha reportado induccion de estrés oxidante después de la exposicién a

diferentes tipos de plaguicidas.

Ratas expuestas a los insecticidas organofosforados diazindn y malation evidencian aumento en la
actividad de los antioxidantes endégenos SOD y CAT (John et al., 2001), carbonilacion de
proteinas (Fortunato et al., 2006), lipoperoxidacion (Alp et al., 2012), reduccion de la
concentracion de GSH, vitamina C, vitamina E (Oksay et al., 2013) y la capacidad antioxidante
total espermatica en testiculo (Karabag-Coban et al., 2016; Arab et al., 2018; Jalili et al., 2019).
El tratamiento con los insecticidas piretroides permetrina, cipermetrina y deltametrina en ratas
incrementa la produccion de ERO, inducen lipoperoxidacion en cerebro (Tiwari et al., 2010),
disminuyen la actividad enzimatica de SOD y CAT en plasma sanguineo (Fedeli et al., 2012;



Uchendu et al., 2018) en higado y rifion en los cuales, adicionalmente causan carbonilacion de
proteinas (Afolabi et al., 2019). Los herbicidas glifosfato y tebuconazol inducen decremento en el
contenido del GSH, lipoperoxidacion (El-Shenawy, 2019) y oxidacion de proteinas en higado de
ratas expuestas (Othmene et al., 2020).

En ratones la mezcla de los plaguicidas lindano, permetina y malation, incrementa la produccion
de ERO, la actividad de SOD y GSH en timocitos (Olgun y Misra, 2006). El insecticida carbaril
decrece la actividad de SOD, CAT y GPx y causa cambios en el potencial de membrana de células
neuronales (Muthaiah et al., 2013). En testiculo el malation reduce la actividad de SOD y CAT
(Selmi et al., 2018). Y lipoperoxidacion en linfocitos de ratones expuestos (Zhao et al., 2020). El
imidacloprid provoca estrés oxidante, correlacionado con cambios histoldgicos y reduccion del

tamano del higado, asi como deterioro de la funcion hepética de ratones macho (Yang et al., 2020).

En el pez Oreochromis niloticus la exposicion al insecticida clorpirifos decrece la actividad de los
antioxidantes GST (glutation transferasa), y SOD en testiculos (Oruc, 2010). Segun lo reportado
por Kubrak et al. (2012) en plasma sanguineo del pez dorado Carassius auratus el tratamiento con
el fungicida mancozeb incrementa la actividad de SOD, CAT y GST e induce lipoperoxidacion.
En agallas de peces de la especie Cnesterodon decemmaculatus la exposicion al herbicida 2,4-
diclorofenoxiacético acrecienta la actividad enzimatica de SOD y CAT (Atamaniuk et al., 2013).

En el pez Clarias batrachus el herbicida pendimetalina disminuye la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GST y GSH en agallas, higado, rifiones y cerebro (Tabassum et al.,
2015; Tabassum et al., 2016). En agallas de la carpa comun Cyprinus carpio el insecticida malation
estimula la produccion MDA, SOD, CAT Y GSSG, y decrece el contenido de GST (Mise et al.,
2017). El herbicida dicamba eleva la actividad de CAT vy el contenido de GSH, GST y provoca
lipoperoxidacion en plasma sanguineo del pez Cnesterodon decemmaculatus (Ossana et al., 2019).
En peces de la especie Channa punctatus el fungicida clorotalon reduce la actividad de SOD, CAT
y el contenido de GSH en sangre, higado y agallas (Ahmad y Ahmad, 2016). Mientras que el
herbicida pendimetalina aumenta la actividad de SOD y CAT y produce lipoperoxidacion en
higado (Gupta y Verma, 2020). En higado y agallas del pez Oncorhynchus mykiss el insecticida
fenilpirilazo, inhibe la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx, y aumenta los
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niveles de MDA (malonildialdehido), de la mieloperoxidasa (MPQ) y la actividad de Caspasa-3
(Ucar et al., 2020).

Estudios conducidos con pez cebra Danio rerio evidencian que el tratamiento con el insecticida
clorpirifos decrece el contenido de los antioxidantes GST (glutation transferasa), y aumenta la
actividad enziméatica de CAT en embriones (Jin et al., 2015). Mientras que el herbicida acetocloro
asciende la produccion de ERO y la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx (Jiang et al., 2015;
Zhang et al., 2020a). El fungicida clorotaldn reduce la actividad de las enzimas antioxidantes SOD,

GSH y CAT y produce lipoperoxidacion en higado de pez cebra (da Silva Barreto et al., 2020).

Un estudio conducido por Leomanni et al. (2015) concluye que el insecticida carbaril incrementa
laactividad de CAT, SOD y GPx, induce lipoperoxidacion y mitiga la capacidad total antioxidante
en glandulas digestivas del caracol Cantareus apertus. Los plaguicidas: clomazona, atrazina y
propoxur ascienden la produccién de ERO en musculos, branquias y hepatopancreas del crustaceo
de la especie Aegla aff longirostri (Cerezer et al., 2020).

En el nematodo Caenorhabditis elegans el herbicida glifosato eleva el contenido de GSH (Bailey
et al., 2016). Mientras que el insecticida carbaril desciende la actividad de SOD y acrecienta la
actividad de CAT y el contenido de GPx en todo el organismo (Han et al., 2017).

En Drosophila melanogaster la exposicién a mancozeb y acefato produce ERO, lipoperoxidacion,
aumenta la actividad de CAT vy el contenido de GSH y reduce la actividad de SOD (Saraiva et al.,
2018). En abejas los insecticidas flupiradifurona y sulfoxaflor aumentan la produccion de ERO e

inducen apoptosis (Chakrabarti et al., 2020).

1.4.2 Induccion de dafio en el ADN

Se ha demostrado que derivado de la exposicion a diversas clases de plaguicidas surgen diferentes
tipos de lesiones en el ADN, incluidas rompimientos de cadenas sencillas (SSB) y dobles (DBS)
en el ADN, enlaces cruzados, oxidacion de las bases nitrogenadas, asi como aberraciones
cromosomicas (Pifia-Guzman et al., 2006; Salazar-Arredondo et al., 2008; Nair et al., 2014). En
trabajadores agricolas expuestos a los insecticidas dimetiltiofosfato, dimetilditiofosfato vy

dietilfosfato presentan aneuploidias en el genoma espermatico. La aneuploidia mas frecuente es
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la falta de un cromosoma sexual o sexo nulo (0.19 %), seguida de XY18 (0.15 %) y XY18-18
(0.06 %) (Recio et al., 2008). Salazar-Arredondo et al. (2008), reportan que la exposicion al
insecticida clorpirifos induce dafio en el ADN vy alteraciones en la cromatina espermatica de
trabajadores agricolas expuestos. Un andlisis sobre el consumo de manzanas en nifios de la region
de Talca, Chile, evidencia dafio en el ADN por presencia de residuos de metabolitos
organofosforados (Sutris et al., 2016). Otro estudio detecta residuos de organofosforados,
organoclorados y piretroides en nifios de zonas rurales en Carolina del Norte, E.U.A, asi como,
incremento de dafio en el ADN de los foliculos pilosos analizados, adicionalmente, se correlaciona
la exposicion a estos insecticidas con el riesgo de desarrollar tumores y neoplasias hematologicas
(Arcury et al.,, 2016). En productores de soja la exposicion de mezclas de plaguicidas
organofosforados y carbamatos produce oxidacion e hipermetilacion del ADN (Benedetti et al.,
2013). Otro estudio realizado con nifios de zonas rurales de Paraguay expuestos a plaguicidas
organofosforados y carbamatos describe aumento en la induccion de dafio en el ADN (Leite et al.,
2019).

1.4.2.1 Induccidn de dafio en el ADN por plaguicidas en modelos animales

En ratas el insecticida diazin6n induce fragmentacion del ADN hemorragia, necrosis e infiltracion
linfoide en el higado (Ezzi et al., 2016). Mientras que la exposicion al herbicida tebuconazol

produce dafio al ADN en células de rifion del mismo modelo biolégico (Othmene et al., 2020).

En ratones, la exposicion al insecticida malation esté relacionada con alteraciones en la cromatina
de los espermatozoides (Pifia-Guzmén et al., 2006), incremento en la expresion de p53 en
espermatocitos en paquiteno (Penna-Videau et al., 2012) y con fragmentacion del ADN
espermatico (Selmi et al., 2015). Nair et al, (2014), reportan dafio al ADN en ovocitos de ratonas
expuestas a paratién. Uridstegui-Acosta et al. (2014), informan fragmentacién del ADN
espermatico, fosforilacion de proteinas en homogeneizado total de espermatozoides de ratones
expuestos al insecticida metamidofos.

Los tratamientos con cipermitrina, clorpirifos y glifosato, aumentan la frecuencia de micronucleos
y otras anormalidades nucleares en eritrocitos de sangre periférica de crias de caimanes Caiman
latirostris (Lopéz et al., 2016).
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El insecticida profenofos fragmenta el material genetico en higado de peces de agua dulce Labeo
rohita (Nataraj et al., 2017). En la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss el insecticida imadacloprid
promueve la formacion de 8-OHdG (8-hidroxi-2'-desoxiguanosina) en cerebro (Topal et al., 2017).

El insecticida monocrotofds causa en musculos y branquias del bivalvo Lamellidens marginalie
dafio primario en el ADN e incremento en la frecuencia de micronucleos (Mundhe et al., 2016).
En lombrices de tierra Eisenia fetida la exposicion fungicida piraclostrobina produce

fragmentacion del ADN en todo el organismo (Ma et al., 2019).

En plantas de la especie Tradescantia pallida el tratamiento con tiametoxam, acetamiprid,
imidacloprid y fipronil, asciende la frecuencia de micronucleos (de Morais et al., 2019).

Estudios conducidos en células de la granulosa porcina demuestran que el insecticida malation
causa fragmentacién del ADN, y sobreexpresion de genes asociados con reparacion del genoma:
nd2, nd4, citb, atm, atr, rad3, rad 51, mrell, brcal chek, prkdc, tp53bpl y xrcc6 (Wang et al.,
2018b) y el organofosforado diazindn provoca formacion de micronucleos en el mismo tipo celular
(Wang et al., 2019).

1.5 Estrés oxidante

El estrés oxidante es definido como la alteracion en el balance prooxidante — antioxidante a favor

de los primeros, dando lugar a posibles dafios a biomoléculas (Sies y Cadenas, 1985; Miller, 1998;
Sies, 2007). Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y las especies reactivas de nitrogeno
(ERN), son los principales radicales que provocan oxidacion de macromoléculas bioldgicas como
los acidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos (Dal-Pizzol et al., 2001; Chiumiento y
Bruschi, 2009).
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1.5.1 Radicales libres

Los radicales libres (RL) son especies quimicas, moléculas o atomos, capaces de existir
independientemente, con uno o mas electrones desapareados en su ultima capa u orbital electronico
(Halliwell et al., 1992; Cheeseman y Slater, 1993). La existencia del electron desapareado es lo
que le confiere su reactividad con gran cantidad de moléculas biolodgicas, ya que tiende
rapidamente a ganar o ceder un electron para conseguir asi una conformacion estable, lo que hace
que su vida media sea muy corta. En los seres vivos, los RL se estdn formando continuamente,
siendo los mas abundantes y reactivos los centrados en el oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1999).
Dichos RL se agrupan dentro del término genérico de ERO, haciéndose referencia con este
término, a un conjunto de moléculas que incluyen no sélo a los radicales de oxigeno propiamente
dichos, entre los que se encuentran los radicales anion superéxido (*O»-) y el radical hidroxilo
(*OH), sino también a algunas moléculas, no radicales, derivadas del oxigeno e involucradas
directamente en la produccion de radicales del oxigeno, como: el perdoxido de hidrogeno (H20.),
el oxigeno singlete ('0.) y el acido hipocloroso (HCIO) (Tabla II). También se tiene otra clase
de RL que derivan del nitrégeno especies reactivas de nitrogeno (ERN) (Ballester, 1996; Casado

et al., 1996)

Tabla II. Especies reactivas de oxigeno (ERO) (Bast et al., 1991; Kandaswami et al., 1994).

Especies reactivas de oxigeno (ERQO)
Radicales No Radicales
Superéxido (0z2-) Peroxido de hidrogeno
(H,0,)
Hidroxilo (OH*) Acido hipocloroso (HOCI)
Especies reactivas de oxigeno peqxilo (RO,*) Acido hipobromoso (HOBr)
(ERO) Alcoxilo (RO) Ozono (03)
Hidroperoxilo (HO2*) Oxigeno singlete (102)
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1.5.2 Especies reactivas del oxigeno (ERO)

a) Oxigeno singlete

El '02 no es un radical, sin embargo, es considerado como una ERO capaz de reaccionar
directamente con biomoléculas que contienen dobles enlaces conjugados como 4acidos

grasos generando endoperoxidos (Halliwell y Chirico, 1993).

b) Radical ani6n superéxido

El +O,, procede de la reduccion univalente del oxigeno molecular (O2) (Fig. 2) (Ramon,
1993). Esta reaccion puede ocurrir en casi todas las células, los principales organelos donde
se genera esta especie son: las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico, los lisosomas,
peroxisomas, la membrana nuclear y plasmatica y en el citoplasma. Sin embargo, la
principal fuente de radicales (*O-") es la cadena de transporte de electrones en la mitocondria
(aproximadamente entre 5 y 10 %) (Richter y Schlegel, 1993). Adicionalmente, es
producido por enzimas como: la NADPH oxidasa, xantina oxidasa (XO), 6xido nitrico
sintasa (NOS), lipooxigenasa (LOX) y ciclooxigenasa (COX) (Fridovich, 1995; 1999). El
radical anion superoxido es la base conjugada de un acido débil el radical hidroperoxido
(HOO*) con pKa de 4.88 (Aikens y Dix, 1991). En las proximidades de la membrana, donde
se produce este radical, el pH es mas bajo que en el citoplasma, por lo que predominara la
forma acida. Debido a su caracter no i6nico puede introducirse en la membrana celular y
desencadenar procesos de peroxidacion lipidica (Bielski ef al., 1983; Aikens y Dix, 1991).
El radical hidroperdxido es mucho mas reactivo, mas oxidante que el radical anion
superoxido, pero en disolucion acuosa a pH fisiologico predomina la forma no protonada,
es decir, el anion superoxido. El radical anion superdéxido es mdas reactivo en medio
hidrofobico que en disolucion acuosa, ya que en esta tltima se dismuta de forma espontanea
(Rabani y Nielsen, 1969), también puede ser catalizada por la enzima superdxido dismutasa

(SOD) (Fridovich, 1995; 1999), generando perdxido de hidrogeno (Wazawa et al., 1992).
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02 i'Oz' i H202 ;"OH i Hzo

Oxigeno Anién superoéxido Peréxido de Hidrégeno Radical hidroxilo Agua

Figura 2. Reduccion univalente del oxigeno (Modificada de Ramon, 1993).

¢) Peroxido de hidrogeno

El H,0, también puede formarse por la reduccion divalente del oxigeno molecular sin la
formacion del radical anidon superoxido mediante las oxidasas de los peroxisomas, enzimas
que actuan como catalizadoras de la reaccion. Los niveles de concentracion de peroxido de
hidrogeno en las células suelen ser 1000 veces mayores que los del radical anion superoxido
(Sies et al., 2017). El peroxido de hidrogeno puede actuar como oxidante o como reductor
y es poco reactivo en disolucion acuosa. Sin embargo, en exceso resulta muy nocivo para la
célula, ya que puede atravesar las membranas bioldgicas e inducir la formacion del radical
hidroxilo en puntos alejados de su lugar de origen (Sies et al, 2017). El radical anion
superdxido y peroxido de hidrégeno pueden dan lugar al radical hidroxilo, si en el medio de
reaccion existen trazas de metales de transicion como el hierro (Fe) o el cobre (Cu) que
actiian como catalizadores aumentando la velocidad de las reacciones hasta 10.000 veces a
pH neutro, ya que en disolucion acuosa la constante de equilibrio es muy baja (Elstner,

1991).

d) Radical hidroxilo

El *OH es la molécula mas reactiva capaz de reaccionar con diferentes biomoléculas, lo que
causa disfuncion celular. En los organismos vivos la principal fuente de produccién parece
ser la descomposicion del H2O; en presencia de metales de transicion, principalmente el
hierro y cobre. A través de la reaccion de Haber-Weiss se pueden generar radicales *OH a
partir de H202 y aniones superoxido, en presencia de los cationes Fe (III), generados en la

reaccion de Fenton (Fig. 3) (Halliwell et al., 1992; Casado et al., 1996).
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Fe2* + 02 —— Fe¥ +0;

Figura 3. Reacciones de Fenton y de Haber-Weiss (Modificada de Halliwell et al., 1992).

El radical hidroxilo estd implicado en las reacciones del proceso de peroxidacion lipidica
con los &cidos grasos no saturados (RH), generando radicales alquilo (R¢), radicales peroxilo
(ROQ¢) e hidroperoxidos (ROOH). Los radicales *OH pueden iniciar la lipoperoxidacion al
abstraer un atomo de H de un grupo metileno (-CH2-) de un 4acido graso poliinsaturado

(Casado et al., 1996).

e) Radicales peroxilo y alcoxilo

Los radicales ROO* y RO- se forman cuando el radical *OH reacciona con compuestos
orgdnicos y también por la descomposicion de peroxidos orgdnicos o hidroperoxidos
(ROOH), reaccion catalizada por metales de transicion. Son capaces de abstraer un atomo
de H" de otras moléculas e iniciar reacciones de gran importancia bioldgica como la

lipoperoxidacion (Halliwell y Chirico, 1993).

f) Acido hipocloroso

El acido hipocloroso (CIOH) al igual que el HO2 y el 'Oz no se puede considerar un RL en
si, pero se incluye dentro del término ERO, por su capacidad para oxidar importantes

biomoléculas, asi como interaccionar y producir otros RL (Cusimano et al., 1984).
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1.5.3 Especies reactivas de nitrogeno (ERN)

Las especies reactivas de nitrogeno (ERN) incluyen especies derivadas de nitrogeno. Entre
las ERN se encuentran los radicales de 6xido nitrico (NOe¢), diéxido de nitrogeno (NOe) y
peroxinitrito (ONOOQO-), entre otros (Tabla III). El NOe- es capaz de reaccionar con especies
como el radical *O»- para formar ONOO- de gran importancia debido a su capacidad para
modificar biomoléculas como proteinas (Richter y Schlegel, 1993; Halliwell y Gutteridge,
1999).

Tabla III. Especies reactivas de nitrégeno (ERN).

Especies reactivas de nitrégeno (ERN)
Oxido nitrico (NO») Acido nitroso (HNO»)
Diéxido de nitrogeno (NO2)  Catién nitrosilo (NO™)

ERN Anién nitroxilo (NO-)
Peroxonitrito (ONOO-)

Acidoperoxinitroso
(ONOOH)
Alquilperoxinitrito
(ROONO)

(Bast et al., 1991; Kandaswami et al., 1994).

1.5.4 Fuentes de produccion de radicales libres

Los RL se producen fisioldgicamente en pequeias cantidades y cuando se generan niveles
elevados, el origen puede ser exdgeno o enddgeno. Las principales fuentes de creacion de
RL exogenas son factores ambientales, compuestos de naturaleza prooxidante en la dieta y
contaminantes quimicos como metales pesados y plaguicidas, también se pueden generar
por el efecto de radiaciones electromagnéticas o ionizantes y en el metabolismo de farmacos
(Ryrfeldt et al., 1993; Abdollahi ef al, 2004; Jabtonska-Trypu¢ et al., 2017; de Souza
Espindola Santos et al., 2021). Uno de los principales mecanismos moleculares de

produccion endogena de RL es la cadena de transporte de electrones (CTE), ya que la

mitocondria constituye la principal fuente de RL. Entre el 90 — 95 % del O» capturado por

18



un organismo es metabolizado en la mitocondria a HoO mediante reduccion tetravalente, sin
formacion de intermediarios toxicos; sin embargo, entre el 5 —10 % del O> consumido tiene

reduccién monovalente por electrones provenientes de la CTE, dando lugar a la formacion

de radicales O»*- (Lezza et al., 1994).

Las mitocondrias, presentes en todas las células aerobias, son la fuente bioldgica mas
importante de anién superoxido, producido principalmente por dos componentes de la
cadena respiratoria mitocondrial, la ubisemiquinona y la flavin semiquinona de la NADH
deshidrogenasa (Lezza et al., 1994). El radical anién superoxido no es capaz de atravesar
la membrana interna por lo que se encuentra confinado en la matriz donde reacciona
rapidamente con la enzima superoxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD) y con el 6xido
nitrico dando lugar al peréxido de hidrégeno y peroxinitrito, respectivamente (Lezza et al.,

1994; Kozlov et al., 2007).

En la membrana celular se generan radicales *O2-, H20,, 102 y HCIO mediante la accién de
las enzimas NAD(P)H oxidasa, mieloperoxidasa y xantina oxidasa. Ademas, otras enzimas
como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa también generan ERO durante la sintesis de
leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas (Wolin, 2000; Genestra, 2007). En el reticulo
endoplasmatico también se producen radicales anidon superoxido y peroxido de hidréogeno
por la autooxidacion de la flavoproteina NADPH citocromo P-450 reductasa y el citocromo
P-450. Asimismo, las monooxigenasas de funciéon mixta, proporcionan otra fuente
importante de anion superdxido (Kozlov ef al., 2007). En el citoplasma se encuentran
enzimas como la xantina oxidasa y la aldehido-deshidrogenasa que durante sus ciclos
cataliticos generan ERO como subproductos y pequeiias moléculas solubles, como
catecolaminas, flavinas y tioles, que mediante procesos de autooxidacion que reducen el

oxigeno (Greene y Paller, 1992).
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1.5.5 Funciones fisiologicas de las especies reactivas de oxigeno

Las ERO cumplen importantes funciones celulares, de hecho, se estan produciendo
continuamente en el organismo y muchas de ellas son necesarias para llevar a cabo varios
procesos bioldgicos (Hancock et al., 2001; Valko et al., 2007). Llevan a cabo funciones
defensivas, como la actividad fagocitica, el ataque a virus, bacterias y células anomalas
(Donko et al., 2005). Asimismo, actian como vasodilatadores en la circulacion cerebral
(Terashvili et al., 2006). También regulan diversas actividades enzimaticas, participan en
sistemas de transduccion de sefiales y pueden actuar como segundos mensajeros (Nose,
2000; Droge, 2002; de Lamirande y O'Flaherty, 2008; Galaris y Pantopoulos, 2008).
Ademas, intervienen tanto en la diferenciacion celular como en los procesos apoptdticos

(Droge, 2007; Chen et al., 2008).

1.5.6 Defensa antioxidante

Aunque las ERO son utilizadas en numerosos procesos celulares, su exceso puede causar
dafio de biomoléculas lo que podria desencadenar apoptosis. Debido a esto la mayor parte
de ERO generados por el organismo son eliminados mediante mecanismos de defensa
antioxidante enzimatica y no enzimatica presentes en todas las células (Tabla IV). Los
antioxidantes se pueden definir como sustancias que abajas concentraciones respecto al
sustrato oxidable retrasa o previene su oxidacion (Fridovich, 1999). Como sustrato oxidable
se pueden considerar casi todas las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en
las células, tales como proteinas, lipidos, carbohidratos y DNA (Halliwell y Whiteman,
2004). Los antioxidantes al interaccionar con una ERO le ceden un electrén oxiddndose a
su vez y transformandose luego en un radical libre débil no tdxico. Su accion la ejercen en
la membrana plasmaética, citosol, nticleo o liquido extracelular, tanto en medios hidrofilicos
como hidrofobicos. Alterando su propia integridad molecular evitando afectaciones de
moléculas funcionalmente vitales. Los antioxidantes exdgenos actian como moléculas
suicidas, por lo que su reposicion es continua (Fridovich, 1999; Halliwell y Gutteridge,

1999; Gutteridge y Halliwell, 2000).
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Tabla IV. Defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica (Gutteridge y Halliwell,

2000).

Antioxidantes enzimaticos
(captadores):

Superoxido dismutasa (SOD)

Reaccidon Enzimatica

20,*+2H"  H,0,+0,
Glutation peroxidasa (GPx) 2GSH+H,0, GSSG+H,0
2GSH+ROOH GSSG+ROH+H,0
Catalasa (CAT) 2H,0, 0,+2H.,0
Antioxidantes no enzimaticos Glutatién Cofactores
(captadores): Vitamina E Cobre
Vitamina C Zinc
Coenzima Q Manganeso
Carotenoides Hierro
Flavonoides Selenio
Fitoestrogenos

Transferrina
Ferritina
Ceruloplasmina
Albumina
Bilirrubina
Metalotioneina
Acido Urico

Preventivos:

1.5.6.1 Sistema antioxidante enzimatico

El sistema antioxidante enzimatico es un mecanismo de defensa que incluye a las enzimas:
SOD, CAT, GPx, Trx y GR. Su funcion principal es la dismutacion del radical «O2- en H20;
y evitar su acumulacion al transformarlo en agua y oxigeno molecular, consumiendo
glutatién (GSH) y NADPH™ (Miao y St Clair, 2009).

a) Superdxido dismutasa

La enzima SOD pertenece a una familia de metaloenzimas conocida por acelerar la
dismutacion espontanea del radical «O2- hacia H.O2 y O, aumentando la velocidad 109
veces (Casado et al., 1996). Sin embargo, también puede actuar como una peroxidasa, capaz
de utilizar el H2O2 como reductor para formar el radical +O>- (Miao y St Clair, 2009). La
familia de SODs se encuentran ampliamente distribuidas en los organismos aerdbicos, en

mamiferos existen tres grandes familias separadas con base a los metales que contieneny a
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su localizacion en la célula. Dos son intracelulares, la superdxido dismutasa de cobre y zinc
(Cu/zZn-SOD) y la que funciona con manganeso (Mn-SOD), y una extracelular (Ec-SOD)
(Fridovich, 1995).

La SOD-Cu/Zn (SOD1), presenta un peso molecular de 32.000 Dalton, esta constituida por
dos subunidades idénticas, cada una contiene un atomo de Cu y otro de Zn. De estos dos
metales, el Cu es el que presenta actividad catalitica, localizandose en el sitio activo de la
enzima, mientras que el Zn desempefia una funcion basicamente estructural. Esta familia se
localiza principalmente en el citosol de la célula (Miao y St Clair, 2009). La SOD-Mn
(SOD2), de peso molecular de 80.000 Dalton, esta constituida por cuatro subunidades
idénticas, con un &tomo de Mn por unidad, localizada en la mitocondria (Fridovich, 1995).
La SOD-Ec (SOD3), fue descubierta en 1982 por Stefan Marklund en tejido pulmonar,
tratandose de un tetramero de 135.000 Dalton, contiene un atomo de Cu por subunidad,

ademas es menos activa que las intracelulares (Wang et al., 2018a).

Independientemente de su localizacién celular la familia de SODs tienen una importante
funcion en el control de los niveles del radical «O--, siendo la primera defensa que dismuta
estos radicales (Fridovich, 1995). Al generar H,O> en presencia de hierro libre puede
presentar accion pro-oxidante, complementada su accion con sistemas que eliminen el H2Op,
como lo es la CAT y GSH (de Cavanagh et al., 1995).

b) Catalasa

La CAT es una enzima antioxidante que se localiza en todas las células eucariotas (Glorieux
y Calderon, 2017). Es una enzima intracelular ferriporfirinica, constituida por 4
subunidades, cada una con un grupo hemo en su centro activo. Se encuentra principalmente
en peroxisomas, y en menor proporcién en las mitocondrias y el citosol (Eriksson et al.,
1992). La funcién de la catalasa es doble, al tener actividad catalitica y peroxidante (Aebi,
1984). Dentro de los perdxidos eliminados se encuentra el H2O> y los hidroperdxidos alquilo
(metanol, etanol, acido formico y fenoles), con reactividad inversa a la longitud de la cadena.

Se ha observado que la descomposicion de H202 es muy répida, mientras que las peroxidasas
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son realmente lentas (Aebi, 1984). La catalasa presenta baja afinidad por el H.O2 y necesita
altas concentraciones de éste para poder trabajar rapido (Roberfroid, 1995), aunque se ha
observado répida inactivacion de la actividad catalasa a concentraciones superiores a 0,1M
de H202 (Aebi, 1984), igualmente se ha observado la inactivacion de la catalasa por el
radical O2¢- (McCord, 1989; Glorieux y Calderon, 2017).

c) Glutation peroxidasa

La GPx estd formada por cuatro subunidades idénticas y cada una de ellas contiene un
residuo de selenio-cisteina que es esencial para su actividad enzimética. Cataliza la
reduccion de diferentes hidroperoxidos (ROOH y H20) utilizando glutation reducido
(GSH) y dando lugar a la formacion de glutation disulfuro oxidado (GSSG) y un producto
de reduccion (Mannervik, 1985; Aniya y Naito, 1993; Stone et al., 2022).

En los eucariotas se encuentran dos grandes grupos, la glutation peroxidasa selenio
dependiente y la selenio independiente (Mannervik, 1985). Las selenio dependientes son
tetraméricas, conteniendo selenio en forma de enlaces covalentes seleniocisteina en su
centro activo. Ambas se localizan principalmente en el citosol y en menor medida en la
matriz y en el espacio de la membranas externa e interna de la mitocondria. (Mannervik,
1985; Benzi y Moretti, 1995). En mamiferos existen cuatro formas de GPx: GPx-C o forma
celular que es ubicua, con mayor afinidad por el H2O2 que por hidroperoxidos; GPx—P o
forma extracelular, con afinidad semejante por ambos sustratos; GPx-GI o gastrointestinal
y GPx-PH, que presenta afinidad especifica para los hidroperdxidos. (Mannervik, 1985;
Aniya y Naito, 1993; Stone et al., 2022).

d) Glutatién reductasa
Se trata de una flavoproteina encargada de catalizar la reduccién del glutation disulfuro

oxidado (GSSG) dependiente del NADPH*H", hacia glutation reducido (GSH), necesitando
una coenzima de dinucledétido de flavina-adenina (FAD) (Couto et al., 2016).
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1.5.6.2 Sistema antioxidante no enzimatico

Los antioxidantes no enzimaticos son esenciales ya que pueden prevenir la lipoperoxidacion o
participar en reacciones enzimaticas antioxidantes debido a que muchos actian como cofactores
de enzimas (Krinsky, 1992). EI GSH es un tripéptido compuesto por cisteina, glicina y glutamato,
sintetizado en dos pasos por la glutamato cisteina ligasa y la glutation sintetasa, consumiendo una
molécula de ATP en cada paso (Dalton et al., 2004). El GSH se obtiene de la dieta y se encuentra
practicamente en todas las células, el principal antioxidante intracelular. EI GSH puede reaccionar
directamente con los RL, sin necesidad de intervencion enzimatica (Markovic et al., 2010). Las
vitaminas C y E interaccionan directamente con los RL y con los radicales lipidicos, haciendo de
estos compuestos excelentes antioxidantes hidrosolubles (Buettner y Jurkiewicz, 1996; Buettner y
Schafer, 2000; Du et al., 2012). La coenzima Q transporta electrones en la CTE, pero ademas
inhibe la LPx y mantiene el almacén de vitamina E, aunque es capaz de producir radicales *O.-
(Stadtman, 1991; Mukai et al., 1993). Los carotenoides como el B-caroteno reaccionan con el
radical peroxilo, radicales *OH y <O»-, y otras especies reactivas. Los elementos trazas (Cu, Zn,
Mn, Fe, Se) estan presentes en las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx, por tanto, la regulacion
de estas enzimas antioxidantes no es Unicamente funcion de los niveles de estrés oxidante, sino

también de la disponibilidad de estos elementos (Harris, 1992; Handelman, 2001).

1.5.7 Dafio oxidante a moléculas bioldgicas

La acumulacién de ERO en el organismo puede provocar dafios en la estructura y funcion
celular mediante la oxidacion de lipidos, proteinas y ADN (Finkel, 2003; Cui et al., 2004).
Las ERO también reaccionan con otras moléculas, tanto radicales como no radicales, esto
justifica su amplia funcion en diferentes procesos fisiolégicos y patoldgicos. Los ERO
pueden dafar la mayor parte de moléculas bioldgicas, causando dafio oxidante celular y
dando lugar a nuevas especies reactivas capaces de continuar la accién oxidante (Droge y
Schipper, 2007).
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1.5.7.1 Dafo oxidante a carbohidratos o azUcares

Algunas ERO también provocan la disminucion del contenido de ATP intracelular alterando
la via glucolitica y mitocondrica (Oettl et al., 2008). Los monosacaridos, en condiciones
fisioldgicas se autooxidan y forman cetoaldehidos e intermediarios oxidantes como el
radical «O»-. Estos productos son extremadamente reactivos y capaces de alterar la estructura
espacial de proteinas, lipidos y ADN (aparicion de puentes, entrecruzamientos,

acortamientos, cambios conformacionales, etc. (Olechnowicz et al., 2018).
1.5.7.2 Dafio oxidante a lipidos

En los lipidos se produce el mayor dafio oxidante en un proceso que se conoce Como
lipoperoxidacion (LPx) desencadenado por el Oy, 'O, H,0; y *OH, afectando a las
estructuras de acidos grasos poliinsaturados como las membranas celulares (Halliwell y
Chirico, 1993). La LPx es un proceso continuo Yy fisioldgico que en condiciones normales
actia como un renovador de membranas bioldgicas, aunque su excesiva activacion esta
relacionada con la patogénesis de numerosas enfermedades y procesos patolégicos como
diabetes (Kostolanska et al., 2009; Bhattacharya et al., 2017) o fibrosis pulmonar (Selek et
al., 2008; Patel et al., 2009).

Los productos finales del proceso de LPx son aldehidos, gases hidrocarbonados y varios
residuos quimicos, como los n-alcanales, 2-alquenales, entre otros, incluyendo dentro de
estos productos el malondialdehido (MDA\) y los 4-hidroxialquenales (Frei, 1994). EI MDA,
formado en las Ultimas etapas de la ruptura de endoperdxidos durante la reestructuracion
intramolecular de los acidos grasos, puede ser metabolizado a nivel celular, por ejemplo,
por la aldehido deshidrogenasa hepatica para posteriormente ser excretado (Halliwell y
Gutteridge, 1999). En la lipoperoxidacién se producen los 4-hidroxialquenales y en
particular el 4-HNE (4-hidroxinonenal) que es muy reactivo. EI 4-HNE es un producto de
la oxidacion del acido araquidénico (Esterbauer et al., 1991). Muchos de los aldehidos
formados reaccionan rapidamente con los componentes celulares, causando alteraciones
estructurales y funcionales al reaccionar con proteinas y el ADN. Los perdxidos de
hidrégeno como el MDA y 4HNE pueden afectar las vias de sefialamiento de la respuesta

inmune e inflamacién. Los perdxidos de lipidos pueden reaccionar con aminoacidos de
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proteinas, con las bases guanina y adenina del ADN, formando aductos y enlaces cruzados

implicados en varias patologias (Del Rio et al., 2005).

1.5.7.3 Dafio oxidante a proteinas

Todos los aminodcidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de ser
atacados por los RL, principalmente por el radical *OH. La oxidacion de proteinas puede ser
clasificada en reversible o irreversible (Stadtman, 1992). La oxidacion reversible constituye,
en ocasiones, una forma de activar o desactivar proteinas que tienen funcion en la regulacion
redox, en la constitucion de puentes disulfuro entre grupos tioles de cisteinas cercanas dentro
de la conformacion tridimensional de una proteina (Kapaki et al., 2007). Otras formas de
oxidacion reversible son la glutationilacion y la S-nitrosilacion. La oxidacion irreversible de
proteinas se da por medio de cuatro mecanismos: a) la carbonilacion, b) la ruptura de enlaces

peptidicos, c) la nitracion y d) la formacion de enlaces proteina-proteina (Tabla V).

Estas oxidaciones son ocasionadas por reaccion de proteinas con ERO, algunos de los cuales
son radicales libres generados por radiacion ionizante y por oxidacion catalizada por un
metal. El sistema de oxidacion catalizada por metales es el mecanismo mas importante en
la modificacion oxidante de las proteinas (Hauck et al., 2019; Choromanska et al., 2021).
En las células muchas proteinas intracelulares son degradadas por el complejo proteinasa
multicatalitico o proteosoma. Se ha encontrado evidencia de que la oxidacién proteica
aumenta la ubiquitinacion (el proceso de “etiquetado” para procesos proteoliticos en
eucariontes) y esto a su vez, la prote6lisis. Sin embargo, este mecanismo parece estar
limitado a ciertos niveles de oxidacién, debido a que el dafio oxidativo severo causa

disminucion en la capacidad proteolitica de la célula (Diaz-Acosta et al., 2006).
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Tabla V. Posibles consecuencias del estrés oxidante en la funcion proteica (Stadtman, 1992).

Modificacién por oxidacién Tipo Efecto

Carbonilacién Irreversible | Degradacion o agregacion de proteinas.

Nitracion Irreversible | Degradacion o agregacion de proteinas.

Formacion de enlaces proteina- Irreversible | Degradacion o agregacion de proteinas.

proteina

Ruptura de enlaces peptidicos Irreversible | Degradacion o agregacion de proteinas.

Glutationilacion Reversible | Proteccion de cisteinas o regulacion de funcion
proteica.

S-nitrosilacion Reversible | Proteccion de cisteinas o regulacion de funcion
proteica.

1.5.7.4 Dafno oxidante en el ADN

El dafio al ADN es cualquier modificacion de su estructura que altera sus propiedades de
codificacion y/o interfiera con el metabolismo celular, como la replicacién o la transcripcién
(Sekelsky, 2017). Las ERO afectan al ADN de distinta manera; el *O2- y el H.O> a niveles
fisiologicamente relevantes no reaccionan facilmente con el ADN, sin embargo, pueden
hacerlo con otras moléculas y producir ERO como los radicales *OH, que reaccionan con el
ADN o cualquier otra macromolécula (Halliwell y Gutteridge, 2007). Las alteraciones del
ADN, como consecuencia de la interaccion con los ERO son importantes, debido a que
puede producir mayor nimero de mutaciones, entrecruzamientos, roturas espontaneas en las
cromatidas y pérdida de fragmentos cromosémicos, llegandose incluso a la pérdida total de

cromosomas (Meissner, 2007).

Dentro de las alteraciones mas frecuentes en las bases puricas, destaca la formacion de la
80HdG, con un alto efecto mutagénico. Respecto a las bases pirimidinicas, se encuentran
los glicoles de timina (T) y citosina (C), ademas de los hidratos de pirimidina, los cuales
dan lugar a fragmentacion (Sies y Cadenas, 1985). EI ADN mitocondrial presenta una mayor
tasa de mutacion por modificaciones oxidantes de sus bases que son responsables del mal
funcionamiento de los complejos de la cadena de transporte de electrones, principal fuente
de ERO mitocondriales, incrementando su produccion (Fukui y Moraes, 2009). La 80OHdG
es 16 veces superior a la encontrada en el ADN nuclear, esto podria traducirse en una

disfuncion mitocondrica dando lugar al desarrollo del fenotipo caracteristico de la
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senescencia celular (Pérez et al., 2008).
1.6 Mecanismos de respuesta al dafio en el ADN

De manera general, a los procesos encargados de resguardar la integridad del genoma se les
denomina mecanismos de repuesta de dafio al ADN, por sus siglas en inglées DNA damage
response (DDR). Que se agrupan en aquellos que actian cuando existe dafio en una sola cadena
SSB y aquellos que participan cuando se dafian ambas cadenas DSB del ADN, que son eficazmente
detectados por varios miembros de proteinas cinasas las cinasas ATR y ATM (Aguileray Gomez-
Gonzalez, 2008).

1.6.1 ATM (Ataxia Telangiectasia Mutado)

Ataxia Telangiectasia Mutada (ATM), la proteina defectuosa en el trastorno hereditario ataxia
telangiectasia, es el componente central de la via de transduccion de sefiales que responde ante la
induccién de DSB (Shiloh, 2003). EI gen ATM genera un transcrito de aproximadamente 13 kb.
Es una proteina predominantemente nuclear, sin embargo, existen evidencias de formas
citoplasmaticas que se asocian a los peroxisomas y endosomas (Watters et al., 1999). La proteina
ATM es una serina-treonina quinasa perteneciente a la familia de proteinas P13-cinasa (familia
PIKK). Todas las proteinas de dicha familia estan relacionadas en la sefializacién seguida al estrés
celular, e incluye a: DNAPKCcs por sus siglas en inglés (DNA-dependent protein kinase, catalytic
subunit), mTOR (blanco de la rapamicina en mamiferos), y ATR (Uziel et al., 1996). Estos
miembros tienen en comun una estructura que incluye en la region N-terminal repeticiones tipo
HEAT por sus siglas en inglés (Huntingtin, Elongation factor 3, a subunit of protein phosphatase
2A, and TORI), dominio FAT (FRAP, ATM y TRRAP), un dominio protein-quinasa, y un dominio
carbono terminal C-FAT(FAT C-terminal) (Derheimer y Kastan, 2010).

ATM se encuentra en forma de dimeros inactivos, sin embargo, cuando se produce dafio al ADN
0 tratamientos con agentes que alteran la estructura de la cromatina, ATM sufre su
autofosforilacion en la serina 1981 (S1981), resultando en la disociacion del dimero inactivo hacia
monomeros activos (Bakkenist y Kastan, 2003). Este proceso también es promovido por el
complejo Mrell, Rad50 y Nbs1(MRN), que, ademas, se encarga del reclutamiento de ATM hacia

los sitios donde se produjo la lesién. Inmediatamente después de ser reclutada en el sitio de la
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ruptura, la proteina ATM, activa a la histona H2AX mediante fosforilacion (Burma et al., 2001).
La fosforilacion de H2AX promueve el reclutamiento y acumulacién de otras proteinas implicadas
en la reparacion del dafio al ADN como MDC1, 53BP1 (p53 binding protein-1) y BRCAL por
sus siglas inglés (Breast Cancer 1) (Hamer et al., 2004) (Fig. 4). Adicionalmente la activacion de
ATM por DSB conduce a la fosforilacion de varios sustratos, como Brcal, Chk2 (Checkpoint
kinasa 2) y p53, mediando los efectos de ATM en la reparacion del ADN, el arresto del ciclo

celular, la apoptosis y otros procesos descendentes (Shiloh, 2003; Lavin, 2008; Sekelsky, 2017).

1.6.2 ATR (Ataxia Telangiectasia-proteina relacionada con Rad3)

Ataxia Telangiectasia-proteina relacionada con Rad3 (ATR) es una proteina de 2644
aminoacidos que al igual que ATM, es miembro de la familia de las PIKKSs junto a ATM vy otras
cinasas son fundamentales en la sefializacion del dafio en el ADN. ATR responde a estrés
replicativo y a la presencia de roturas de ADN de cadena sencilla (SSB) (Jazayeri et al., 2006).
Después de la generacion de SSB, el dominio FAT de ATR es fosforilado en la Thr1989
provocando su activacion (Liu et al., 2011a), posteriormente es reclutada a la region donde ocurri6
el dafio mediante ATRIP (ATR-interacting protein) para su interaccion con RPA (replication
protein A) (Sung y Klein, 2006). RPA es un complejo heterotrimérico formado por RPA1, RPA2
y RPA3 que estabiliza las regiones de SSB (Smith ez al., 2010). La formacion del complejo RPA-
ssbDNA tiene una funcion critica en la activacion de la ruta de sefializacion iniciada por ATR (Fig.
3). Posterior a su reclutamiento al sitio de dafio, ATR lleva a cabo la fosforilaciéon de diversos
sustratos como Chk1 (Checkpoint kinasa 1) que conduce a la detencion del ciclo celular en las

fases G2-M (Ciccia y Elledge, 2010).

1.6.3 Chechkpoint kinasas 1y 2

Checkpoint kinasa 1 (Chk1) y Checkpoint kinasa 2 (Chk2) son otros integrantes de la familia
de la proteina Ser/Thr cinasas, los dos sustratos mejor caracterizados de ATR y ATM,
respectivamente (Stracker et al., 2013). ATM-Chk2 y ATR-Chk1 son las quinasas que coordinan
las dos principales rutas de sefializacion en respuesta al dafio en el ADN (Bartek y Lukas 2007,
Sancar et al., 2004). ATM-Chk2 se activa por la generacion de DSBs y ATR-Chk1 por ssADN ya

sea durante la replicacion o en la reseccion durante la reparacion por HR (Smith ez al., 2010). Chk1
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es importante para el mantenimiento del punto de control G2/M, siendo su principal sustrato
CDC25A (Smith et al., 2010). Chk2 actua principalmente, pero no exclusivamente, en las fases
G1/S, el sustrato crucial de Chk2 es p53, cuya fosforilacion que conlleva a la transcripcion de
genes asociados con la reparacion del ADN y apoptosis celular cuando el nimero de lesiones
excede a la capacidad de reparacion de la célula (Fig. 4) (Bartek y Lukas 2007). Otros sustratos de
Chk2 son MDMX, BRCA1, FOXO1 y la familia de fosfatasas CDC25 (Takai et al., 2002).

1.6.4 p53

La proteina p53 desempefa un papel importante en la regulacion del destino de la célula, en
respuesta a diferentes tipos de estrés, ya sea originado por agentes genotoxicos (dano al ADN
inducido por radiacion ionizante, radiacion UV, agentes carcindgenos entre otros) o no
genotoxicos (hipoxia, carencia de nucleotidos, activacidon de oncogenes, perturbacion de los
microtibulos o pérdida de comunicaciéon normal de la célula) por lo que se le conoce como “el
guardian del genoma” (Menon y Povirk, 2014). En seres humanos esta proteina es codificada por
el gen TP53, contiene 11 exones y se extiende a 20 kb. Ademas, p53 optimiza la reparacion del
ADN, ejerce su accion antiproliferativa mediante la induccién de apoptosis o la detencion

reversible o irreversible del ciclo celular (Lacroix et al., 2006).

En células normales, el nivel y la actividad de p53 es muy baja, en estrés genotdxico, p53 se activa
mediante una serie de modificaciones postraduccionales y se estabiliza (Lacroix et al., 2006). El
primer evento en la via de activacion de p53 es a través de ATM-Chk2 que no permiten la
interaccion de pS3 con sus reguladores negativos (MDM2 o MDM4) (Menon y Povirk, 2014). La
funcionalidad de p53 depende de su integridad génica y de las modificaciones postraduccionales
que se inducen ante la activacion de las vias de sefializacion por estrés celular (Lacroix et al.,
2006). p53 tiene la capacidad de activar o suprimir la expresion de genes como p21 (Fig. 4) y
Gadd45 en bloqueo del ciclo celular y de la familia Bcl-2 involucrados en la via de la apoptosis,

detencion del crecimiento y dafio al ADN (Menon y Povirk, 2014).
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Figura 4. Mecanismos de respuesta al dafio en el ADN (DDR). Después de la induccion de una ruptura de cadena
sencilla (SSB), RPA media el reclutamiento de ATR, que fosforila a Chk1 que conduce a la detencion del ciclo celular
y reparacion del dafio. En presencia de una ruptura de doble cadena (DBS) del ADN, el complejo MRN vy el
heterodimero KU70/80 (Ku) detectan los DSBs, activando procesos de fosforalizacion mediadas por ATM que
consecuentemente activa a Chk2 el cual fosforila a p53 y las fosfatasas de la familia CDC25 inhibiendo el ciclo celular
facilitando la reparacion de las lesiones (Gonzalez-Marin, 2022).

1.7 Mecanismos de reparacion del ADN

En las células existen diferentes formas de reparar el ADN, dependiendo del tipo de dano y de los
componentes que se encuentren cercanos o sean mas asequibles. Mientras que algunas lesiones se
reparan de forma directa, la gran mayoria lo hace a través de eventos en los que participan multiples
proteinas. Las vias mas importantes para reparar los dafios en una sola cadena del ADN son: la
reparacion por escision de bases (BER, base excision repair), por escision de nucleétidos (NER
nucleotide excision repair) y por mal apareamiento de las bases (MMR, mismatch repair)
(Sekelsky, 2017), mientras que la reparacion por recombinacion homologa (HR, homologous
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recombination) y la uniéon de extremos no homoélogos (NHEJ, nonhomologous end joining) son

mas comunes para los dafos originados en ambas cadenas (Lombard et al., 2005; Sekelsky, 2017).

1.7.1 Reparacion por Escision de Bases (BER)

En este tipo de reparacion remueve directamente en el ADN la base dafada y la remplaza por la
base correcta. Este tipo de modificaciones corresponde a procesos de oxidacién, deaminacion,
perdida de bases nitrigenadas (sitios AP) o alquilacion de las bases (Iyama y Wilson, 2013;
Sekelsky, 2017).

1.7.2 Reparacion por Escision de Nucledtidos (NER)

La via NER repara numerosas lesiones al genoma, particularmente bases modificadas que alteran
la estructura normal de la hélice de doble cadena del ADN (Iyama y Wilson, 2013), por ejemplo:
dimeros de ciclobutano pirimidina y fosfoproductos de pirimidina denominados pirimidonas
generadas por radiacion ultravioleta, aductos de bases creados por agentes quimicos exdgenos
como cisplatino y benzopireno, lesiones de bases producidas por reacciones de peroxidacion
lipidica y ERO. En este mecanismo de reparacion se remueve una secuencia de 30 pb que incluye
la(s) base(s) danada(s) y después se sintetiza un nuevo fragmento que reemplaza a la secuencia

eliminada (Sekelsky et al., 2000a; Sekelsky, 2017).

1.7.3 Reparacion de Emparejamientos Erroneos (MMR)

Esta via de reparacion se ha conservado en bacterias y mamiferos, este sistema reconoce y repara
dafios como: inserciones y deleciones de estructuras secundarias, que se generan principalmente
como errores de la replicacion del ADN. Este mecanismo de reparacion involucra principalmente
la participacion de dos factores proteicos MutSa y MutS (mamiferos), descritos inicialmente en

E. coli (MutS y MutL) (Iyama y Wilson, 2013; Sekelsky, 2017).

1.7.4 Recombinacion Homologa (HR)

La HR corresponde a un intercambio o transferencia de secuencias idénticas entre la molécula de

ADN que presenta la ruptura y la otra molécula intacta que sirve de molde. Este mecanismo es
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preferentemente activo en la fase G2 y S del ciclo celular asegurando la estabilidad del genoma.
Involucra genes que codifican proteinas pertenecientes a la familia de RADS50, asi como las ADN
nucleasas (Exol, Sae2, Rad1-Rad10), helicasas (Sgsl1, Srs2), topoisomerasas (Top3), polimerasas
(Pol32) y ligasas, las cuales son necesarias para unir la region recién sintetizada con la que no fue

modificada (Sekelsky, 2000a; Krogh y Symington 2004; Sekelsky, 2017).

El primer paso esencial de la HR es el procesamiento de los extremos de doble hebra en donde se
genero la ruptura por un complejo especializado de proteinas como son: el complejo MRN, ctlp,
Exol, ADN2 y proteinas helicasas (BLM) que generan un largo extremo de cadena sencilla. La
proteina de replicacion RPA en seres humanos, rapidamente cubre este fragmento para evitar su

degradacion o formacion de estructuras secundarias (Pardo ef al., 2009).

El segundo paso es el apareamiento homoélogo y el intercambio de cadenas de ADN realizado por
la recombinasa RADS1 en eucariotas, RecA en Escherichia coli , asistida por los mediadores de
la recombinasa (en seres humanos: la proteina supresora de tumor BRCA2 y paralogos de RADS1
incluyendo RADS51B, RAD51C, RADS1D, XRCC2 Y XRCC3), los cuales desplazan a RPA y
forman filamentos nucleoproteicos que favorecen la formacion de estructuras tipo Holliday
facilitando el intercambio de cadenas con el segmento homdlogo molde para posteriormente
llevarse a cabo la resolucion por medio de las resolvasas como GENI1 y el complejo SLX1

(Svendsen y Harper, 2010; Sekelsky, 2017).

1.7.5 Union de Extremos no Homdlogos (NHEJ)

La via de reparacion de NHEJ se activa después de la deteccion de roturas de doble cadena DSB,
por lo tanto, no utiliza un molde de ADN por lo que es propensa a errores y puede involucrar la
pérdida o ganancia de nucleotidos, asi la integridad de la informacion genética no se asegura. Este
mecanismo esté activo en todas las fases del ciclo celular, pero es preferentemente utilizado en la
fase G1 (Williams et al., 2010). Para iniciar el proceso de reparacion via NHEJ se requiere de la
formacion de un complejo proteico denominado MRN el cual también es necesario durante el
proceso de reparacion por HR. En mamiferos, el complejo MRN desempefia un papel critico en la
respuesta temprana a los DSBs, actuando como su principal sensor en conjunto con el

heterodimero Ku (KU70 y KU80), (Lee et al., 2013). Mientras el heterodimero Ku ejerce su papel
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exclusivamente en reparacion, el complejo MRN actua tanto en la reparacion como en la
sefnalizacion del dano (Hopfner ef al, 2002). El complejo MRN, recluta y activa la funcioén
catalitica de la proteina kinasa ATM la cual se encarga de fosforilar a la histona H2AX con lo cual
se activan diversas vias de sefializacion que permiten el reclutamiento de proteinas de reparacion
mientras simultaneamente el ciclo celular se encuentra arrestado (Williams et al, 2010). La
proteina ATM y ATR son las proteinas reguladoras, responsables de amplificar la sefal en las dos
vias de reparacion (HR y NHEJ) y de fosforilar proteinas en los puntos de control del ciclo celular
o inducir apoptosis si la reparacion no se lleva a cabo (Taniguchi ef al., 2002; Prendergast et al.,

2011).

1.8 Biomarcadores

Los biomarcadores son cambios bioquimicos, fisiolégicos o morfologicos medibles en un sistema
bioldgico, originados cuando se encuentran expuestos a un agente toxico de naturaleza quimica,
fisica o bioldgica. Son Utiles para evaluar el estado de salud y el riesgo potencial de enfermedades
por exposicion a contaminantes ambientales (Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo, 2007; Toro-
Restrepo, 2011; Arango, 2012). Ademas, permiten identificar las interacciones entre el
contaminante y el organismo, asi como medir efectos sub-letales a bajas concentraciones y por
periodos cortos de exposicion (Martinez-Valenzuela et al., 2009). Se clasifican en tres tipos de:

a) exposicion, b) efecto y c) susceptibilidad.

a) Biomarcadores de exposicion: se emplean para evaluar en el organismo sustancias
exogenas, metabolitos o productos generados por la interaccion entre una célula o
molécula blanco y el xenobidtico. Se pueden medir en sangre, orina, cabello, ufias o en
ADN, ARN, lipidos y proteinas (Van Cauteren et al., 1996). Se sub-diven en dos tipos:

e Los marcadores de dosis interna: cuantifican directamente la concentracion del
xenobidtico o sus metabolitos en tejidos, rganos o en el organismo completo (Timbrell,
1998), por ejemplo, los niveles de insecticidas piretroide en suero humano para estimar la
exposicion individual a estas sustancias (Li et al.,, 2020b). Aunque este tipo de
biomarcadores son una herramienta valiosa para evaluar las exposiciones a xenobi6ticos,

no indican en qué medida un compuesto a interactuado con objetivos moleculares y
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celulares (Perera y Weinstein, 2000).

e Los biomarcadores de dosis biologicamente efectiva: indican que el agente téxico ha
interactuado con los 6rganos o células blanco, por lo que permiten cuantificar el producto
de esa interaccion (Timbrell, 1998). Por ejemplo, los aductos de ADN son moléculas
sencillas o complejas que forma el agente tdxico o sus metabolitos con los acidos
nucleicos, proteinas o lipidos, mediante enlaces covalentes. De esta forma, la
cuantificacion de los aductos proporciona informacién sobre que el xenobi6tico ha sido
absorbido por el organismo, sometido a activacién metabolica, unido al ADN celular y no
ha sido reparado (Rundle et al., 2002; Gallo et al., 2008).

b) Biomarcadores de efecto: indican cambios bioquimicos o fisioldgicos dentro de un
organismo, como resultado de la exposicién al xenobidtico. No identifican al xenobiotico,
solo miden la respuesta toxica en el organismo (Gil y Pla, 2001), la cual puede ser asociada
con el desarrollo de patologias (Timbrell, 1998). Las lesiones en el ADN, una vez
establecidas, pueden convertirse en cambios permanentes en las células dando lugar a

mutaciones, que finalmente conduzcan a neoplasias (Lodish et al., 2000).

c) Biomarcadores de susceptibilidad indican la sensibilidad del individuo a los efectos de
un compuesto o grupo de ellos. Se engloban factores genéticos, como polimorfismos, que
son variaciones en la secuencia de ADN de genes entre individuos de la misma especie y
que se presentan con una frecuencia superior al 1% (Suérez-Larios, 2008).
Usos potenciales de los biomarcadores en estudios de campo son:

i.  Evaluar el efecto de un agente quimico desconocido o mezcla de productos quimicos.
ii.  Evidenciar biodisponibilidad o ausencia.
iii.  Proporcionar oportunidades in vitro de comprension de mecanismos.
iv.  Priorizar sitios, contaminantes o0 muestras que requieran futuros analisis.
v.  Vigilar los contaminantes presentes.

Debido a que algunos contaminantes ambientales como metales pesados, hidrocarburos

aromaticos policiclicos (HAPS) y plaguicidas, entre otros, tienen la capacidad de dafiar el material
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genetico, se ha implementado el uso de biomarcadores para la evaluacién de genotoxicidad y el
biomonitoreo de especies no blanco expuestas a estas sustancias incluyendo a los seres humanos
(Gomez- Arroyo et al., 2013).

Dentro de estos se encuentran pruebas como el de aberraciones cromosémicas (AC), microndcleos
(MN), intercambios de crométidas hermanas (ICH) y la electroforesis en gel de células
individuales (SCGE, por sus siglas en inglés) o ensayo cometa.

Las AC son un biomarcador de efecto utilizado para detectar cambios en el nimero de
cromosomas de una especie o alteraciones en su estructura, ya sea por reordenamientos, ganancia
0 peérdida de un segmento en el mismo o entre diferentes cromosomas (Jimenez-Zepeda et al.,
2013). Las AC se asocian con enfermedades genéticas y son consideras como un biomarcador de

efecto temprano en la prediccion de cancer (Bonassi et al., 2008).

La prueba de MN es uno de los biomarcadores de efecto que se ha empleado aproximadamente
durante 40 afios (Sanchez-Zepeda et al., 2019). Los MN se forman durante la transicion metafase-
anafase de la mitosis y pueden ser cromosomas completos rezagados por dafio al huso mitético, o
fragmentos de cromosomas sin centrémero. En ambos casos, no se logran integrar al nacleo de
las células hijas, por lo que se rodean de membrana celular y se observan como pequefios nicleos.
Es ampliamente utilizado como indicador de dafio cromosémico y de inestabilidad del genoma,
porque evidencia alteraciones en el huso cromatico o en la estructura de los cromosomas (Terradas
et al., 2016). Es frecuentemente empleado para el biomonitoreo en mamiferos (larmarcovai et al.,
2008).

Los ICH son cambios reciprocos que ocurren en el ADN durante el periodo de sintesis del ciclo
celular entre loci homdlogos sin que se lleve a cabo pérdida de material genético ni modificaciones
en la morfologia de los cromosomas. Es un biomarcador de efecto muy sensible y es posible
detectarlos en metafase (Gomez-Arroyo et al., 2013). Es utilizado en monitoreo biologico de
especies expuestas a agentes potencialmente genotdxicos debido a que en dosis muy bajas se
observa aumento de los ICH por encima de la frecuencia normal de incidencia poblacional, por lo
que el analisis de estos intercambios ofrece la posibilidad atil y cuantitativa para medir el dafio
genético (Azab et al., 2019).
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El ensayo cometa, es un biomarcador de efecto, rapido, simple, visual y sensible. Utilizado para
medir roturas en el ADN en células individuales, sitios alcali-labiles, entrecruzamientos ADN-
ADN y ADN-proteinas, asi como la eficiencia en procesos de reparacion de células (Karbaschi et
al., 2019). Se fundamenta en que el ADN fragmentado adquiere una carga neta negativa que le
permite migrar hacia el anodo de un campo eléctrico y dependiendo del tamafio de los fragmentos
su velocidad de desplazamiento sera diferente. De esta manera, se pueden observar los nicleos no
dafiados como un circulo brillante, mientras que los fragmentos de ADN forman la figura de la
cola del cometa (Moneef et al., 2003). Se ha aplicado a diferentes organismos expuestos a
plaguicidas (Calderon-Segura et al, 2015; Calderon-Segura et al., 2018; Gonzélez-Marin et al.,

2021) y metales pesados en poblaciones humanas (Calderdn-Segura et al., 2022).

I ANTECEDENTES

2.1 Insecticidas cetoenoles

Los insecticidas cetoenoles son un nuevo grupo de plaguicidas desarrollados por Bayer®
CropScience, su formulacion quimica deriva de acidos tetrénicos y tetramicos (Nauen et al., 2008).
Estos acidos se caracterizan por ser compuestos que presentan tautomeria cetoenol, por lo que
pueden encontrarse tanto en la forma ceto como en la enol (Abdou et al., 2019). Los compuestos
tautoméricos, son isdbmeros que modifican su estructura debido a la migracion de un &omo de
hidrégeno o protdén de los enlaces sencillos a un enlace doble adyacente. La tautomeria
heterociclica méas conocida es la forma cetoenol, en la cual los hidrégenos unidos a los carbonos
alfa de la cetona sustituyen al oxigeno del grupo carbonilo formando un grupo enol, que se
caracteriza por la presencia de un grupo hidroxilo unido a un &omo de carbono que tiene un enlace
doble con el carbono alfa (Robledo, 2015).

Los insecticidas cetoenoles contienen tres ingredientes activos formulados en tres mezclas
comerciales disponibles: Spirodiclofen (Envidor® 240SC), Spiromesifen (Oberon® 240SC) y
Spirotetramat (Movento® 240SC) (Fig. 5). Fueron desarrollados en la decada de los 1990 y
posteriormente comercializados a partir de 2000 en paises como: Turquia, Estados Unidos, Brasil
y México (Sparks y Nauen, 2015). Ofrecen una nueva alternativa en la proteccion de los cultivos
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debido a su novedoso mecanismo de accion, basado en la inhibicién de la sintesis de lipidos al
impedir la actividad de la enzima Acetil-CoA carboxilasa (Bretschneider et al., 2003). Lo anterior
ocasiona que no se lleve a cabo la carboxilacion de la acetil-CoA carboxilasa, por lo que, la IARC
los clasifica dentro del grupo 23: “inhibidores de la sintesis de lipidos” (Lummen et al., 2014).
Son principalmente eficaces contra huevos y todas las etapas de desarrollo, con toxicidad aguda
limitada en adultos (Bretschneider et al., 2003; Marcic et al., 2010).

Cl HSC CH, c HsC CHs

A  Spirodiclofen B Spiromesifen c  Spirotetramat

Figura 5. Estructura quimica de los insecticidas cetoenoles. A) Spirodiclofen (Envidor® 240SC), B) Spiromesifen
(Oberon® 240SC) y C) Spirotetramat (Movento® 240SC) (Ke et al., 2010).

2.1.1 Mecanismo de accion de los insecticidas cetoenoles

Los insecticidas cetoenoles acttan inhibiendo a la acetil-CoA carboxilasa, una enzima implicada
en el metabolismo lipidico, que cataliza la carboxilacion de acetil-CoA a malonil-CoA, esta
catalisis es dependiente de biotina y ocurre a través de dos semirreacciones separadas. En la
primera se carboxila la biotina, y en la segunda se transfiere el grupo carboxilo de la carboxibiotina
al aceptor de acil-CoA a través de una carboxiltransferasa (Nauen, 2005; Wei et al., 2020). Los
insecticidas cetoenoles interfieren con la reaccion parcial de la carboxiltransferasa, actuando como
inhibidores competitivos de la acetil-CoA e inhibidores no competitivos de la carboxibiotina
provocando la inhibicion de la biosintesis lipidica. Debido a la ausencia de lipidos en los insectos
Sus cuerpos se secan y posteriormente son degradados en un periodo de tres a diez dias (Wei et al.,
2020). Desde el 2005 no se han presentado reportes de resistencia a los cetoenoles en insectos y
acaros objetivo, tampoco resistencia cruzada con otros acaricidas o insecticidas disponibles
(Nauen, 2005).
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2.1.2 Envidor® 240SC (Spirodiclofen)

Envidor® 240 SC es un acaricida foliar no sistémico derivado del acido tetronico, contiene como
ingrediente activo Spirodiclofen, su nombre y estructura quimica es (3-(2,4-Diclorofenil)-2-oxo-
1-oxaspiro dec-3-en-4-il 2,2- dimetilbutanoato) en una concentracion de 240 g/L. Su masa
molecular es de 411.3 g/mol y su solubilidad en agua es de 0.00019 mg/L (20°C, pH 7)
(Wachendorff et al., 2002; Nauen, 2005). La dosis de administracién en campos agricolas es de
60 mL por hectarea, se realiza como maximo una aplicacion en el campo y dos aplicaciones en

invernaderos, se asperja por medio de pulverizadores manuales o aquellos colocados en tractores
(Sverdrup, 2011; Bayer, 2018). La sustancia activa tiene una tasa de biodegradacion de 2.1 — 2.6

% de acuerdo con estudios realizados en sedimentos aerobicos de agua (Sverdrup, 2011). La vida
media de Spirodiclofen por biodegradacion en suelo es de 2.6 a 17.9 dias (MacBean, 2010). La
hidrolisis es moderada a pH 7, su estabilidad disminuye a medida que aumentan la temperatura y
el pH, no obstante, la fotolisis no es una via de degradacion importante para el compuesto
(Sverdrup, 2011; Bayer, 2018).

Envidor® 240SC fue el primer miembro del grupo de los cetoenoles lanzado al mercado en 2002,
se utiliza como insecticida y acaricida en plantas ornamentales y en cultivos de citricos, manzanas,
peras, cerezas, ciruelas, platanos, almendras y avellanas (Marcic et al., 2011). Actla por contacto
en huevos, larvas y hembras adultas de acaros, psilidos, tijerillas, pulgones y la mosca blanca,
especificamente en las especies: Tetranychus sp. y Panonychus citri, Phyllocoptruta oleivora,
Brevipalpus sp. y Aculus sp. (Rauch y Nauen, 2002; Wachendorff et al., 2002; Marcic, et al.,
2011). El compuesto esta registrado para su uso en varios paises como: Taiwan, Egipto,
Marruecos, Irak, Libano, Lituania, Pakistan, Serbia, Eslovenia, Turquia, Rumania, Bulgaria,
Croacia, Chipre, Hungria, Luxemburgo, Montenegro, Grecia, Polonia, Portugal, Suiza, Argentina,
Chile y México (FAO, 2008).

En México se ha reportado el uso de Envidor® 240SC en el estado de Querétaro contra plagas de
citricos (limon, naranja, toronja y mandarina), y contra el acaro rojo de las palmas (Raoiella indica)
en cultivos de coco, platano y palmas ornamentales en los estados de Colima, Quintana Roo,

Yucatan, Campeche, Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Jalisco, Nayarit, Sinaloa y Guerrero
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(SENASICA-SAGARPA, 2014, 2015). En Puebla para el control de ninfas y adultos del acaro
rojo (Raoiella indica) en el cultivo de rosas. En Michoacan se ha reportado su uso para combatir
plagas como barrenadores del hueso (Heilipus lauri, Conotrachelus aguacatae, C. perseae,
Stenoma catenifer) y el barrenador de las ramas del aguacate (Copturus aguacatae) (Huerta-Pérez
et al., 2017). Actualmente, en México no se tiene una regulacion especifica acerca del limite
maximo de residuos (LMR)de Spirodiclofen (Envidor® 240SC) en plantas y frutas comestibles,
unicamente se limita a cumplir con los LMR definidos por el pais al que se exportara el producto,
LMR para Spirodiclofen en cultivos de manzana (0.2 mg/Kg), naranja (0.0005 mg/Kg) y pera (0.2
mg/Kg) (SENASICA, 2020, SENASICA, 2023).

2.1.2.1 Rutas de exposicion de Envidor® 240SC (Spirodiclofen)

Envidor® 240SC, puede entrar en contacto con los seres humanos u otros organismos por
inhalacion, absorcion cutanea o ingesta, por medio de alimentos contaminados con residuos del
plaguicida. Reportes experimentales sobre la exposicion de ratas a este plaguicida, han sugerido
poca o nula toxicidad a nivel dérmico o por inhalacion, aunque no es irritante para los 0jos, pero
si para la piel (Sverdrup, 2011). Los valores de dosis letal media (LDsg) en ratas son: por inhalacion
> 5000 mg/cu m? h, por contacto dérmico >2000 mg/Kg y por via oral > 2500 mg/Kg (MacBean,
2010). Por lo tanto, presenta baja toxicidad aguda para mamiferos (LDso: > 2500 mg/Kg pc/dia)
(EPA, 2005). De acuerdo con estudios realizados in vitro sobre tejido dérmico humano, se reportd
que la tasa de absorcion dérmica es de 0.6 % para la solucién concentrada y del 7 % para las
diluciones (Sverdrup, 2011; NCBI, 2020). No obstante, Envidor® 240SC, es considerado toxico
por via oral (EPA, 2017). Datos experimentales en mamiferos sugieren que tras la ingesta de
Envidor® 240SC este es absorbido en el tracto gastrointestinal y posteriormente distribuido en

higado, rifion, plasma, sin evidenciar potencial de bioacumulacién (EPA, 2017; MacBean, 2010).
2.1.2.2 Metabolismo de Envidor® 240SC en animales y plantas

Estudios realizados en animales y plantas demostraron que las enzimas de la familia del citocromo
P450, monooxigenasas, esterasas Yy glutation-S-transferasas, estdn implicadas en la
desintoxicacion metabdlica de Envidor® 240SC, Spirodiclofen (Sverdrup, 2011). Se ha
identificado que la principal ruta de excrecion es via urinaria y sus principales metabolitos son los

isdbmeros: 3-hidroxi- spirodiclofen-enol y 4-hidroxi-spirodiclofen-enol, mientras que, en plasma e
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higado se transforma en su principal metabolito Spirodiclofen-enol. No se ha detectado el

compuesto original en orina o bilis, pero si en heces (FAO, 2014; EPA, 2017).

El metabolismo de Envidor® 240SC se ha reportado en cabras, ratas macho y hembra. Se han
identificado 11 metabolitos que representan el 59 — 90 % de la dosis administrada. En estos

estudios la identificacion de Spirodiclofen se realizo a través de su marcaje en la posicion tres del
anillo de dihidrofuranona con el isotopo 4C, a través de este marcaje se pudieron identificar los
siguientes compuestos de referencia: Spirodiclofen (compuesto original), Spirodiclofen-enol
(MO01), 3-OH-spirodiclofen-enol (M02), 4-OH-spirodiclofen-enol (MO03), acido 2,4-dicloro-
mandélico (MO06), acido 2,4-diclorobenzoico y acido 2,4-diclorofenilacético (FAO, 2014).

En ratas, la ruta de excrecion es a través de la orina y heces, en las hembras el principal metabolito
es MO01 con el 54.8 %, seguido de los isémeros M02 y MO03 con el 37.3 % y resto representado por

el compuesto original el cual fue excretado a través de las heces. En los machos los principales
metabolitos urinarios son los isomeros M02 y M03 con 55.1 — 57.4 % seguido del metabolito

MO1 38 %, y el resto del compuesto original excretado también en las heces (Sverdrup, 2011). La
via metabolica implica la escision del enlace éster con la formacion del metabolito spirodiclofen-
enol, seguido de hidroxilacion del anillo ciclohexano de MO1 (Sverdrup, 2011). En cabras se
determind que Spirodiclofen es metabolizado por completo el principal metabolito es M01 con
81.6 % seguido de MO3 con el 18.6 % (Fig. 6) (FAO, 2014).

Cl

HO

Cl

Cl HsG CHs

HO

Spirodiclofen Spirodiclofen- enol (M01) 4-OH-enol Spirodiclofen (M03)

Figura 6. Estructura quimica de los principales compuestos metabolicos de Envidor® 240SC (Spirodiclofen) en
cabras (modificada de Sverdrup, 2011).
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En plantas el metabolismo de Spirodiclofen se ha seguido en cultivos de manzanas, uvas, naranjas
y limones (FAO, 2014). En los cuales se identificaron los siguientes metabolitos secundarios:
Spirodiclofen, Spirodiclofen-enol (MO01), 3-OH-spirodiclofen enol (M02), 4-OH-spirodiclofen
enol (M03), 3,4- OH-spirodiclofen-enol, 3,4-OH-spirodiclofen-enol, acido 2,4-dicloro-mandélico
(MO06), acido 2,4-dicloro-mandélico glucosilciclohexilo éster (MO07), glucosido del acido 4-
dicloro-mandélico (MO08), acido 2,4-diclorobenzoico, una mezcla 60:40 de los glucésidos
spirodiclofen-enol-2 y enol-4, y glucurénido de hidroxi-spirodiclofen-enol. Se identifico como
residuo predominante a M05 en cultivos de naranjas, limones y uvas, y el metabolito M08 en
manzanas y uvas (Fig. 7) (FAO, 2014).
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Figura 7. Principales rutas metabolicas de Envidor® 240SC (Spirodiclofen) en plantas (FAO, 2014).
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2.1.3 Movento® 240SC (Spirotetramat)

Movento® 240SC es un insecticida foliar sistémico derivado del acido tetramico, contiene como
ingrediente activo Spirotetramat su nombre y estructura quimica es (cis-3-(2,5-dimetilfenil)-8-
metoxi-2-0x0-1-azaespiro-dec-3-en-4-il-etilcarbonato). Es de color blanco a beige, de olor débil y
su log Kow = 2.5 (pH = 7). La vida media de Spirotetramat en suelo es de 0.10-0.30 dias,
hidrolizdndose totalmente. La adsorcion a las particulas del suelo se considera como moderada,
por lo que la capacidad de contaminar agua subterranea es reducida (Nauen et al., 2008). Los
principales parametros relacionados con la retencion de Spirotetramat en el suelo son temperaturas
elevadas, valores de pH relativamente elevados, bajo contenido de &cidos humico, asi como la
adicién de algunos surfactantes (Sverdrup et al., 2012; Chen et al., 2018a). En el agua, la hidrolisis
de Spirotetramat depende del pH y de la temperatura: a 25°C y pH = 4 la vida media es de 32.5
dias, a pH = 7 es de 8.6 dias y a pH = 9 es de 0.32 dias, no obstante, cuando la temperatura
disminuye, facilita su degradacion. La fotolisis en agua también es un mecanismo importante para
la disipacion de Spirotetramat (Sverdrup et al., 2012; Chen et al., 2018b). En cuanto a la atmdsfera,
el compuesto tiene presion de vapor de 5.6x10-9 Pa a 20 °C, lo que indica, que presenta baja
volatilidad, por lo tanto, no se espera transferencia significativa a la atmésfera (Sverdrup et al.,
2012).

Movento® 240SC es el tercer miembro de la familia de los cetoenoles, comercializado en 2008
(Nauen et al., 2008). Es un insecticida que actta por ingestion e ingestion causando la muerte de
los organismos dentro de los 2 a 10 dias posteriores de su aplicacion. Tiene la capacidad de penetrar
los tejidos de la planta, hidrolizarse y movilizarse mediante el xilema y floema, otorgando
proteccion a la raiz y las hojas que aparezcan después de la aplicacion (Marcic et al., 2011;
Bretschneider et al., 2012). Es aplicado a cultivos de solandceas (chile, jitomate, papa y
berenjena), cucurbitaceas (calabaza, melon, pepino y sandia) y cruciferas (brécoli, col y coliflor)
(Marcic et al., 2011; Bretschneider et al., 2012). Este insecticida es mas efectivo cuando ingresa
por via oral que por contacto directo (Nauen et al., 2008). Es utilizado para el control de afidos
(Aphis gossypii, Myzus persicae), moscas blancas (Bemisia tabaci), psilidos (Paratrioza
cockerelli) y cochinillas blancas (Pseudococcus longispinus), principalmente en los estadios
juveniles o inmaduros, impide el crecimiento y la eliminacion completa de su exoesqueleto,
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ademas de alterar su movilidad. También afecta la fecundidad con disminucion en el nimero de
huevos depositados, la fertilidad con la factibilidad de huevos producidos y la viabilidad de los
organismos, adicionalmente, genera la acumulacion de huevos en las hembras, conllevando a su
muerte (Nauen et al., 2008; Kihnhold et al., 2008; Marcic et al., 2011).

En México es utilizado para el control de ectoparasitos en ganado caprino y bovino, fue registrado
para su uso ante la Comision Federal para la Proteccion de Riesgo Sanitario desde noviembre de
2010 hasta junio del 2015, sin embargo, no aparece en el Catalogo de Plaguicidas, ni se reportan
los limites maximo de residuos (LMR), recomendaciones o condiciones de uso (COFEPRIS,
2009). La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés)
publicé en 2011 los LMR en diferentes vegetales y frutas (EPA, 2011) asi como, la Autoridad
Australiana de Pesticidas y Medicamentos Veterinarios (APVM, por sus siglas en inglés) han dado
recomendaciones de uso para este agroquimico (APVMA, 2015; EPA, 2017). En 2019, la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) actualizé los LMR
para frutas como: pifia (0.30 ppm) citricos (0.60 ppm), chiles (2 ppm) y chile seco (15 ppm) (EFSA,
2012).

2.1.3.1 Rutas de Exposicion de Movento® 240SC (Spirotetramat)

Movento® 240SC puede entrar en contacto con los seres humanos u otros organismos por
inhalacion, absorcién cutanea (del 1 al 10 % del producto aplicado) o ingesta, por medio de
alimentos contaminados con residuos del plaguicida (Sverdrup, 2012; Bayer, 2021). Las
estimaciones realizadas de exposicion de los operadores no superan los 0.05 mg/Kg/dia. Una vez
que ingresa al organismo, se distribuye mediante la sangre, presentando alta afinidad por el higado

y los rifiones. Se metaboliza completamente a su principal metabolito: spirotetramat-enol. La
principal via de eliminacidn es la orina, mientras que la via fecal contribuye con un 2—11 %. La

excrecion de los compuestos es casi completa, por lo que, la acumulacion de Spirotetramat es poco
probable, pero no se descarta que a concentraciones elevadas pueda bioacumularse en los

organismos (Sverdrup, 2012).
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2.1.3.2 Metabolismo de Movento® 240SC (Spirotetramat) en animales y plantas

Estudios realizados en el pulgdn del algodon (Aphis gossypii), han propuesto que las enzimas de
la familia del citocromo P450, especificamente de la isoforma CYP6A2, estan implicadas en la
desintoxicacion metabolica de Movento® 240SC (Spirotetramat) (Peng et al., 2016). Se ha
identificado que la principal ruta de excrecion es via urinaria y sus principales metabolitos
secundarios son los isomeros: spirotetramat-desmetil-enol y spirotetramat-cetohidroxi (Fig. 6). No
se ha detectado el compuesto original en orina o bilis, pero si en heces (APVMA, 2009; Zhu et al.,
2013).

El metabolismo en animales se estudié en ratas hembra y macho, las cuales fueron
expuestas por via oral a diferentes dosis de Movento® 240SC (una Unica dosis de 2 o 100
mg/Kg peso corporal o dosis repetidas de 2 mg/Kg peso corporal durante 14 dias. En todos
los casos, la tasa de absorcion fue entre 89 y 98 % (APVMA, 2009; Zhu et al., 2013). El higado
y el rifion son los principales 6rganos blanco de Movento® 240SC. En las hembras la principal via
metabdlica es la escision del grupo éster del compuesto original (Spirotetramat) que resulta en la

formacion de spirotetramat-enol como metabolito primario (M01) (53 — 87 % de la dosis) a partir

del cual se derivan los otros metabolitos secundarios: spirotetramat-desmetil-enol (M02) y
spirotetramat-cetohidroxi (M03), spirotetramat-monohidroxi (M04) (Fig. 8) (APVMA, 2009; Zhu

et al.,, 2013). En ratas macho, el metabolismo de spirotetramat es mayor (25 —37 %) en
comparacion con las hembras (5 — 10 %). La eliminacion de Spirotetramat ocurre principalmente

a través de la orina (89 — 98 %) a partir de las 24 h (APVM, 2009).
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Figura 8. Estructura quimica de los principales compuestos metabélicos de Movento® 240SC (Spirotetramat) en
ratas (Modificado de APVMA, 2009).

El metabolismo de Movento® 240SC en plantas se ha seguido en cultivos de: manzanas, lechuga,
algodon, papas y espinacas. Se aplicaron foliarmente 576, 167, 264, 308 y 201.6 g i.a/ha,
respectivamente; lo que representa 2.5, 1.8, 1.1 y 2 veces la dosis recomendada para su uso en
manzana, lechuga, algoddn, papas y espinacas (Salazar et al., 2016; Chen et al., 2016). En general,
la hidrdlisis es la reaccion que predomina para la degradacion del compuesto, dando paso a la
formacion de spirotetramat-enol, el cual se hidroxila formando spirotetramat-enol-cetohidroxi o
conjugados con glucosa, para producir spirotetramat-enol-glucosidado (Fig. 9). A pesar de que se

utilizaron dosis mas altas que las recomendadas, los niveles de residuos cuantificados no rebasaron
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los LMR establecidos por la EPA (2011). Los cultivos con las concentraciones mas altas de
residuos fueron las hojas de los manzanos, de las plantas de papas, lechugas, asi como en la
manzana, la papa y la semilla de algodon (Tabla VI) (APVMA, 2009; Salazar et al., 2016).
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Figura 9. Metabolismo de Movento® 240SC en plantas. Sp: Spirotetramat, M: Manzanas, A: Algodén,
L:Lechuga, P: Papas. (Modificado de Sur, 2008; Chen et al., 2016).
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Tabla VI. Niveles de metabolitos de Spirotetramat (Movento® 240SC) en diferentes cultivos.

Compuesto (mg/Kg) |Manzana) Manzana | Lechuga | Algodon Papa Papa | Espinaca | Espinaca | Espinaca
(fruto) | (hojas) (semilla) |(tubérculo)| (hoja) (hoja) (tallo) (raiz)
Spirotetramat 0.32 26.37 1.75 <0.001 5.455
Spirotetramat-enol 0.01 4.26 0.56 0.047 0.168 0.870 0.0423- 0.0062- 0.0030-
0.1043 0.0115 0.0336
Spirotetramat-enol- 0.03 0.36 0.004 0.006 0.395 <0.0021 0.0025-
glucosidado 0.0075
Spirotetramat-enol- 0.05 1.09 0.20 0.011 0.018 2.745 0.0054-
cetohidroxi 0.0748
Spirotetramat-mono- | 0.10
hidroxi
Residuos totales 0.61 36.63 3.13 0.119 0.225 11.057
LMR? 0.7 NP 8 0.3 1.6 NP NP NP NP

& Limite Maximo de residuos.
EPA(2011).NP: No publicado

Modificado de Salazar et al. (2016)), Sur (2008) y Chen et al. (2016).
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2.1.4 Efectos tdxicos de los insecticidas Movento® 240SC y Envidor® 240SC

Debido a su novedoso mecanismo de accion y que no presentan resistencia cruzada con otros
insecticidas, los cetoenoles estan sustituyendo a los plaguicidas organoclorados, piretroides
y organofosforados (Bayer, 2021). En 2013, los agroguimicos cetoenoles tenian un valor en
el mercado de 456 millones de ddlares (Sparks y Nauen, 2015) y en 2015 representaban el 3
% de los insecticidas que se vendian con valor de mas de 500 millones de ddlares (Nauen et
al., 2019). Se ha reportado que entre 2014 y 2020 las ganancias se incrementaron un 4.4 %
cada afio hasta alcanzar los 233.1 millones de dolares, ademas, es posible que en los préximos
afios sean de los insecticidas mas utilizados en Medio Oriente, Africa y América Latina
(Transparency, 2019). Por lo que ha incrementado la preocupacion por analizar sus posibles
efectos tdxicos en organismo no blanco y las repercusiones ambientales. Recientemente se
han detectado residuos de Spirotetramat y Spirodiclofen en sedimentos de rios, suelo, y

algunos vegtales y frutas comestibles (Tabla VII).

Tabla VII. Niveles de residuos de Spirodiclofen y Spirotetramat detectados en el ambiente.

Compuesto Medio Referencias
Spirodiclofen Citricos 0.060 £ 0.020 mg/Kg Lee et al., 2012; Sun et
Céascara de citricos 0.307 £ 0.069 mg/Kg al., 2013; Babi¢ et al,

Citricos (Yuzu) 0.11-1.89 pg/g 2018.
Té de Yuzu 0.13-0.29 pg/g
Sedimentos de rio 0.0881 pg/g
Spirotetramat Mango 0.0327-0.483 mg/kg Mohapatra et al., 2012;

Zhu et al., 2013;Li et
al., 2016; Babi¢ et al.,
2018.

Pepinos, manzanas y jitomates <0.08 pg/Kg
Pimienta 0.08-0.12 mg/Kg
Sedimentos de rio 1.750 pg/g

Sin embargo, debido a su reciente aparicion en el mercado, pocos son los estudios que se han
realizado sobre los insecticidas cetoenoles sobre organismos modelos, en los cuales se ha

indicado su capacidad para afectar la fertilidad de organismos no blanco, inducir efectos
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toxicos en oOrganos sexuales, estrés oxidante, apoptosis y su potencial como agentes

teratogénicos y genotdxicos (Tabla VIII).

Spirodiclofen (Envidor® 240SC) inhibe la actividad de la malato deshidrogenasa, disminuye
los reductores equivalentes requeridos por varias monooxigenasas involucradas en la
esteroidogénesis, cuyo efecto reduce la produccion de hormonas (FAO, 2008). En ratas la
exposicion a Spirodiclofen y sus metabolitos; spirodiclofen 3-OH y spirodiclofen 4-OH
impiden la sintesis de progesterona y testosterona (CalEPA, 2006). En mamiferos induce
hipertrofia de células de Leydig, vacuolizacion, degeneracion e hiperplasia de células
intersticiales (Yoshida et al., 2015; FAO, 2019); toxicidad en higado, tiroides, yeyuno y timo
(FAO, 2019) por lo que esta catalogado como posible agente carcinogénico por La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, 2009). Ademas, produce alteraciones
durante el desarrollo embrionario de embriones de pez cebra (Danio rerio) (Zhang et al.,

2019) y dafio en ADN en meristemos de Allium cepa (Cavusoglu et al., 2021).

Spirotetramat (Movento® 240SC) decrece la tasa de eclosion y causa alteraciones en la
coordinacion en el nado de larvas y juveniles del bagre africano Clarias gariepins (Agbohessi
et al., 2013). También provoca estrés oxidante, peroxidacion lipidica y alteraciones en la
movilidad de larvas del anfibio Bufo bufo gargarinzans (Yin et al., 2014). De igual forma,
produce estrés oxidante, lipoperoxidacion y dafio en el ADN de celomocitos de lombrices de
tierra Eisenia fetida (Zhang et al., 2015). Otros estudios han indicado que el insecticida
comercial Movento reduce el peso ovarico, afecta la ovogénesis y la expresion de los genes
Fox01 y Vnnl en celulas granulosas de ratones hembra BALB/c (Kafshgiri et al., 2016).
Inhibe el crecimiento y la reproduccion normales de la pulga de agua Daphnia magna (Chen
et al., 2018c). Decrementa la tasa de oviposicion e induce la feminizacion de la poblacion
del crustaceo Cyclops abyssorum (Houssou et al., 2018). Este compuesto también provoca
cambios bioquimicos, histopatoldgicos y fisiologicos en los ovarios del pez cebra adulto
(Danio rerio) (Wu et al., 2018). En embriones de pez cebra actia como un agente
teratogénico (Zhang et al., 2019), y como disruptor enddcrino (Zhang et al., 2020b). Ademas,
interviene con el metabolismo lipidico y produce lesiones en mitocondria (Zhang et al.,

2020c). Recientemente reportamos que Movento® 240SC (Spirotetramat) y Envidor®
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240SC (Spirodiclofen) inducen dafio al ADN en células ovaricas de Drosophila
melanogaster (Gonzalez-Marin et al., 2021, 2023).

Tabla VIII.  Efectos toxicos de los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC (Spirotetramat) y Envidor® 240SC
(Spirodiclofen) en organismos modelo.
Organismo Tratamiento Efecto Referencia
modelo
bagre 2.5,5,10,20,30 Reduce al 50 % la tasa de eclosion de  Agbohessi et al.,
ppm los embriones, la coordinacion y 2013.
Clarias 48 h movilidad de los juveniles.
gariepinus
sapo 0.65, 3.23 Causa estrés oxidante, peroxidacién  Yin et al., 2014.
mg/L lipidica, alteraciones en el nado y
Bufo bufo 30 dias coordinacion.
gargarinzas
nematodo 1.25, 2.5 mg/Kg Provoca estrés oxidante, Zhang et al.,
14, 21, 28 dias lipoperoxidacion y dafio en el ADN. 2015.
Eseinia fetida
25, 50, 100 Afecta la expresion de los genes Kafshgiri et al.,
raton mg/Kg Fox01y Vnnl, induce apoptosis en 2016.
Mus musculus 21 dias células de la granulosa, afecta la
Movento® ovogénesis y reduce el peso ovarico.
2403C pulga de agua 4.7 mg/L Disminuye la tasa de reproduccion. Chenetal.,
(Spirotetramat) | Daphnia magna 21d 2018c.
50 mg/L Decrementa la tasa de oviposicion e Houssou et al.,
copépodo 48 h induce la feminizacion de la 2018.
Cyclops poblacion.
abyssorum
360, 720 ug/L Induce alteraciones
28 dias morfofisioldgicas en ovario, estrés Wu et al.,
oxidante y lipoperoxidacion. 2018.
pez cebra 0.75, 1.50, Actla como agente teratogénico y
Danio rerio 3.00 mg/L disruptor endocrino. Zhang et al.,
8 dias 2019, 2020b,
Interviene con el metabolismo 2020c.
100, 500, lipidico, con la expresion de la
1000 pg/L Caspasa 3 y 9 e induce lesiones
4 dias

mitocondriales.
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mosca de la 11.2,22.4y 37.3 Genera dafio en el ADN de células Gonzalez-Marin
fruta mg/L ovaricas. etal., 2021.
Drosophila 72h
melanogaster
No disponible Inhibe de la sintesis de progesterona ~ CalEPA, 2006.
rata y testosterona.
Rattus 2.9 mg/Kg Produce adenocarcinoma uterino;
norvegicus Sverdrup, 2011.
Envidor® perro
240SC Canis lupus
(Spirodiclofen) familiaris 84.7 mg/Kg adenocarcinoma en higado, tiroides, ~ Sverdrup, 2011.
yeyuno, timo, testiculos y Utero.
raton 4 mg/Kg
Mus musculus 56 dias
rata Ocasiona hiperplasia en células Yoshida et al.,
Rattus No disponible testiculares. 2015.
norvegicus
pez cebra 0.15,0.21 Afecta el desarrollo embrionario y el Zhang et al.,
Danio rerio 0.30 mg/L metabolismo lipidico. 2019.
8 dias
bulbos de 20 mg/L Causa estrés oxidante, peroxidacion ~ Cavusoglu et al.,
cebolla lipidica y dafio al ADN. 2021.
Allium cepa 72 h
mosca de la 12.3,24.6y41.1 Fragmenta el ADN de células Gonzalez-Marin
fruta mg/L ovaricas. etal., 2021.
Drosophila 72 h

melanogaster

Continuacion Tabla VIII. Efectos toxicos de los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC (Spirotetramat) y

Envidor® 240SC (Spirodiclofen) en organismos modelo.
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2.2 Drosophila melanogaster como organismo modelo

Estudios genéticos de susceptibilidad en poblaciones humanas expuestas a contaminantes
ambientales son un desafio debido a la diversidad de sintomas clinicos y la dificultad para
determinar cuéles son por exposicion directa. Los organismos modelos y bioensayos in vitro
con lineas celulares son utilizados para evaluar los efectos de sustancias tdxicas (O'Brien,
2014), organismos como el pez cebra (Danio rerio) empleado para evaluar los efectos de
xenobidticos sobre el desarrollo embrionario (Dai et al., 2014), los roedores para determinar
los efectos fisioldgicos de algunas toxinas (Farraj et al., 2011; Chamanza y Wright, 2015) v,
Drosophila melanogaster un organismo modelo adecuado para los estudios genémicos a gran
escala que permite la identificacion de genes y proteinas implicados en mecanismos de
respuesta y variacion de la resistencia a diferentes agentes toxicos (Mackay et al., 2012;
Huang et al., 2014).

Drosophila se introdujo como un organismo modelo en el siglo XX para estudiar
enfermedades humanas y como herramienta para entender procesos celulares basicos
(Chintapalli et al., 2007; Ugur et al., 2016; Verheyen, 2022). Actualmente es empleada para
investigar la toxicidad de farmacos (Rothenfluh Heberlein, 2002; Pandey y Nichols, 2011;
Sharma et al., 2012; Abolaji et al., 2015), enfermedades como: distrofia muscular
(Potikanond et al., 2018), diabetes (Inoue et al., 2018), cancer (Potter et al., 2000; Villegas,
2019), nutrigendémica (Baenas y Wagner, 2019), enfermedades neurodegenerativas (Fortini
y Bonini, 2000; Bolus et al., 2020) entre otros.

Uno de los avances méas importantes respecto a Drosophila se produjo a inicios del siglo
XXI, cuando la secuencia completa de su genoma fue publicada (Adams et al., 2000). De
esta manera, se establecié que cada gen de Drosophila esta representado normalmente por
cuatro homologos en vertebrados. Por lo tanto, la redundancia genética es relativamente rara
en moscas, pero muy frecuente en modelos como el raton (Roote y Prokop, 2013). Ademas,
la comparacion entre los genomas de Drosophila y del ser humano revelaron que
aproximadamente el 75 % de los loci involucrados en enfermedades humanas tienen un

homologo en Drosophila consolidando su legitimidad como un organismo modelo para la
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investigacion biomédica (Berkeley Drosophila Genome Project, 1999; Banfi et al., 1996;
Fortini et al., 2000; Rubin et al., 2000; Reiter et al., 2001; Chien et al., 2002; Chintapalli et
al., 2007; Bellen et al., 2010; Prokop, 2017). También se ha establecido que la mayoria de
los mecanismos bioldgicos fundamentales y las vias de sefializacion que controlan el
desarrollo y la supervivencia se conservan a través de la evolucion entre las especies
(Yamaguchi y Yoshida, 2018). Las principales ventajas de Drosophila como organismo
modelo son el corto periodo generacional en el cual se obtiene abundante descendencia, su
mantenimiento es sencillo y de bajo costo, en espacios pequefios es posible mantener una
gran cantidad de organismos (Adams et al., 2000; Prokop, 2017). Ademéas de la
disponibilidad de técnicas y herramientas moleculares para su analisis, ha permitido
consolidar a Drosophila como organismo modelo en los estudios de multiples disciplinas.
Otra de las grandes ventajas se basa en la facilidad para introducir y combinar mutaciones en
su genoma. De esta forma, el fenotipo mutante permite inferir la posible funcion del gen

durante diversos procesos (Adams et al., 2000).

2.2.1 Mutagénesis en Drosophila melanogaster

Durante un siglo, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster se ha utilizado como un
poderoso organismo modelo para la investigacion bioldgica (Arias, 2008; Bellen et al.,
2010). Durante los ultimos 50 afios, la genética de moscas se ha aplicado de manera
sistematica y exitosa para descifrar los mecanismos principales de numerosos procesos
bioldgicos incluyendo la regulacidon del ciclo celular, mecanismos de respuesta y reparacion
del ADN, por mencionar algunos (Bellen et al., 2010; Roote y Prokop, 2013; Sekelsky,
2017), e incluso aspectos moleculares de enfermedades humanas como el cancer (Potter et
al., 2000; Bier, 2005; Villegas, 2019). Las herramientas y reglas genéticas clasicas todavia

tienen un lugar fundamental en la investigacion actual sobre Drosophila.

Ademas, la genética de la mosca ha revolucionado ain mas con el advenimiento de la
biologia molecular, la secuenciacion del genoma de la mosca, el descubrimiento de
elementos transponibles como vehiculo de transgénesis, sistemas de expresion génica

dirigida, la generacion sistemética de deleciones, inserciones de elementos transponibles y
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transgénicos, las construcciones “knock-down” que cubren practicamente todos los genes de
Drosophila, asi como la aplicacion de recombinasas 0 nucleasas especificas para realizar
ingenieria gendémica (Venken y Bellen, 2005; Tolwinski, 2917). La vida diaria en un
laboratorio de moscas requiere realizar cruzas genéticas clasicas. En estas cruzas, se utilizan
moscas mutantes o genéticamente modificadas (transgénicas). Estas diferentes variantes de
moscas proporcionan las herramientas mediante las cuales los genes se manipulan o
visualizan en accion para investigar su funcion. El arte de la genética de Drosophila es utilizar
estas herramientas, no solo en forma aislada sino a menudo combinadas en las mismas

moscas (Prokop, 2017).

2.2.2 Descripcion general de Drosophila melanogaster

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

tienen ojos rojos y un cuerpo amarillo o marron (Roote y Prokop, 2013; Prokop, 2017).

Los adultos presentan dimorfismo sexual, las hembras son ligeramente de mayor tamafio
comparado con los machos, carecen de la fusion de los segmentos del abdomen el cual
presenta una terminacion puntiaguda con la placa genital en posicion dorsoventral (Prokop,
2017). Los machos en comparacion tienen una fusién de segmentos en la parte terminal del
abdomen con fuerte melanizacion, terminacion redondeada y posicion ventral de la placa
genital; ademas de la presencia de peines sexuales que son una serie de cerdas cortas de color

negro en el primer par de patas (Fig. 9) (Demerec y Kaufmann, 2005).
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Figura 9. Vista dorsal y lateral de macho y hembra de Drosophila melanogaster. A) Macho, con fusion de los
segmentos terminales del abdomen, peines sexuales y placa genital. B) Hembra, abdomen sin pigmentacion y
terminacion puntiaguda (modificado de Prokop, 2017).

2.2.3 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

Drosophila es un insecto holometabolo lo cual significa que pasa por una metamorfosis
completa que incluye cuatro estadios de desarrollo; huevo, larva, pupa y adulto o imago.
Tiene un ciclo de vida en el laboratorio de alrededor de 9 a 10 dias cuando se cria en un
medio nutritivo y a temperatura constante de 25 °C (Campos y Hartenstein, 1985). El ciclo
inicia con la fecundacion del huevo y el posterior desarrollo del embrién (embriogénesis) que
dura aproximadamente de 18 a 24 h. A continuacion, inicia el estadio larvario, el cual es la
etapa principal de alimentacién y consta de 3 estadios (L1, L2, L3) que duran en conjunto
aproximadamente 4 dias. Transcurrido este tiempo, la larva deja de alimentarse entra al
estadio de pupa y comienza el proceso de metamorfosis. Esta etapa dura aproximadamente 3
dias, al cabo de los cuales emerge una mosca adulta o imago que alcanza la madurez sexual

alas 3 h para los machos y a las 7 h para las hembras (Fig. 10) (Prokop, 2017).
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Figura 10. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. El ciclo de vida a 25 °C se completa en 10 dias,
conformado por cuatro estadios; huevo, larva (con tres instares), pupa y adulto (tomado de Prokop, 2017).

2.2.4 Sistema reproductor de las hembras

Drosophila melanogaster, posee un sistema reproductor femenino situado en la region
ventral media posterior del abdomen, se encuentra constituido por dos ovarios y dos
oviductos laterales conectados a un oviducto comdn que desemboca en el Gtero, el cual se
comunica con la vagina, que se abre al exterior a través de la vulva, situada entre los
gonopodos constituyendo un ovipositor contractil. En la camara genital o vagina
desembocan, ademas, un receptaculo seminal, un par de espermatecas y dos glandulas
accesorias (Fig. 11) (Decotto y Spradling, 2005).
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Ovario — = 5 Ovariola

Receptaculo
seminal

Figura 11. Sistema reproductor de Drosophila melanogaster. Constituido por dos ovarios (integrado por un
conjunto de 16 ovariolas y huevos maduros), dos oviductos laterales, un oviducto central, Utero, vulva,
ovipositor y estructuras accesorias; receptaculo seminal, espermateca y glandulas accesorias (Swevers et al.,
2005).

El ovario esta constituido por 10 al6 unidades independientes denominadas ovariolas, lugar
donde ocurre la ovogenesis, las ovariolas son una secuencia de cdmaras progresivas en
desarrollo del ovocito (Henderson, 2004). Cada ovariola se encuentra dividida en tres
regiones principales (Fig. 12), anteroposterior con relacién al Gtero en: filamento terminal,
germario y vitelario. El filamento terminal consiste en una fila de 8 a 9 células que conectan
al germario con la envoltura circundante de la ovariola y determinan la orientacion de su
desarrollo (Decotto y Spradling, 2005). EI germario es el sitio de residencia de las células
madre del linaje germinal (GSCs) (por sus siglas en inglés Germline Stem Cells) y somatico
(SSCs) (Somatic Stem Cells). El vitelario es donde ocurre el proceso de vitelogénesis y
coriogénesis (Uryu et al., 2005).
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Figura 12. Imagen esquematica de la ovariola y sus componentes. Anteroposterior filamento terminal (FT),
germario y vitelario (Imagen modificada de Uryu et al., 2005).

2.2.5 Anatomia del germario de Drosophila melanogaster

El germario para su estudio se ha dividido en cuatro regiones 1, 2a, 2b y 3 (Fig. 13). En la
region 1, se localizan las células madre germinales GSCs ancladas a las células de la
caperuza (CCs, Cap Cells), que entran en contacto con las células del filamento terminal
(TF, Terminal Filament) que en conjunto con las CCs conforman a las células apicales,
ademas de las CCs y TF las GSCs estan en contacto con un tipo de células madre somaticas
denominadas células madre acomparfiantes ( ESCs, Escort Stem Cells), estos tres grupos de
células proporcionan un nicho o microambiente para las células madre germinales, para
lograr un equilibrio regulado entre la auto-renovacion y la diferenciacion de las GSCs, esto
se logra tanto por una serie de moléculas de sefializacion secretadas como por conexiones
adhesivas directas entre las células madre y sus componentes de nicho (Hsu y Drummond,
2011). En la region 2a, inicia la meiosis y ocurre el desarrollo y division del quiste germinal
que se origina a partir de la divisién asimétrica de una GSC, este quiste continuara
dividiéndose y recubriéndose por las Ecs células acompafantes (células hijas de las ESCs)
para su correcto desarrollo hasta ubicarse en la region 2b. En la region 2b se localizan otro
tipo de células madre somaticas, las células madre foliculares (FSCs, Folicular Stem Cells),
las cuales daran origen a las células precursoras foliculares que posteriormente constituiran
las células foliculares FCs que comenzaran a cubrir al quiste germinal con una monocapa de
células para que éste finalmente quede completamente aislado formando asi la primera

camara ovarica que pueda iniciar su desarrollo en la regién 3, el cual es también el primer
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estadio de la ovogénesis E1 al cual le precede el segundo estadio E2 y asi sucesivamente

hasta concluir la ovogénesis en el estadio E14 (Hsu y Drummond, 2011).

@E80D Células del filamento terminal (TF) Células de la caperuza (CCs) = células madre foliculares (FSCS)

. Célulamadre germinal (GSC) #W, Células acompafiantes

. ul | % células foliculares
Célula germinal
f Quistes germinales

R1 R2a R2b R3

Figura 13. Anatomia del germario en Drosophila melanogaster. Region 1. Células del filamento terminal (TF),
células de la caperuza (CCs), células madre acompariantes (GSCs) y células madre germinales (GSC). Regi6n
2a: quiste germinal en desarrollo, borde entre las regiones 2a y 2b: células madre foliculares (FSCs). Region
2b; quiste germinal rodeado por células foliculares (FCs). Region 3; primer camara ovarica (primer estadio de
ovogénesis), constituida por células nodrizas y el ovocito rodeado por células foliculares (Gonzalez-Marin et
al., 2023).

2.2.6 Ovogénesis en Drosophila melanogaster

El proceso de ovogénesis inicia en el germario, proceso que se encuentra dividido
arbitrariamente, con base en criterios morfologicos en 14 estadios que van desde el estadio 1
(E1) al estadio 14 (E14) (Hsu y Drummond, 2011). La ovogénesis que lleva a cabo
Drosophila melanogaster es de tipo meroistica politrofica, en este tipo de ovogénesis las
células formadas por la ovogonia mantienen entre ellas conexiones citoplasmaticas mediante

la formacién de canales anulares (Hsu y Drummond, 2011).

El proceso de ovogénesis inicia en la region 1 del germario con la divisidén asimétrica de una
GSC (Fig. 13), una de las dos células resultantes permanecera anclada al nicho auto-
renovandose como GSC, la otra hija se dividira cuatro veces consecutivas para dar lugar a
un quiste germinal compuesto de 16 células y permaneceran conectadas a través de canales

anurales, resultado de una citocinesis incompleta (Bastock y St Johnston, 2008). Las células

60



germinales GSC contienen una estructura citoplasmatica esferica Ilamada espectrosoma, que
contiene componentes del citoesqueleto de la submembrana. En la primera division de una
GSC, el espectrosoma es heredado por una de las dos celulas hijas, que dara origen al quiste
germinal, cuando las 16 células de los quistes germinales se dividen por mitosis, dentro de
éstas, se forma una estructura ramificada derivada del espectrosoma, llamada fusoma, que se
construye asimétricamente. Esta estructura siempre crece desde el huso de una de las
primeras células de la primera division y atraviesa los canales anulares de las células (Bastock
y St Johnston, 2008).

El fusoma controla la orientacion de las divisiones, provocando que el quiste contenga 8
celulas con un anillo, 4 células con dos anillos, 2 células con cuatro anillos y 2 células con
tres anillos. La célula que contenga la mayor cantidad de fusoma durante la primera division,
sera la que se convertira en el ovocito (Tootle y Spradling, 2008). Al entrar a la regién 2a
del germario el quiste germinal es envuelto por células acompafiantes Ecs (Escort Cells),
cuya funcion es proporcionar un microambiente adecuado en su diferenciacién. En su paso
de la region 2a a la 2b del germario, el quiste germinal pierde su unién con las Ecs, una
monocapa de células foliculares FCs comenzaran a envolver y rodear al quiste germinal,
formando la primera camara ovarica que le proporciona un microambiente necesario para el
desarrollo del ovocito. En el momento en que el quiste ha sido rodeado por células foliculares,
los marcadores de destino celular y de emparejamiento de cromosomas meiéticos se
restringen a la célula que se convertirda en el ovocito que iniciard la meiosis (Tootle y
Spradling, 2008).

La meiosis inicia en la region 2a del germario, lugar donde pueden ser visualizados ovocitos
que se encuentran en la fase de paquiteno lo que indica que los DBS mei6ticos se inducen en
esta region y son reparados antes de la regién 3 (Jang et al., 2003; Staeva-Vieira et al., 2003,
Gorski et al., 2004). La meiosis avanza hasta ser arrestada en la profase I, en el estadio 5 de
la ovogénesis. En el estadio 13, se reanuda la meiosis y progresa hasta metafase | para
detenerse en el estadio 14 y se mantiene asi hasta la activacion del ovocito (Von-Stetina y
Orr-Weaver, 2011). La activacion ocurre como consecuencia de presiones mecanicas que
tiene el ovocito durante su paso por el oviducto y no como en el caso de los mamiferos donde

la activacion depende de la fertilizacion (Tootle y Spradling, 2008; Hsu y Drummond, 2011).
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Las 15 células restantes del quiste germinal se diferenciaran en células nodrizas con
capacidad endoreplicadora (mitosis incompletas). Este tipo de células presentan un
metabolismo muy activo con el objetivo de sintetizar principalmente ARNS, tanto
ribosdmicos como mensajeros y proteinas que se transportaran hacia el ovocito. Como
consecuencia de la endoreplicacion se forman células con nucleos gigantes y con presencia

de 512 ejemplares cromosomicos (de Cuevas et al., 1996).

La formacion de la primera cadmara ovérica concluird en la region 3 del germario,
constituyendo el primer estadio de la ovogénesis (Fig. 13). Una vez que esta camara sale del
germario, comenzara a aumentar de volumen antes de que inicie el proceso de vitelogénesis
(acumulacion de proteinas en el ovocito). Durante el estadio 2 al 7, el citoplasma aumentara
considerablemente de tamafio tanto en el ovocito como las células nodrizas (Tootle y
Spradling, 2008; Hsu y Drummond, 2011). Las células foliculares continuaran dividiéndose
para conservar una monocapa que recubra a la camara ovarica debido a que ésta comenzara
a aumentar de tamafo. En el estadio 7, las células foliculares dejaran de dividirse siendo un

total de 1000 células que rodearan finalmente a la camara ovéarica (Hsu y Drummond, 2011).

En el estadio 8, se llevara acabo el inicio del proceso de vitelogénesis que concluira en la
etapa 12 de la ovogénesis. Las células foliculares produciran proteinas vitelinas que seran
absorbidas por el ovocito. En la etapa 9, un grupo de 6 a 10 células polares del epitelio
folicular que reciben el nombre de células del borde, migran de la parte anterior de la camara
ovarica a la parte anterior del ovocito (Tootle y Spradling, 2008). En la etapa 10a, con una
gran cantidad de nutrientes acumulados el ovocito comenzara a aumentar de tamarfio
ocupando la mitad del volumen de la camara ovérica (Hudson y Cooley, 2014).
Posteriormente, en la etapa 10b, en presencia de prostaglandina, las células nodrizas se
prepararan para llevar a cabo la transferencia de su citoplasma al ovocito, que concluira en
la etapa 11, produciendo filamentos de actina unipolares, que servirdn como una red para
evitar que los nucleos de las células nodrizas bloqueen los canales de actina o pasen al ovocito
(Huelsmann et al., 2013).

Después de transferir su citoplasma al ovocito, las células nodrizas moriran por apoptosis
(Jenkins et al., 2013). Las células foliculares que se localizan en las partes dorsal y ventral

de la cdmara comenzaran a migrar de forma centripeta para cubrir al ovocito y separarlo de
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las células nodrizas (Hudson y Cooley, 2014). Las células del borde posteriormente formaran
el micrépilo, estructura que asegura la entrada del espermatozoide para la fertilizacion del
ovocito (Silver et al., 2005).

Una vez concluida la etapa de vitelogénesis, iniciara el proceso de coriogénesis, en el cual
ocurrird la formacion del corién, una estructura que cubrird y dard proteccion al ovocito
maduro. Las células foliculares sintetizaran la proteina coridnica desde el estadio 1, la cual
dejara de sintetizarse hasta el estadio 14, cuando el huevo este completo y listo para ser

ovipositado por la hembra (Tootle y Spradling, 2008; Hsu y Drummond, 2011).

2.2.7 Drosophila como organismo modelo en estudios de reprotoxicidad

Drosophila melanogaster tiene una alta homologia anatomica en 6rganos con funciones
equivalentes a la de los mamiferos, incluidos el cerebro, el sistema nervioso periférico,
el corazon, el sistema de traquea (similar al pulman), el eséfago, los tibulos de Malpighi
(similares a los rifiones), intestino y génadas (Ugur et al., 2016). En el ovario de D.
melanogaster se puede estudiar el ciclo celular, los mecanismos de respuesta y reparacion
de dafio al ADN, la muerte celular, diferenciacion y desarrollo de las células madre
(Velentzas et al., 2015), por lo que, la ovogenesis es una valiosa herramienta para elucidar
una amplia gama de procesos morfoldgicos, bioguimicos y genéticos (Horne-Badovinac
y Bilder, 2005; Bilder y Haigo, 2012). Por su corto periodo generacional y abundante
descendencia que se obtiene de Drosophila melanogaster, este organismo se ha usado en
pruebas de reprotoxicidad, para obtener informacion acerca de los impactos en el aparato
reproductor de hembras y machos por las similitudes que presentan con los mamiferos
(Tiwari et al., 2011), asi como de las implicaciones transgeneracionales a largo plazo

originados por estresores ambientales (Roote y Prokop, 2013).

Una variedad de estudios se ha enfocado en evaluar las alteraciones bioguimicas,
morfologicas e histologicas en testiculos y ovarios de Drosophila melanogaster y el

desarrollo de su progenie cuando éstas son expuestas a contaminantes ambientales,
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especialmente a plaguicidas (Nazir et al., 2001; Mukhopadhyay et al., 2006; Gupta et al.,
2007; Avanesian et al., 2009).

Un estudio conducido por Nazir et al. (2001) evidencia reduccién del 100 % en la tasa de
eclosion de embriones ovipositados por hembras de Drosophila expuestas a 3000 ppm de
clorpirifos durante 24 h. La cipermetina decrece 30 % de la tasa de fertilidad de hembras
expuestas durante estadios larvarios a 0.02 ppm por 30 minutos (Mukhopadhyay et al., 2006).
Vogel et al. (2015) reportan disminucion en las tasas de fertilidad y apareamiento de machos
expuestos a 2, 20 ppb y 2, 20 ppm de azatrina por 7 dias. La administracion de 10, 20, 40,
80, 100 pug/mL de fluoruro sodico en hembras expuestas por 24 h, causa alteraciones en la
morfologia de los ovarios de (Khatun et al., 2017). La exposicion de atrazina (20 mg/L) y el
bisphenol (10 mg/L) por 96 h en hembras de Drosophila adultas disminuyen el tamafio de los
ovarios, el nimero de ovocitos maduros, las tasas de fecundidad y fertilidad (Vimal et al.,
2019).

Las concentraciones de 2, 4, 8 y 16 ug/mL del insecticida tiametoxam en hembras de
Drosophila adultas durante 24 h disminuye las tasas de fecundidad, fertilidad y de eclosion
embrionaria (Li et al., 2020). En larvas expuestas a 6 pg/mL de acefato presentan en etapa
adulta alteraciones en la estructura de los testiculos y en la viabilidad de células germinales
(Mandi et al., 2020). Estadios de pupa expuestas con 21.45 y 39 ug/pupa de tiametoxan en el
adulto, reducen los niveles totales de carbohidratos y glucégeno en el ovario y las tasas de
fecundidad y fertilidad (Kissoum et al., 2020). El tratamiento con 0.5, 1.0, y 2.0 g/L del
glifosfato durante 7 dias acota el tamafio de los ovarios de hembras de Drosophila (Muller et
al., 2021).

2.2.8 Estudios toxicoldgicos realizados en Drosophila

Drosophila melanogaster ha sido utilizada en diferentes investigaciones toxicoldgicas para
determinar los posibles riesgos y consecuencias de los contaminantes en organismos no
blanco. El Centro Europeo para la Validacion de Modelos Alternativos (CEVMA) ha
recomendado el uso de Drosophila como organismo modelo en estudios de toxicidad

(Sharma et al.,, 2012 Abolaji et al., 2015). Recientemente, ha surgido el término

64



Drosophotoxicologia (“Drosophotoxicology”) por la implementacion de Drosophila
melanogaster en toxicologia en diferentes estadios (embrion, larvas, pupas y adultos)
(Affleck y Walker, 2019), para evaluar los contaminantes ambientales (de Santana et al.,
2018), como el mercurio (Gonzélez-Marin, 2018), plomo (Hirsch et al., 2003), arsénico
(Ortiz et al., 2009), nanoparticulas de metales (Alaraby et al., 2019) y plaguicidas
(Castafieda-Sortibran et al., 2019; Gonzélez-Marin et al., 2021; Gonzalez-Marin et al.,
2023).

La administracién de 100, 120, 140, 160, 180 y 200 ug/m del insecticida fluorado criolita
durante 10 dias, incrementa la duracién de los estadios de larvas a pupa y reduce el tamafio
de las larvas y la tasa de sobrevivencia (Podder y Roy, 2014). El insecticida diclorvos a las
concentraciones de 0.15, 1.5 y 15.0 ng/ml durante 48 h induce aumento en la produccion de
ERO, en el contenido de MDA, de la actividad de SOD y CAT y dafio en el ADN en células
intestinales de moscas adultas (Mishra et al., 2014). El tratamiento con 2, 20 ppb y 2,
20 ppm de atrazina durante 5 dias prolonga el tiempo de desarrollo de larvas a pupas
reduciendo las tasas de eclosion y sobrevivencia (Marcus y Fiumera, 2016). La exposicion
a 25, 30, y 40 mM de paraquat durante 8 dias, aumenta la produccién de MDA, desciende
el contenido de GSH y ocasiona deterioro locomotor y neurodegeneracion en machos
(Nivedhita et al., 2017).

Larvas alimentadas con 1 pl/larva de azadiractina durante 24 h, presentan retraso en el
desarrollo de larvas y pupas, reduccién en la tasa de supervivencia y malformaciones
congénitas (Ferdenache et al., 2019). Las concentraciones de 0.22, 1.12, 2.24, 11.2y 22.4
% de la mezcla del acido 2,4-diclorofenoxiacético y picloram utilizados como herbicida,
disminuye la tasa de sobrevivencia, afecta el desarrollo y locomocién de larvas de
Drosophila (Leéo et al., 2019). Larvas expuestas a 6.75 pg/mL del insecticida tiametoxam
durante 24 h, desciende la tasa de eclosion, provoca retraso en el desarrollo, alteraciones en
el desarrollo ocular y dafio al ADN en larvas de Drosophila (Li et al., 2020). Young et al.
(2020) reportan que larvas expuestas a 0.04, 0.08, 0.12 y 0.2 ppm del insecticida
imidacloprid durante la fase larvaria modifica la actividad locomotora, el comportamiento
de cortejo y apareamiento de los adultos. La flubendiamida a 0.001, 0.01, 0.1 y 1 mM

durante 24, 48 y 96 h disminuye significativamente la actividad locomotora e induce
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fragmentacion del ADN de las larvas de Drosophila (Cigerci et al., 2023).

2.2.9 Dario en el ADN en Drosophila melanogaster

Se ha demostrado que Drosophila es un excelente organismo modelo para descifrar de
respuestas dafio del ADN, la detencion del ciclo celular, la reparacion del ADN, la
senescencia y la apoptosis (Sekelsky, 2017). En respuesta a agentes que dafian el ADN las
células activan vias DDR por sus siglas en ingles que consiste en un conjunto de proteinas
conservadas evolutivamente que funcionan como sensores, transductores y efectores ante el
estrés genotdxico (Marechal y Zou, 2013). En Drosophila, las lesiones en el ADN son
detectadas mediante sensores como el complejo proteico MRN. Estas proteinas activan las
quinasas ATM (ataxia-telangiectasia mutada o fusion de telomero en Drosophila (Tefu)) y
ATR (relacionada con ATM y Rad3 o meiotica-41 en Drosophila (Mei41)) (Marechal y Zou,
2013) que responden ante la induccion de DBS y SSB, respectivamente (Khan et al., 2019).
ATM/Tefu y ATR/Mei-41 activados fosforilan una serie de sustratos, como las gquinasas
posteriores Chk1/Grapes (Grp) y Chk2/Mnk, que regulan la detencién del ciclo celular, la
reparacion del ADN vy la apoptosis (Brodsky et al., 2000; Song et al., 2004).

Un namero considerable de mutantes deficientes en genes implicados en la respuesta y
reparacion de dafio al ADN se han generado en Drosophila (Laurencon et al., 2003; Hernando
et al., 2004; Laroque et al., 2007Andersen et al., 2009). Y se han empleado en la evaluacién
del potencial genotéxico y mutagénico de diversos compuestos quimicos incluidos los
plaguicidas (Siddique et al., 2005, 2008; Li et al., 2015).
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2.2.10 Via ATM/ATR en Drosophila

2.2.10.1 Tefu (telomere fusion)

En Drosophila melanogaster ATM es codificado por el gen telomere fusion (tefu) fue
reconocido por primera vez por su papel esencial en el mantenimiento de los telomeros
(Queiroz-Machado et al., 2001). Esta ubicado en el brazo derecho del tercer cromosoma,
codifica para una proteina de 2767 aminoacidos. Tefu contiene un dominio quinasa
relacionado con PI(3)K ubicado en la region C-terminal, asi como dos regiones que flanquean
este dominio catalitico, denominadas FAT y FATC (Bi et al., 2004; Silva et al., 2004; Song
et al, 2004). También, contiene en su region N-terminal multiples secuencias HEAT
repetidas (originalmente llamadas asi por su presencia en Huntingtina, factor de elongacion
3, subunidad reguladora alfa de la proteina fosfatasa 2A y TOR1) que se pliegan en grandes
estructuras helicoidales que se cree, actian como andamios para el ensamblaje
macromolecular de grandes complejos de proteinas implicadas en la reparacion del daio
(Oikemus et al., 2004).

Estudios estructurales realizados en Drosophila sugieren que cuando se produce una DBS,
los dominios FAT y FATC experimentan cambios conformacionales que alteran la estructura
de tefu, lo que le permite el acoplamiento y reconocimiento del dafio en el ADN (Bi ef al.,
2005). Ademas, se ha demostrado que el dominio FATC interactiia con la proteina Tip60,
histona acetiltransferasa que también participa en la activacion de tefu (Sekelsky et al.,
2000b). La activacion de tefu conlleva al reclutamiento de proteinas implicadas en la
reparacion del dafio al ADN y detencion del ciclo celular principal pero no exclusivamente
en las fases G1/S a través de una cascada de fosforilacién que involucra a la variante de la
histona YH2AX (en mamiferos) y YH2AV (en Drosophila), la quinasa loki (en Drosophila) y
Chk2 (en mamiferos) y el supresor tumoral p53 (Shiloh, 2003; Song et al., 2004).
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2.2.10.2 Mei-41 (meiotic 41)

Meiotic 41 (mei-41) es el ortélogo de Drosophila de la quinasa ATR (mamiferos), conocido
por regular los puntos de control del ciclo celular dependientes del dafio de cadena sencilla
del ADN vy horquillas de replicacion estancadas (Hari et al., 1995, Sekelsky et al., 1998).
Mei-41 esta localizado en el cromosoma X de Drosophila y codifica para una proteina de
2517 aminoécidos. Al igual que ATR, Mei-41 es una serin/treonin proteina quinasa que
activa la sefalizacion de puntos de control sobre dafio genotoxico como la radiacion ionizante
(IR), la luz ultravioleta (UV) o el estancamiento de la replicaciéon del ADN, actuando, asi
como un sensor de dafio al ADN. Su sustrato mejor caracterizado es grappes (en Drosophila)
y Chk1 (en mamiferos) lo que inhibe colectivamente la replicacion y la mitosis promoviendo

la reparacion y recombinacion (McKim et al., 2000; Brady et al., 2018).

2.2.10.3 Grp (grappes)

El homologo de Chkl1 en Drosophila es grappes (grp) se identifico como un gen de efecto
materno necesario para la progresion normal del ciclo celular durante las divisiones nucleares
que preceden a la celularizacion en el embrion. EL gen grp estd localizado en el brazo
izquierdo del cromosoma 2 y codifica para una proteina de 512 aminoécidos (Takada et al.,
2007). Es una serin/treonin-proteina quinasa que se requiere para la detencion del ciclo
celular mediado por puntos de control y la activacion de la reparacion del ADN en respuesta
a la presencia de dafio al ADN o ADN no duplicado. También puede regular negativamente
la progresion del ciclo celular durante los ciclos celulares no perturbados. Ademas, de
fosforilar a la fosfatasa CDC25, promoviendo su degradacion, lo que resulta en el aumento
de la fosforilacion inhibidora de tirosina de los complejos de Cdkl-ciclina y
consiguientemente el bloqueo de la progresion del ciclo celular (Bartek ef al., 2001; Su, 2006;

Antoni et al., 2007; Klattenhoff et al., 2007).
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2.2.10.4 Loki (localized ovarian kinase)

Al igual que los vertebrados, el homélogo de Drosophila Chk2/loki es uno de los sustratos
mejor caracterizados de tefu/ATM. Loki o lok (localized ovarian kinase) se encuentra
localizado en el brazo izquierdo del segundo cromosoma, codifica para una proteina de 52
kDa de 459 aminodacidos. La activacion de lok/Chk?2 depende de su fosforilacion en el residuo
(Thr 68) dependiente de tefu/ATM, una vez activa loki/Chk2 fosforila diversos sustratos,
incluyendo Cdc25, E2F1, p53, BRCAI1, PP2A, HuR, FOXOI1 y Tau, afectando una amplia
gama de procesos celulares, incluidos los puntos de control del ciclo celular, la reparacion
del ADN y la apoptosis (Bartek et al., 2001; Masrouha et al., 2003; Dozier et al., 2004; Zhang
et al., 2004; Pommier et al., 2006; Abdelmohsen et al., 2007; Antoni et al., 2007; lijima-
Ando et al., 2010).

2.2.10.5 Dp53

Drosophila melanogaster tiene un solo miembro de la familia p53 en comparacion con los
tres miembros de los mamiferos (p53, p63 y p73), lo que ha facilitado su estudio (Brodsky et
al., 2000; Ollmann ef al., 2000). Dp53 esta localizado en el brazo derecho del cromosoma 3
y codifica para una proteina de 495 aminoacidos. Esta proteina al igual que en mamiferos
estd implicada en la respuesta ante el dafio al ADN y es regulada a través de las quinasas
tefu/loki (ATM-Chk2), al igual que por mei-41/grp (ATR/Chk1), la activacion de p53 ante
la respuesta al dano al ADN, provoca la detencion del ciclo celular y la apoptosis celular
(Brodsky et al., 2000; Ollmann et al., 2000; Sekelsky et al., 2000b; Derry et al., 2001;
Schumacher et al., 2001).

2.3 Histona 2 yYH2AX

La proteina H2AX es un miembro de la familia de la histona H2A, una de las cinco familias
de las histonas que empaquetan y organizan el ADN eucariota en la cromatina. La subunidad
basica de la cromatina, el nucleosoma, consiste en un nticleo de ocho proteinas, dos de cada

una de las familias de H2A, H2B, H3 y H4, que son rodeadas con aproximadamente 147pb
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de ADN y una quinta histona de la familia H1. Esta tltima actiia como un puente enlazador

de ADN entre los nucleosomas.

La variante H2AX constituye del 10-15 % del total de las variantes de H2A y difiere de H2A
debido a que contiene una region extendida en su dominio C-terminal (Bartova ef al., 2008).
La proteina YH2AX se localiza en la cromatina que flanquea rompimientos de doble cadena,
provocando la movilizacién de las proteinas de sefnalizacion que llevan a cabo la reparacion
del dafio hacia ese sitio (Watters et al., 2009). En este sentido, la modificacion a la cromatina
mas importante en respuesta a DSB (Rogakou et al., 1998) o a horquillas de replicacion
estancadas es la fosforilacion de la variante de la histona H2AX, en un residuo de serina
conservado cercano al extremo C-terminal de la molécula (Ser-139), generando asi a la
variante YH2AX en mamiferos y en D. melanogaster yH2AV (Rogakou et al., 1998, 1999;
Madigan et al., 2002; Cowell et al., 2007).

La fosforilacion de YH2AX no se limita al sitio donde ocurri6 la lesion, sino que se expande
bidireccionalmente en una region extensa de cromatina a su alrededor (1 — 2 Mb de

cromatina conteniendo ~2000 moléculas de YH2AX) (Rogakou et al., 1998; Rogakou et al.,
1999), no siendo la expansion necesariamente simétrica en torno a la lesion. Esto permite

que estas regiones puedan ser immunodetectadas en forma especifica como “foci” (sitios) de
YH2AX microscopicamente visibles (O~ 0.4 — 1.0 um) empleando microscopia de

fluorescencia (Hatkevich et al., 2021). La modificaciéon de H2AX en respuesta a la induccion
de dafio es un mecanismo evolutivamente conservado desde levaduras a seres humanos. Se
ha evidenciado que, aunque la presencia de YH2AX no es requerida para el reconocimiento
inicial del dafio, es critica para un reclutamiento eficiente y/o la retencion de factores de
reparacion (Downs et al., 2004). La fosforilacion de H2AX a YH2AX en los sitios de lesion
es mediada por ATM, ATR y DNA-PK. Se ha postulado que ATM es la principal quinasa
implicada en la fosforilacion de H2AX durante DSB, mientras que ATR y DNA-PK juegan

un rol secundario (Burma et al., 2001).

La activacion de YH2AX inicia cuando el complejo MRN recluta ATM hacia los extremos
de ADN rotos mediante multiples interacciones directas proteina-proteina, que contribuyen

ademas con su activacion (Lee y Paull, 2005). En lo que respecta a ADN-PK, la holoenzima
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se forma luego del reclutamiento de la subunidad catalitica de ADN-PK (DNA-PKcs) por
parte del heterodimero Ku70/Ku80, componente importante del sistema de reparacion NHEJ
(Falck et al., 2005). En cualquier caso, la fosforilacion de yYH2AX facilita el reclutamiento y
ensamblado en los foci, proteinas de sefialamiento del dafio, control del ciclo celular y
reparacion del ADN. En contraposicion, en los lugares de horquillas de replicacion
estancadas, la fosforilacion de H2AX es mediada por ATR (Ward y Chen, 2001). ATR es
activada por las regiones de ssADN asociadas a bloqueos de la replicacion, a través de su
reclutamiento via ATRIP (Cortez ef al., 2001). Finalmente, luego de la reparacion del dano,
la subunidad catalitica de PP2A inicia el proceso de desfoforilacion de YH2AX, lo que
promueve su remplazo por nuevas moléculas de H2AX no fosforiladas (Svetlova et al.,
2007), de esta manera las modificaciones de histonas y los cambios en la cromatina

inducidos durante el proceso de reparacion son revertidos (Chowdhury et al., 2005).

2.3.1 Histona 2 y-H2AV en Drosophila

Dosophila proporciona un modelo para estudiar la funcién de las variantes de histonas H2A
en mamiferos, debido a que contiene sélo una variante H2A, (H2AV) (van Daal et al., 1988,
van Daal y Elgin, 1992). La caracterizacion inicial de la variante H2AV revel6 que al igual
que H2AX, la region C-terminal se fosforila en respuesta a roturas de la doble cadena de
ADN (Madigan et al., 2002), similar a mamiferos, la fosforilacion de H2AV a yH2AV en los
sitios de lesion es mediada por Tefu/ATM, Mei 41/ATR y DNA-PK. La activacion de y-
H2AV también es dependiente del complejo MRN que se encarga del reclutamiento de Tefu
hacia los extremos de ADN rotos mediante multiples interacciones directas proteina-
proteina. Por lo que Tefu es la principal quinasa implicada en la fosforilacion de H2AV ante
la presencia de DSB, mientras que Mei 41/ATR y DNA-PK juegan un rol secundario (Burma
etal., 2001).
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Figura 14. Reclutamiento de proteinas ante la respuesta del dafio al ADN. El complejo MRN detecta los DSBs
y median en el reclutamiento de ATM/Tefu, que consecuentemente fosforila a H2AV/X. La fosforilacién de y-
H2AV/X conlleva al reclutamiento de proteinas asociadas con la respuesta y reparacion de dafio al ADN en el sitio
(Gonzalez-Marin, 2022).

2.3.2 Deteccion y visualizacion de YH2AX

La fosforilacion de H2AX a YH2AX se expande una distancia considerable (rango en Mb)
alrededor de la lesion, lo cual, ha permitido visualizar espacialmente las DSB como “foci”
(sitios) discretos en nucleos interfasicos o cromosomas mitdticos mediante anticuerpos
especificos marcados con fluor6foros que reconocen el residuo fosforilado de yH2AX. Esta
aproximacion es altamente sensible, permitiendo detectar DSB incluso cuando existen pocas
lesiones en el ADN (Costes ef al., 2010). Mediante la toma de imagenes por microscopia

laser confocal y el uso de programas de procesamiento de imagenes (como el FIJT o ImagelJ)
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puede determinarse, por ejemplo, el nimero de foci de YH2AX y o su colocalizacion y
distribucion en tamafo e intensidad de fluorescencia para determinar su expresion de manera
indirecta, asi como su correlacién espacial con otras proteinas (Dewey et al., 2020). Esta
metodologia ha complementado los métodos fisicoquimicos tradicionales de cuantificacion
de DSB basados en la reduccién en el tamafio de las moléculas de ADN asociado al dafio,
como la electroforesis en gel de células individuales (ensayo cometa) o la electroforesis en
gel de campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis, PFGE) (Rothkamm y Lobrich, 2003).
Por estos motivos, la deteccion y cuantificacion de YH2AX por inmunofluorescencia se ha
convertido en el procedimiento estandar para evaluar la induccion y reparacion de DSB,

generadas tanto directa como indirectamente (Hatkevich et al., 2021).

2.4 Ensayo cometa alcalino

El ensayo cometa 0 SCGE, es un método ampliamente utilizado para estudiar dafio al ADN
en células eucariotas, especificamente rompimientos de cadena doble (DSB) y sencilla
(SSB) en el ADN, sitios de reparacion retardada, asi como sitios alcali-labiles (ALS),
ocasionados por exposicion a xenobioticos (Tice et al., 2000). Ha sido aplicado en seres
humanos y organismos modelo como los roedores, pez cebra (Calderén-Segura et al., 2015,
2018) y la mosca de la fruta (Tiwari et al., 2011). El ensayo cometa fue introducido en
1984 por Ostling y Johanson, y se caracterizé por una lisis y electroforesis neutra (pH =
7) que solamente permitia visualizar roturas de doble cadena. Posteriormente, Singh et al.
(1988) introdujeron la version alcalina, modificando el pH de la lisis (pH~10) y
electroforesis (pH>13), lo que permitié un mejor desenrollamiento del ADN, el incremento
en la movilidad y visualizacién de los fragmentos de ADN originados por DSB, SSB y
ALS (Singh et al., 1988).

Segun Tice et al. (2000), los parametros que se utilizan en el ensayo cometa son:

Longitud de la cauda (“Tail length”): mide la migracion del ADN. Esta relacionada con
los tamafios de fragmentos del ADN vy sera proporcional al nivel de SSB y DSB. Este
parametro mide la distancia desde el perimetro de la cabeza del cometa, hasta la ultima

sefial visible de la cauda y se expresa en unidades absolutas (um o pixeles). La
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desventaja que presenta es que se ha evidenciado que, a dosis altas de exposicion, la

longitud de la cauda no aumenta, pero se sigue saturando de fragmentos de ADN (Mgller
et al., 2014).

a)

b)

Intensidad de la cauda (“Tail intensity or Tail DNA %”): Se calcula con base en la
proporcion entre la intensidad de luz emitida por la cola y la intensidad total del
cometa (cabeza y cauda), indicando la cantidad de ADN presente en la cauda.
Facilita la interpretacion del dafio genético, al establecer valores relativos
porcentuales (0 a 100 %) que conceptualizan mejor la idea del dafio, este parametro
ha sido empleado frecuentemente en estudios de monitoreo biol6gico (Zufiiga,
2009).

Momento de la cauda (“Tail momento”): el Tail moment es una referencia de la
medida de la longitud de la cauda multiplicado por la cantidad de ADN en la
misma. Mientras que, el “Olive tail momento” (OTM) es el producto de la
intensidad de la cauda y la distancia desde el centro de masa de la cabeza y de la
cola. Los centros de masa son el punto que deja la mitad de la intensidad a la
derecha y la otra a la izquierda. Se expresa en micrometros o porcentaje y se
considera atil para describir la heterogeneidad dentro de una poblacién celular,
debido a que se pueden detectar variaciones en la distribucion de ADN dentro de
la cauda (Olive etal., 1990).

Aungue el momento de la cauda es el mejor pardmetro para evaluar el dafio al ADN resulta

dificil que sea utilizado para comparaciones entre laboratorios (Rosenberger et al., 2011),

debido a que los centros de masa dependen de lascondiciones de electroforesis (por

ejemplo: el tiempo de electroforesis), de los algoritmos utilizados por los softwares para su

definicién y de la calibracion de los equipos (Collins et al., 2008). Bajo estas

consideraciones y ademas de que tiene un comportamiento lineal con la dosis, se ha

sugerido el uso de la intensidad de la cauda como medida estadistica para evaluar el dafio
al ADN (Ceschi-Bertoli et al., 2020).
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Figura 15. Ejemplo de un cometa (nucleo con fragmentacion del ADN). Célula ovarica de Drosophila
melanogaster (Gonzalez-Marin et al., 2021).

Dentro de las ventajas que ofrece el ensayo cometa alcalino, se encuentran su gran
capacidad de detectar dafio a bajas concentraciones de exposicion al xenobidtico, el
uso de un tamafo pequefio de muestra, la rapida realizacion del estudio, el andlisis de
datos a nivel de células individuales que permite observar respuestas mixtas de las células
en la poblacion y un costo relativamente bajo (Tice et al., 2000; Zeljezic y Garaj-Vrhovac,
2001).

Desde su introduccion, el ensayo cometa ha sido utilizado en ensayos in vitro e in vivo,
pero en los Ultimos afios, se ha implementado en Drosophila melanogaster para evaluar
la genotoxicidad de compuestos quimicos (Gonzalez-Marin et al., 2021). También, es un
método aplicado en plantas, organismos terrestres y acudticos, para evaluar riesgo
ambiental (Calderon-Segura, 2015: Ku-Centurion et al., 2016).
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111 JUSTIFICACION

Los plaguicidas son compuestos quimicos sintéticos utilizados en campos agricolas y
forestales como herbicidas, fungicidas e insecticidas, destinados para prevenir, controlar y
erradicar vectores de enfermedades en cultivos, animales y seres humanos. Contaminan
suelos, mantos acuiferos y la atmdsfera, ademas, son tdxicos para multiples organismos,

incluyendo a los seres humanos (Valdéz-Salas et al., 2000, Wu et al., 2018).

Actualmente, la poblacion mexicana esta expuesta a diversas fuentes de contaminacion, pero
una de las mas dafiinas es la exposicion a plaguicidas, esta puede ser a través del consumo
de agua y alimentos contaminados con residuos de agroquimicos, sus metabolitos 0 ambos,
que constituyen factores de riesgo para la salud (Calderén-Segura et al., 2015, 2018).
Diversos agroquimicos han mostrado dafiar el ADN tanto in vivo como in vitro, inducir estrés
oxidante y alteraciones el sistema reproductor (Gonzalez-Marin et al., 2021; Gonzalez-Marin
et al., 2023). Las modificaciones en la estructura del ADN pueden ser rompimientos de una
0 dos hebras del genoma, oxidacion de sus bases entre otros (Carbajal-Lopez et al., 2016).
No obstante, si el dafio al ADN no es reparado, se modifica la integridad del genoma, lo cual
es vital para la homeostasis y el funcionamiento celular (Bassil et al., 2007; Calderon-Segura
etal., 2018).

En México, no hay estadisticas confiables sobre la cantidad total de intoxicaciones que se
producen por plaguicidas, debido a que no se reportan y cuando se registran no se exige que
se identifique el tipo de compuesto quimico causante de la intoxicacion (Carbajal-Lopez et
al., 2016). Lamentablemente, en el ser humano las alteraciones se determinan cuando éstas
ya han ocurrido, ademas, por razones éticas no es posible realizar experimentacién en él, por
ello, y con el fin de detectar dafio en el genoma y su repercusion en el sistema reproductor
por agroquimicos, se han desarrollado modelos bioldgicos tales como los roedores, pez cebra
y la mosca de la fruta, los cuales han resultado ser organismos muy adecuados para aplicar
diversos biomarcadores genotoxicos como el ensayo cometa alcalino y la fosforilacion de la
histona 2 yYH2AX mediante los cuales se detecta dano en el ADN (Sekelsky, 2017; Hatkevich
etal., 2021).
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Drosophila se ha establecido como un excelente organismo recomendado por el Centro
Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos (ECVAM) para investigacion y pruebas
en toxicologia (Rajak et al., 2018). Se ha utilizado para realizar estudios de reprotoxicidad
(Mirzoyan et al., 2019; Cohen et al., 2021). Adicionalmente, el ovario de Drosophila ha
funcionado como un sistema modelo para caracterizar los mecanismos de respuesta y
reparacion del dafio al ADN, especificamente el germario, lugar de residencia de las células
madre germinales (GSC) y sitio de division, diferenciacion y formacion del ovocito, y en el
cual de forma programada se generan roturas de doble cadena (DBS), durante el proceso de
recombinacion meidtica (Hatkevich et al., 2021). Un ndmero considerable de mutantes
deficientes en genes implicados en la respuesta y reparacion de dafio al ADN se han generado
en Drosophila (Laurencon et al., 2003; Hernando et al., 2004; Laroque et al., 2007; Andersen
et al., 2009), empleados en la evaluacion del potencial genotdxico y mutagénico de diversos

compuestos quimicos como los plaguicidas (Siddique et al., 2005, 2008; Li et al., 2015).

Con tales antecedentes y en vista de los pocos estudios geno y reprotéxicos de los insecticidas
cetoenoles Movento® 240SC y Envidor® 240SC, la presente investigacion analizo el dafio
en el ADN vy estrés oxidante inducido por los insecticidas comerciales cetoenoles Movento®
240SC y Envidor® 240SC en los ovarios de Drosophila melanogaster y los mecanismos de

respuesta al dafio al ADN mediante el uso de cepas mutantes.

IV HIPOTESIS

Si los insecticidas cetoenoles han demostrado inducir dafio en el ADN Yy estrés oxidante en
algunos organismos, entonces estos mismos efectos se observaran en el ovario de D.
melanogaster expuestos a los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y Envidor® 240SC
visualizados con el incremento significativo de los biomarcadores genotoxicos: el ensayo
cometa alcalino y la fosforilacion de la histona YH2AV vy alteraciones en la expresion de
antioxidantes endogenos y sus efectos en la proliferacion y diferenciacion de las células

germinales mediante el uso de cepas mutantes.
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V OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar el dafio en el ADN y estrés oxidante en el ovario de Drosophila melanogaster, asi
como su impacto en la proliferacion y diferenciacion de las células germinales, causado por

los insecticidas comerciales cetoenoles Movento® 240SC y Envidor® 240SC.

Objetivos especificos

1) Realizar experimentos preliminares para determinar las concentraciones de los
insecticidas Movento® 240SC y Envidor® 240SC, en hembras de D. melanogaster
silvestre (Oregon R) via oral por 72 h, para determinar las concentraciones adecuadas
que induzcan dafio en el ADN detectado mediante el ensayo cometa alcalino.

2) Determinar si la induccion de dafio al ADN es via estrés oxidante cuantificando la
actividad de enzimas antioxidantes y marcadores de estrés oxidante en hembras de
Drosophila melanogaster silvestre expuesta y no expuesta a los insecticidas
Movento® 240SC y Envidor® 240SC.

3) Determinar mediante el uso de cepas mutantes los mecanismos implicados en la
respuesta al dafio al ADN inducido por insecticidas Movento® 240SC y Envidor®
240SC.
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VI MATERIALES Y METODOS

6.1 Generacion de cepas mutantes de Drosophila melanogaster

En la Tabla IX, se describen las cepas de D. melanogaster utilizadas en los ensayos de

exposicion a diferentes concentraciones de los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y

Envidor® 240SC. Las cepas ATR™2%0 Chk19%/Chk2'% y Chk19" las generamos en el

laboratorio a través de esquemas de apareamiento tal como se muestran en las Figura 16, 17

y 18. Todas las cepas fueron mantenidas a 25 °C + 2 C, en viales con medio de cultivo

estandar a base de levadura, agar, sacarosa y harina.

Tabla IX. Cepas de Drosophila melanogaster utilizadas en los esquemas de tratamiento con
los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y Envidor® 240SC.

Genotipo en el Genotipo? Caracteristica
escrito

Oregon R + Cepa silvestre competente en todos los
mecanismos de respuesta al dafio del ADN.
ATME w; tefu e® [b%] Mutante deficiente en la proteina cinasa tefu
(telomere fusion) homélogo de ATM en

mamiferos
ATR™eH-29D Mutante deficiente en la proteina cinasa
w; mei-412°P/y{UASp41} mei- mei-41 (meiotic 41) ortdlogo de ATR en

41%%P; p {mto} /+ mamiferos.

Chk19/Chk2'¢  w/+; grp?® lok3%/grp?®11ok®®  Mutante deficiente en las proteinas cinasas:
grp (grappes) y lok ((localized ovarian
kinase) ortlogos respectivamente, de Chk1
y Chk2 en mamiferos.

Chk19 w/+; grp?°%/grp#t7o Mutante deficiente en la proteina cinasa grp
(grappes) ortélogo de Chk1 en mamiferos.
p53dps3 y! wilis; p535A-1-4 Mutante deficiente en la proteina dp53

(supresor tumoral) ortélogo de p53 en
mamiferos

Los organismos los generamos en el laboratorio de Jeff Sekelsky, en la Universidad de

Carolina del Norte.
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w mei-412°/ y {UASp:: mei-41} mei-41%°

Figura 16. Esquema de apareamiento para la generacion de la cepa mutante mei-41°°??°? (ATR) (Gonzalez-

Marin, 2022).

F1

w/+; grp*®, lok*® / grpz®'?, lok™

w; grp2”, lok* / cyo; P {Act:GFP } X w; grpz®'™, lok*® / cyo; P {Act:GFP }

Figura 17. Esquema de aparecamiento para la generacion de la cepa doble mutante grp
(Chk1/Chk2) (Gonzélez-Marin, 2022).
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w; grp®° / cyo; P {Act:GFP } X  w grpz® / cyo; P {Act:GFP }

F1

w/+; grp?® / grpz®'"°

Figura 18. Esquema de apareamiento para la generacion de la cepa mutante grp?*#!7% (Chk1) (Gonzalez-Marin
2022).

6.2 Elaboracién de alimento mas soluciones patrén

Los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC (con Spirotetramat como ingrediente activo
(cis-4-(etoxicarboniloxi)-8-metoxi-3-(2,5-xilil)-1-azaspiro [4.5] dec-3-en-2-ona)), nimero
de registro (RSCO-INAC-01032-301-409-015) y Envidor® 240SC (con Spirodiclofen como
ingrediente  activo  (3-(2,4-diclorofenil)-2-oxo-1-oxaspiro  [4.5] dic-3-en-4-il 2,2-
dimetilbutirato)), nimero de registro (RSCO-INAC-0103R-301-064-022) fueron donados
por Bayer-México. Ambos insecticidas fueron diluidos con agua desionizada a
concentraciones finales de (11.2, 22.4, 37.3 mg/L) de Movento® 240SC y (12.3, 24.6, 41.1
mg/L) de Envidor® 240SC. Doscientos microlitros de cada concentracién fueron mezclados
con levadura hasta formar una pasta que fue depositada en el fondo de viales de alimento de
Drosophila Genesee Scientific (U.K.). Las concentraciones de ambos insecticidas que
indujeron dafio en el ADN en células ovaricas fueron las reportadas en un estudio previo y

utilizadas en tres experimentos independientes (Gonzalez-Marin et al., 2021).

6.3 Determinacién de la dosis letal media (LDso)
La LDso se determind a partir de varios experimentos preliminares (datos no mostrados). Las

hembras virgenes de D. melanogaster fueron expuestas por via oral a 79.1 mg/L de

Movento® 240SC y 78.0 mg/L de Envidor® 240SC mezclados con levadura mas un grupo
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testigo (alimento sin plaguicida) durante 24, 48 y 72 h. Se realizaron tres experimentos

independientes.

6.4 Esquema de tratamiento de los insecticidas cetoenoles para el ensayo cometa

Cincuenta hembras virgenes de D. melanogaster Oregon R fueron recolectadas en un solo
periodo de 24 h. Posteriormente, 5 grupos de 10 hembras fueron incubados y alimentados de
manera independiente en viales que contenian una mezcla de levadura mas (11.2, 22.4, 37.3
mg/L) concentracion final de Movento® 240SC y (12.3, 24.6, 41.1 mg/L) de Envidor®
240SC durante 72 h a 25 + 2 °C. Como grupo testigo, se utilizé levadura mezclada con agua
(alimento sin plaguicidas (0.0 mg/L)) y como grupo testigo positivo, se utilizd 17.5 mg/L de
bleomicina mas levadura, ambos grupos testigos se mantuvieron bajo las mismas condiciones

que los grupos tratados con los plaguicidas.

6.4.1 Diseccidn ovarica

Después de 72 h de exposicion, las hembras de todos los grupos experimentales y de testigos
fueron sacrificadas para la diseccion ovarica. Se obtuvieron veinte ovarios (2 por organismo)
para cada grupo experimental y testigos, los ovarios fueron transferidos a tubos Eppendorf
con 50 pL de PBS frio 1X e inmediatamente se mezclaron con una pipeta automatica para
dispersar las células. Se eliminaron fragmentos de tejido y se utiliz6 la suspensién celular
para realizar un ensayo de cometa alcalino. Se llevaron a cabo tres experimentos

independientes para cada tratamiento.

6.4.2 Ensayo cometa alcalino

Se realiz6 el ensayo cometa alcalino para la deteccion in vivo del dafio en el ADN en ovarios
D. melanogaster a partir del protocolo original modificado por Mojica-Vazquez et al. (2019).
La suspension celular de cada grupo experimental y testigos que contenia células ovaricas
fue mezclada con 100 uL de agarosa de bajo punto de fusion LMPA (0.5 % 28.5 °C). Se
utilizaron 100 pL de la mezcla y se colocé por duplicado (dos laminillas por concentracion

de insecticida) en un portaobjetos cubierto con una capa de agarosa normal al 1 %. Los
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portaobjetos fueron cubiertos con un cubreobjetos y se almacenaron a 4°C durante 5 min para
permitir que la agarosa se solidificara, el cubreobjetos fue retirado cuidadosamente y los
portaobjetos se sumergieron en un frasco Coplin que contenia la solucion de lisis (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris y 1 % Triton X-100, pH = 10) a 4 °C donde
permanecieron durante 1 h. A continuacion, los portaobjetos fueron colocados en una camara
de electroforesis horizontal (Buho A5; Lab System, Inc.) que contenia 1 L de amortiguador
alcalino de electroforesis frio recién elaborado (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH = 10), las
laminillas se mantuvieron durante 20 min sin corriente para permitir el desenrollamiento del
ADN. Posteriormente, la electroforesis se llevo a cabo a 25 V (0.7 V/cm) y 300 mA durante

20 min en completa oscuridad para evitar dafos adicionales en el ADN.

Una vez concluida la electroforesis, los portaobjetos se lavaron tres veces con amortiguador
neutro fresco (0.4 M Tris, pH 7.5) durante 5 min, se fijaron con metanol absoluto frio durante
5 min y se secaron a temperatura ambiente. Finalmente, fueron tefiidos con 60 pL de
GelRed® (4 ng/mL) para poder visualizar el ADN. Las laminillas fueron etiquetadas con un
codigo desconocido para el observador y analizadas con un microscopio de fluorescencia
Nikon Eclipse NI equipado con un filtro de excitacion (515-560 nm) y un filtro de barrera
(590 nm), a 40x utilizando el software Comet IV (Perceptive Instruments, Reino Unido). El
analisis se realizd en 75 nucleos seleccionados al azar en cada portaobjetos (dos portaobjetos
por concentracién) para un total de 150 nucleos por experimento para cada concentracion, se
evaluaron tres parametros de genotoxicidad: (a) longitud de la cola, (b) momento de la cauda
y (c) intensidad de la cauda. Los cometas con ADN completamente fragmentado (figuras sin

cabeza definida) fueron excluidos de la evaluacion (Calderén-Segura et al., 2015).

6.5 Andlisis de actividad enzimatica

6.5.1 Preparacion de homogeneizados de tejido

Los homogeneizados de tejido se prepararon a partir de 100 ovarios segun lo reportado por
Khatun et al., (2017). Los ovarios se obtuvieron a partir de la diseccion de 50 moscas de la
cepa Oregon-R expuesta de forma independiente a (11.2, 22.4, 37.3 mg/L de Movento® 240
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SC), (12.3, 24.6, 41.1 mg/L de Envidor® 240 SC) y el grupo testigo (0.0 mg/L). Los ovarios
fueron mantenidos en 200 pL de PBS 1X a -4 °C y posteriormente sonicados a una amplitud
de 1.5 dos veces durante 5 seg sobre hielo y centrifugados a 14 000 g durante 20 min a 4 °C.
Se tomo el sobrenadante de cada muestra para llevar a cabo los ensayos enzimaticos y
cuantificacion de MDA. Antes del ensayo enzimatico, las muestras se utilizaron para la

estimacion de proteinas segun el método de Lowry et al. (1951).
6.5.2 Superoxido dismutasa

Para la determinacion de la actividad de la enzima SOD se utilizo el sistema
xantina/xantina oxidasa como generador constante de *O2-. El nitroazul de tetrazolio
(NBT) reduce al *O2- y forma un producto de color rosa llamado formazan que es
detectado a 560 nm cuando la enzima SOD inhibe la reduccion del NTB
(nitrobluetetrazélio) (Suzuki, 2000). En una microplaca multipozos Costar® se mezclo
solucion estandar (solucion amortiguadora sodio-carbonato 50 mM, xantina 0.1 mM, NBT
0.025 mM, EDTA 0.1 mM), XO (1 U mL"! en sulfato de amonio 2 M) y 20 uL del
homogeneizado diluido 1:2 (como blanco) o muestra. Se registro6 el cambio en la
absorbancia cada 30 seg durante 5 min en un lector de microplacas para absorbancia.
ELx800™ y se obtuvo el cambio en la absorbancia por minuto a 560 nm (AAseo) mediante
el “software” para andlisis de datos Gen5™ de BioTek. Los resultados se expresaron en
U SOD mg proteina! y cada unidad de actividad de SOD que se define como la cantidad

de enzima necesaria para inhibir el 50 % de la reaccion del O, con el NBT.

6.5.3 Catalasa

Para determinar la actividad de CAT se utiliz6 H>O2 como sustrato y se dio seguimiento

al decremento continuo de la concentracion de H202 a 240 nm (Aebi, 1984).

En una microplaca UV se leyo la absorbancia de la solucion de trabajo (amortiguador de
fosfatos 0.1 mM y solucion patrén de H2O2 20 mM) para calcular la concentracion de H2O»,

manteniéndola en el rango de 0.45 a 0.5 mmol L; posteriormente, se agreg6 12 pL del
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homogeneizado (muestra). Se registrd la absorbancia en un lector de microplacas para
absorbancia ELx800™ cada 5 seg durante 45 seg a 240 nm y se calculd el AAz40 mediante el
programa para analisis de datos Gen5™ de BioTek. Los resultados se expresaron en U CAT
mg proteina™; donde una unidad de catalasa se define como la cantidad de enzima necesaria

para reducir un pmol de H202 min™,

6.5.4 Determinacién de la concentracién de malondildehido

Para esta determinacion se uso el método del N-metil-2-fenilindol, cuyo ensayo se basa en la
reaccion de un reactivo cromogénico, el N-metil-2-fenilindol, con el MDA a 45 °C. Un mol
de MDA reacciona con dos moles del N-metil-2-fenilindol para producir un cromdéforo

estable con una absorbancia maxima a 586 nm.

En tubo Eppendorf se colocaron 160 uL del sobrenadante del homogeneizado (muestra), 375
puL de la mezcla de reaccion elaborado con una solucion diluida de N-metil-2-fenilindol
(preparado a la concentracién de 10.3 mM en acetonitrilo y diluido en la proporcion de 3:1
con metanol, ambos de grado HPLC). A la mezcla se le adiciond 75 pL de HCI, se agitd y
dejo incubar por 45 min a 45 °C, las muestras fueron centrifugadas a 3000 g por 3 min.
Posteriormente, en una microplaca multipozos Costar® se colocaron 160 pL del
sobrenadante, y se registrd el cambio de absorbancia en un lector de microplacas para
absorbancia ELx800™ a 586 nm mediante el “software” para analisis de datos Gen5™ de
BioTek. Se utiliz6 como estandar: 1,1,3,3 tetrametoxipropano de Sigma, preparado a la

concentracion de 10 mM en amortiguador tris-HCI 20 mM, pH 7.4.

6.6 Esquema de tratamiento de los insecticidas cetoenoles para inmunofluorescencia

Cuarenta hembras virgenes de las cepas de Drosophila melanogaster cepas: Oregon R,
ATM®EU ATRMe-290 Chk19°/Chk2'°% Chk19"P y p539%3, fueron recolectadas durante 3 dias, y
agrupadas en 4 grupos con 10 hembras cada uno, para ser incubadas y alimentadas en viales
que contenian una mezcla de levadura con una concentracion de 11.2, 22.4 y 37.3 mg/L de
Movento® 240SC y con concentraciones de 12.3, 24.6, 41.1 mg/L de Envidor® 240SC de

forma independiente, durante 72 h a 25 °C. Como grupo testigo se utilizé alimento sin
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plaguicida (0.0 mg/L), bajo las mismas condiciones gque los grupos experimentales (Fig. 19).

Se realizaron tres experimentos independientes.

Grupo
testigo negativo Movento® 240SC Envidor® 240SC
(mg/L) (mgiL) (mg/L)
n=109 0.0 11.2 224 373 12.3 246 411

Oregon R
(grupo testigo)

ATMtefu

ATRM €i-29D

Chk197°/Chk2'°k

Chk19re

p53dp53

Figura 19. Esquema de tratamiento de los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y Envidor® 240SC en
hembras silvestres Oregon R y mutantes DDR.

6.7 Diseccion de ovarios

Después de 72 h de exposicidn a los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y Envidor®
240SC, las hembras de las cepas: Oregon R, ATM®"Y ATR™-2°0 Chk19P/Chk2'°, Chk19™ y
p53953 de cada grupo experimental y control fueron sacrificadas para la diseccion de
ovarios. Por cada grupo, se obtuvieron 20 ovarios (dos por organismo), los cuales fueron
disgregados en ovariolas (unidad estructural del ovario) (Fig. 20). Las ovariolas fueron
fijadas en 800 pL de soluciédn fijadora (165 pL de PBS 1X fresco, 600 puL de heptano, 25 ul
de formaldehido al 16 % y 10 uL de NP40), durante 20 min. Posteriormente, fueron lavadas
con 1 mL de PBST 1X (PBS 1X + Tween-20 al 0.1 %), 3 veces durante 10 min.
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Figura 20. Imagen esquematica de diseccion de ovarios de Drosophila melanogaster. (A) La mosca es sujetada
con una pinza por el térax o por la parte anterior del abdomen y con otras pinzas se realiza una incision en la
parte media del abdomen. (B) A continuacion, se toma la parte posterior del abdomen y se jala lentamente para
extraer los ovarios. (C) Con ambas pinzas se limpian cuidadosamente los ovarios y se remueven residuos de
otros tejidos. (D) Con ayuda de una aguja de diseccion se disgrega el ovario en ovariolas (Imagen tomada de
Prasad et al., 2007).

6.7.1 Inmunofluorescencia

Las ovariolas de las cepas de D. melanogaster DDR mutantes ATM® U ATRMe-290,
Chk19®/Chk2'° Chk19™® y p539°53, y silvestre Oregon R, después de 72 h de exposicion a las
tres concentraciones de los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y Envidor 240SC
fueron incubadas durante 1 h en 1 mL de PBST + BSA al 1 % (10 mL de PBST + 0.1 g de
BSA). Después de este tiempo, se incubaron durante la noche en 500 pL de anticuerpo
primario diluido en 1 mL de (PBST + BSA al 1 %) a 4 °C en agitacion constante. Después,
las ovariolas fueron lavadas tres veces con PBST e incubadas en 500 pL de anticuerpo
secundario diluido a 1:500 en (PBST + BSA al 1 %) durante 2 h, y por 10 min con 5 pL de
DAPI. Posteriormente, fueron lavadas con PBST 1X tres veces durante 15 min y montadas
en un portaobjetos con 35 pL de ProLong Gold (Hatkevich et al., 2021).

Se utilizaron los anticuerpos: primario (conejo a-yH2AvD (p5137), 1:1000), secundario
(Alexa fluor-488 cabra a-conejo 1gG (H+L), 1:500) y DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol), para
latincidn de los nucleos. El anticuerpo primario yYH2AvD se utilizo como marcador de roturas
de doble cadena en el ADN del germario de Drosophila segun lo descrito por Tanaka et al.
(2007).
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6.7.2 Procesamiento de imagenes

Se tomaron imagenes del germario (region apical de las ovariolas) de hembras de la cepa
(Oregon R, ATM®U ATRM-2%0  Chk19P/Chk2'°k, Chk19® y p53%5%) de cada grupo
experimental y testigo con un microscopio de barrido laser confocal Zeiss LSM880
utilizando un objetivo de inmersion en aceite NA de 63x/0,65, mediante el software ZEN.
Las imagenes se guardaron como archivos. czi para su procesamiento con el softaware FIJI.
La intensidad de la fluorescencia emitida de YH2AV se reportdé como el promedio del
porcentaje total de yYH2AV expresado en el germario (modificado de Dewey et al., 2020).
Finalmente, se seleccionaron las iméagenes del germario mas representativas de cada grupo
experimental y testigo de cada cepa mutante y silvestre, las imagenes se recortaron y crearon

paneles de figuras en Adobe Photoshop CC.

6.8 Analisis estadistico

Para determinar la LDsg, se realizo una prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon. La relacion
entre el dafio en el ADN vy las concentraciones de los insecticidas cetoenoles Movento®
240SC y Envidor® 240SC se determind mediante analisis de regresion lineal. Los valores
obtenidos de los analisis del ensayo cometa: longitud, momento e intensidad de la cauda y
los de la actividad enzimaética de SOD y CAT, asi como los de la cuantificacion de MDA y
de expresion de yYH2AV en el germario se reportaron como promedios * desviacion estandar
de tres experimentos independientes para cada grupo experimental. Los datos fueron
examinados con andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) y una prueba post-hoc de
comparacion multiple (Tukey), para determinar diferencias significativas entre los grupos
experimentales y los respectivos grupos testigos (p < 0.005y p <0.0001), el analisis se realiz6
utilizando el programa GraphPad Prism version 9.
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VII RESULTADOS

7.1 Determinacion de la LDso de los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y
Envidor® 240SC

A partir de resultados obtenidos de experimentos preliminares (datos no mostrados) se
registrd que a las 72 h la LDso para Movento® 240SC fue de 79.1 mg/L, y 78.0 mg/L para
Envidor® 240SC la mortalidad de D. melanogaster fue del 50 % comparado con el grupo
testigo de acuerdo con la prueba estadistica Gehan- Breslow-Wilcoxon (p < 0.0001) (Fig.
21).

Sobrevivencia (%)

50

2 hd 4 Envidor® 240SC
# Movento® 240SC

50

Sobrevivencia (%)

T T T T T T
24 48 72 horas 0 24 48 72 horas

Figura 21. Sobrevivencia de organismos expuestos: (A) 79.1 mg/L de Movento® 240SC y (B) 78.0 mg/L
Envidor® 240SC por 24,48y 72 h.

7.2 Dafo en el ADN en Ovarios D. melanogaster inducido por los insecticidas cetoenoles
Movento® 240SC y Envidor® 240SC.

Los resultados de tres experimentos independientes evidencian que a 11.2 mg/L Movento®
240 SC, no hubo diferencias significativas en los valores promedio de longitud y momento
de la cauda (Fig. 22-24A), sin embargo, a esta concentracion induce aumento significativo
en la intensidad de la cauda (Fig. 24A) comparado con los valores promedios del grupo
testigo (0.0 mg/L) (p < 0.0001). No obstante, a 22.4 y 37.3 mg/L de Movento® 240 SC, los
valores promedio de los tres parametros genotoxicos evaluados en el grupo experimental
aumentan significativamente con relacion a los valores promedios del grupo testigo (p <

0.0001) (Fig. 22-24A). Los gréaficos de regresion lineal muestran efecto dependiente de la
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concentracion de Movento® 240 SC sobre la intensidad (r? = 0.987) y el momento (r? =
0.933) pero no en la longitud de la cauda (r? = 0.57) (Fig. 22-24B). Con relacion a los valores
promedios de Envidor® 240 SC, incrementan significativamente los tres parametros
genotoxicos (longitud, momento e intensidad de la cauda) de los tres grupos experimentales
(12.3, 24.6 y 41.1 mg/L) con respecto al grupo testigo (0.0 mg/L) (p < 0.0001) (Fig. 22-24A).
Los gréaficos de regresion muestran efecto dependiente de la concentracion sobre la longitud
(r? = 0.99), intensidad (r? = 0.98) y el momento de la cauda (r? = 0.98) (Fig. 22-24B).

La bleomicina, como grupo testigo positivo (17.5 mg/L), aumenta significativamente los tres
parametros genotoxicos (longitud, momento e intensidad de la cauda) en los ndcleos celulares
de D. melanogaster comparado con (0.0 mg/L) (p < 0.0001) (Fig. 22-24A).
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411 (mglL)

Figura 22. (A) Promedios de longitud de la cauda (um). (B) Regresion lineal de la longitud de la cauda (um)
del cometa en nicleos de células ovaricas de D. melanogaster con y sin exposicion a los insecticidas cetoenoles
Movento® 240 SC y Envidor® 240 SC. *** Diferencias significativas (p < 0.0001) ANOVA de dos vias prueba
post-hoc Tukey.
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Figura 23. (A) Promedios del momento de la cauda (%). (B) Regresion lineal del momento de la cauda (%) del
cometa en ndcleos de células ovaricas de D. melanogaster con y sin exposicién a los insecticidas cetoenoles
Movento® 240SC y Envidor® 240SC. *** Diferencias significativas (p < 0.0001) ANOVA de dos vias prueba
post-hoc Tukey.
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Figura 24. (A) Promedios de la intensidad de la cauda (%). (B) Regresion lineal de la intensidad de la cauda
(%) del cometa en nicleos de células ovaricas de D. melanogaster con y sin exposicion a los insecticidas
cetoenoles Movento® 240 SC y Envidor® 240 SC. *** Diferencias significativas (p < 0.0001) ANOVA de dos
vias post-hoc Tukey
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Figura 25. (A) Nucleo de célula germinal de hembras de Drosophila melanogaster sin dafio en el ADN (sin
cometa). (B) Nucleo de célula germinal con dafio en el ADN (con cometa) (Gonzalez-Marin et al., 2021).

7.3 Induccion de estrés oxidante por Movento® 240SC y Envidor® 240SC en ovarios

de Drosophila melanogaster

Para determinar si Movento® 240 SC y Envidor® 240 SC inducen dafio al ADN en células
ovaricas via estrés oxidante, indirectamente se cuantifico la actividad enzimatica de las
enzimas antioxidantes SOD, CAT y un marcador de peroxidacién de lipidos MDA en ovarios

de hembras de la cepa silvestre Oregén R de Drosophila melanogaster.

7.3.1 Evaluacion de la actividad enzimatica de enzimas antioxidantes después de la

exposicion a Movento® 240SC y Envidor® 240SC

Los resultados de tres experimentos independientes evidencian que las concentraciones de
11.2,22.4y37.3 mg/L de Movento® 240 SCy 12.3,24.6 y 41.1 mg/L de Envidor® 240 SC,
incrementan significativamente los valores promedio de la actividad enzimética de la enzima
SOD (SOD, U mg de proteina™) y CAT (CAT, U mg de proteina') comparados con los
valores promedios del grupo testigo (0.0 mg/L) (p < 0.0001) (Fig. 26, 27A). Los gréficos de
regresion lineal muestran efecto dependiente de la concentracién sobre la actividad
enzimatica de SOD después de la exposicion a Envidor® 240 SC (r> = 0.99), pero no con
Movento® 240 SC (r? = 0.25), o con relacion a la actividad enzimatica de CAT después de
la exposicion a Envidor® 240 SC (r? = 0.62) y Movento® 240 SC (r? = 0.46) (Fig. 26, 27B).
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Figura 26. (A) Actividad enzimética de superdxido dismutasa (SOD, U mg de proteina?). (B) Regresion lineal
en células ovaricas de D. melanogaster con y sin exposicion a los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y
Envidor® 240SC. *** Diferencias significativas (p < 0.0001) ANOVA de dos vias y prueba post-hoc Tukey.
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Figura 27. (A) Actividad enzimatica de catalasa (CAT, U mg de proteina™'). (B) Regresion lineal en células
ovaricas de D. melanogaster con y sin exposicion a los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y Envidor®
240SC. *** Diferencias significativas (p < 0.0001) ANOVA de dos vias prueba post-hoc Tukey.
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7.3.2 Evaluacion del contenido de MDA después de la exposicion a Movento® 240SC y
Envidor® 240SC

Los resultados de tres experimentos independientes evidencian que las concentraciones de
11.2, 22.4 y 37.3 mg/L de Movento® 240SC y 24.6 y 41.1 mg/L de Envidor® 240SC,
incrementan significativamente la produccion de MDA (MDA nmol mg de proteina™)
marcador de peroxidacion lipidica, no obstante la concentracion de 12.3 mg/L de Envidor®
240SC no evidencia diferencias significativas con relacion a los valores promedios del grupo
testigo (0.0 mg/L) (p < 0.0001) (Fig. 28A). El anélisis de regresion lineal demuestra efecto
dependiente de la concentracion en la produccion de MDA después de la exposicion a
Movento® 240 SC (r> = 0.98) y Envidor® 240 SC (r*> = 0.97) (Fig. 28B).

Contenido de MDA (nmol mg de proteina'l)

E= Movento® 240 SC 1.0

€@ Movento® 240 SC
Envidor®240 SC

M Envidor® 240 SC

Contenido de MDA (nmol mg de proteina'l)

0.0'W'W'm

T
0.0 11.2 224 37.3 0.0 123 24.6 411  (mg/L) 0 10 20 30 40 (mg/L)

Figura 28. (A) Contenido total de malondialdehido (MDA nmol mg de proteina?). (B) Regresion lineal en
células ovaricas de D. melanogaster con y sin exposicion a los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y
Envidor® 240SC 72h. *** Diferencias significativas (p < 0.0001) ANOVA de dos vias prueba post-hoc Tukey.

7.4 Induccion de dafio en el ADN en el germario en la cepa silvestre de Drosophila

melanogaster (Oregon R) por los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y Envidor®
240SC

Las figuras 29B3-B8 y D, muestran el incremento significante de rompimientos de doble

cadena en el ADN vy del porcentaje de expresion de YH2AV en R2b y R3 del germario de
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Drosophila melanogaster silvestre (Oregon R), después de 72 h de exposicion oral a las
concentraciones de 11.2, 22.4, y 37.3 mg/L del insecticida Movento® 240SC, comparado
con el valor promedio de dafio basal en el ADN del germario del grupo testigo (0.0 mg/L de
plaguicida) (p < 0.0001) (Fig. 29B1-B2 y D).

A la concentracion de 12.3 mg/L del insecticida Envidor® 240SC, no hubo diferencias
significativas de dafio en el ADN vy en el porcentaje de expresion yH2AV, con relacién al
valor promedio del grupo testigo (0.0 mg/L de plaguicida) (p < 0.0001) (Fig. 29C1-C4 y D).
Sin embargo, las concentraciones de 24.6 y 41.1 mg/L de Envidor® 240SC, aumentan
significativamente los de rompimientos de doble cadena en el ADN en las R2b y R3 del
germario de D. melanogaster (Oregon R) (Figs. 29C5-C8), y en la expresion de yH2AV con
relacion al grupo testigo (0.0 mg/L de plaguicida) (p < 0.0001) (Fig. 29D). Adicionalmente,
evidencia inducion de alteraciones morfologicas en el germario de D. melanogaster (Oregon
R) expuestos a las tres concentraciones del insecticida Envidor® 240SC, comparado con la
morfologia del germario del grupo testigo (0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 29C1-C8). El
andlisis de regresion lineal de los promedios de la expresion de yH2AV inducido por los
insecticidas Movento® 240SC y Envidor® 240SC evidencia que la respuesta de
concentracion-efecto es para Envidor® 240SC (r? = 0.92), pero no para Movento® 240SC
(r*=0.55) (Fig. 29E).
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Figura 29. Germario de hembras silvestres Oregon R inmunotefiidas contra anti-yH2AV. (A) Imagen
esquematica del germario. Region 1: TFC, CC, GSC, GC, EC, Cistoblasto. Regién 2a: Quistes, FSC. Region
2b: FC y ovocito quiste. Region 3: FC, primera camara ovérica (primer estadio de ovogénesis). (B-C)
anticuerpo monoclonal anti-yH2AV (verde) para detectar DSB en el ADN mediante inmunofluorescencia y
DAPI para tincion de nucleos, inmunolocalizacion roja de YH2AV en el germario, la barra de escala representa
10 um. (B1,B2,C1,C2) Grupo testigo (0.0 mg/L), YH2AV (rojo) en la regién 2a del germario. (B3-B8)
Germario de hembras expuestas a 11.2, 22.4, 37.3 mg/L de Movento® 240SC, yYH2AV (rojo) en las regiones
2by 3. (C3-CB8) Germario de hembras expuestas a 12.3, 24.6, 41.1 mg/ L de Envidor® 240SC con alteraciones
morfologicas. (C3,C4) YH2AV (r0jo) en la region 2a. (C5,C6) YH2AV (rojo) en las regiones 2b y 3. (C7,C8)
YH2AV (r0jo) en todas las regiones del germario. (D) Promedios de tres experimentos independientes de (%)
expresion de YH2AV en el germario de la cepa silvestre Oregon R con y sin exposicion a los insecticidas
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cetoenol Movento® 240SC y Envidor® 240SC. ***Diferencias significativas (p < 0.0001), ANOVA de dos
vias y prueba post hoc de Tukey. (E) Andlisis de regresion lineal.

7.5 Respuesta de ATM, Chkl y Chk2 en el germario con dafio en el ADN inducido por
el insecticida cetoenol Movento® 240SC

La figura 30A3-A8, evidencia roturas de cadena doble (DBS) en el ADN en todas las
regiones del germario de hembras mutantes ATM®", después de 72 h exposicion a
concentraciones de 11.2, 22.4 y 37.3 mg/L de Movento® 240SC (Fig. 30A'), mediante el
incremento significante en el porcentaje de expresion de YH2AV comparado con los valores
de los grupos testigos (ATM®" 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 30A1-A2), y cepa silvestre
(Oregon R) (expuesta a las mismas concentraciones del insecticida) (p < 0.0001) (Fig. 31A).
Adicionalmente, las tres concentraciones de Movento® 240SC inducen alteraciones
morfoldgicas en el germario (Fig. 30A3-A8) comparado con la morfologia del germario del
grupo testigo (ATM™" 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 30A1-A2). El anélisis de regresion lineal
evidencia que hay respuesta de concentracion-efecto en la cepa ATM™" (r2=0.82) (Fig. 31B).

En hembras mutantes ATR™"°P después de 72 h de exposicion a las concentraciones de
11.2, 22.4 y 37.3 mg/L de Movento® 240SC, aumentan significativamente los DBS en el
ADN, en la R2b y R3 del germario (Fig. 30B3-B8) y el porcentaje de expresion de yH2AV
comparado con los valores del grupo testigo (ATR™-2%P 0.0 mg/L de plaguicida) (p < 0.0001)
(Fig. 30B1-B2), sin embargo, las concentraciones de 11.2 y 22.4 mg/L no muestran
diferencias significativas en el porcentaje de expresion de yH2AV en el germario, no
obstante, la concentracion de 37.3 mg/L de Movento® 240SC incrementa
significantivamente los DBS en el ADN vy el porcentaje de expresion de yYH2AV en todas las
regiones del germario (Fig. 30B7-B8) con relacion a los mismos grupos experimentales de
la cepa silvestre (Oregon R) (p < 0.0001) (Fig. 31A). El andlisis de regresion lineal demuestra
que el insecticida Movento® 240SC no induce dafio en el ADN en D. melanogaster ATR™"
29 dependiente de la concentracion (r?= 0.75) (Fig. 31C).

En hembras mutantes Chk19"/Chk2'°¥, la exposicion oral a las concentraciones de 11.2 y 37.3

mg/L de Movento® 240SC, incrementan significantivamente los DBS en el ADN en todas
las regiones del germario (Fig. 30C3-C4, C7-C8) y el porcentaje de expresion de yH2AV,
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comparado con los grupos testigos (Chk19"%/Chk2'%¢ 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 30C1-2) y
cepa silvestre (Oregon R) (p < 0.0001) (Fig. 31A). A la concentracion de 22.4 mg/L de
Movento® 240SC no hubo diferencias significativas en la induccion de dafio al ADN de
células del germario (Fig. 30C5-C6) comparado con los grupos testigos (Chk19°/Chk2'°% 0.0
mg/L de plaguicida) (Fig. 30C1-2) y cepa silvestre (Oregon R) (p < 0.0001) (Fig. 31A). No
obstante, la exposicidn a las tres concentraciones del insecticida Movento® 240SC produce
muerte celular evidenciado por la ausencia de nucleos en las R1 y R2a del germario (Fig.
30C3-C8 linea punteada amarilla) y a las concentraciones 22.4 y 37.3 mg/L induce cambios
morfologicos en el germario (Fig. 30C5-C8) comparado con el germario del grupo grupo
testigo (Chk19"®/Chk2'°¢ 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 30C1-C2). El analisis de regresion
lineal muestra que el efecto genotoxico del insecticida Movento® 240SC en hembras
Chk19®/Chk2'°¢ no es dependiente de la concentracion (r? = 0.20) (Fig. 31D).

En D. melanogaster Chk19, expuestas por 72 h a la concentracion 11.2 mg/L no incrementa
significativamente los DBS en el ADN vy el porcentaje de expresion de yH2AV, en el
germario (Fig. 30D3-D4) comparado con los valores de los grupos testigos (Chk19 0.0 mg/L
de plaguicida) (Fig. 30D1-D2) y cepa silvestre (Oregon R) (p < 0.0001) (Fig. 31A). Pero a
las concentraciones 22.4 y 37.3 mg/L de Movento® 240SC, aumentan significativamente los
DBS en el ADN, en las R2a y R3 del germario (Fig. 30D5-D8) y el porcentaje de expresion
de yH2AV comparado con los valores de los grupos testigos (Chk19 0.0 mg/L de plaguicida)
(Fig. 30D1-D2) y cepa silvestre (Oregon R) (p < 0.0001) (Fig. 31A). Adicionalmente, la
concentracion de 37.3 mg/L de Movento® 240SC induce muerte celular evidenciado por la
ausencia de nucleos celulares en la R1 y reduccion del tamafio del germario (Fig. 30D7-D8
linea punteada amarilla) comparado con el grupo testigo (Chk19® 0.0 mg/L de plaguicida)
(Fig. 30D1-D2). El analisis de regresion lineal evidencia que el insecticida Movento® 240SC
tiene respuesta genotdxica dependiente de la concentracion en hembras Chk19 (r? = 0.91)
(Fig. 31E).

Finalmente, en hembras mutantes p53%°3, después de la exposicion las concentraciones 11.2

y 22.4 mg/L de Movento® 240SC incrementan significantivamente rompimientos de doble

cadena en el ADN vy el porcentaje de expresion de yH2AV en el germario (Fig. 30E3-E4)
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comparado con los valores de los grupos testigos (p53%5% 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig.
30E1-E2) y silvestre (Oregon R) (Fig. 31A). Sin embargo, la concentracion de 37.3 mg/L de
Movento® 240SC, aumenta significativamente rompimientos de doble cadena en el ADN en
todas las regiones el germario (Fig. 30E7-E8) y el porcentaje de expresion de yH2AV,
comparado con los valores de los grupos testigos (p53%5% 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig.
30E1-E2), y cepa silvestre (Oregon R) (p < 0.005) (Fig. 31A). El analisis de regresion lineal
demuestra que la respuesta genotoxica del insecticida Movento® 240SC en hembras

mutantes p53%5% es dependiente de la concentracion (r? = 0.88) (Fig.31F).
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Figura 30. (A-E) Germario de hembras mutantes DDR inmunotefiidos contra anti-yH2AV después de 72 h de
exposicion a concentraciones de 0.0, 11.2, 22,4 y 37.3 mg/l de Movento® 240SC. Imagen compuesta en azul
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DAPI marcando los nucleos celulares y en verde YH2AV, en rojo inmunolocalizacion de YH2AV en el germario,
la barra de escala representa 10 um. (A') (Spirotetramat i.a. Movento® 240SC). (A) ATM®U, (A1-A2)
expresion de YH2AV en las regiones 1, 2a, 2b del germario. (A3-A8) expresion de YH2AV en todas las regiones
del germario y alteraciones morfoldgicas. (B) ATR™-2C, (B1-B4) expresion de YH2AV en las regiones 2a, 2b
y 3 del germario. (B5-B8) expresion de YH2AV en todas las regiones del germario. (C) Chk19?/Chk2'°k, (C1-
C2) expresion de YH2AV en las regiones 2a y 2b del germario. (C3-C4) expresion de YH2AV en las regiones
1, 2ay 3 del germario y ausencia de nicleos en las regiones 1 y 2a (I linea punteada amarilla). (C5-C6) expresion
de YH2AYV en las regiones 2a y 2b del germario, ausencia de nucleos en las regiones 1 y 2a (linea de puntos
amarilla) y cambios morfolégicos. (C7-C8) expresion de YH2AV en todas las regiones del germario, ausencia
de nacleos en las regiones 1 y 2a (linea punteada amarilla) y cambios morfolégicos. (D) Chk19"®. (D1-D2)
expresion de YH2AV en las regiones 1, 2a y 2b del germar-ium. (D3-D4) expresion de YH2AV en todas las
regiones del germario. (D5-D6) expresion de YH2AV en las regiones 2a y 3 del germario. (D7-D8) expresion
de YH2AV en las regiones 2a, 2b y 3 del germario, ausencia de nlcleos en la region 1 (linea punteada amarilla)
y reduccion del tamafio del germario. (E) p53%5%3. (E1-E4) expresion de YH2AV en las regiones 2a y 3 del
germario. (E5-E8) expresion de YH2AV en todas las regiones del germario.
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Figura 31. (A) Promedios de tres experimentos independientes del (%) de expresion de yH2AV en el germario
de la cepasilvestre Oregon R y DDR deficientes, con y sin exposicidn al insecticida cetoenol Movento® 240SC.
***Diferencias significativas (p < 0.0001), *diferencias significativas (p < 0.005), ANOVA de dos vias y
prueba post-hoc Tukey. (B-F) Andlisis de regresion lineal.

7.6 Respuesta de ATM, ATR, Chkl, Chk2 y p53 en el germario de D. melanogaster con dafio
en el ADN inducido por el insecticida cetoenol Envidor® 240SC.

La figura 32A3-A8 muestra aumento significante de DBS en el ADN, en todas las regiones
del germario de las hembras mutantes ATM®Y después de 72 h exposicion a las
concentraciones de 12.3, 24.6 y 41.1 mg/L de Envidor® 240SC (Fig. 32AY), y del porcentaje
de expresion de yH2AV comparados con los grupos testigos (ATM®" 0.0 mg/L de plaguicida)
(Fig. 32A1-A2) y cepa silvestre (Oregon R) (p < 0.0001) (Fig. 33A). Adicionalmente, la
concentracion de 24.6 mg/L de Envidor® 240SC evidencia ausencia de nucleos en la R3
(Fig. 32A5-A6, linea punteada amarilla), comparado con el grupo testigo (ATM®" 0.0 mg/L

de plaguicida) (Fig. 32A1-A2). El analisis de regresion lineal evidencia que la respuesta
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genotoxica del insecticida Envidor® 240SC en hembras ATM®Y no es dependiente de la
concentracion (r>= 0.77) (Fig. 33B).

En hembras mutantes ATR™2%C 3 |as 72 h de exposicion las concentraciones de 12.3, 24.6 y
41.1 mg/L de Envidor® 240SC, aumentan significativamente los DBS en el ADN del
germario (Fig. 32B3-B8) y el porcentaje de expresion de yH2AV comparado con los grupos
testigos ATR™-2%D (0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 32B1-B2) y cepa silvestre (Oregon R) (p
< 0.0001) (Fig. 33A). A la concentracion de 24.6 mg/L de Envidor® 240SC se evidencia
ausencia de nucleos en la region 3 (Fig. 32B5-B6, linea punteada amarilla) comparado con
el grupo testigo (ATR™2°0 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 32B1-B2). El analisis de regresion
lineal muestra que la respuesta genotoxica del insecticida Envidor® 240SC en hembras
mutantes ATR™-2°C no es dependiente de la concentracion (r?> = 0.29) (Fig. 33C).

En hembras de Drosophila Chk19/Chk2'°¢ expuestas a las concentraciones 12.3 y 41.1 mg/L
de Envidor® 240SC por 72 h, aumentan significativamente los rompimientos de doble
cadena en el ADN en las R1 y R3 del germario (Fig. 32C3-C4, C7-C8) y el porcentaje de
expresion de yH2AV, comparado con los grupos testigos (Chk19P/Chk2'°c 0.0 mg/L de
plaguicida) (Fig. 32C1-C2) y cepa silvestre (Oregon R) (p < 0.0001) (Fig. 33A). La
concentracion de 24.6 mg/L de Envidor® 240SC, no incrementa los DBS en el ADN y el
porcentaje de expresion de yH2AV en el germario (Fig. 32C5-C6) con relacién a los grupos
testigos (Chk19/Chk2'°¢ 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 32C1-C2) y cepa silvestre (Oregon
R) (p<0.0001) (Fig. 31A). Sin embargo, la exposicion a las tres concentraciones del
insecticida Envidor® 240SC inhibe la proliferacion celular evidenciado por la ausencia de
ndcleos en todas las regiones del germario, asi como alteraciones en la morfologia (Fig.
32C3-C8 linea punteada amarilla) comparado con el grupo testigo (Chk19?/Chk2'°¢ 0.0 mg/L
de plaguicida) (Fig. 32C1-C2). El analisis de regresion lineal evidencia que no hay repuesta
de concentracion-efecto del insecticida Envidor® 240SC en hembras Chk19"/Chk2'%k (r? =
0.11) (Fig. 33D).

En hembras mutantes Chk19® expuestas las concentraciones 12.3, 24.6 y 41.1 mg/L de

Envidor® 240SC incrementan significativamente los DBS en el ADN en todas las regiones

del germario (Fig. 32D3-D8) y el porcentaje de expresion de yH2AV, comparado con los
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grupos testigos (Chk19® 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 32D1-D2) y cepa silvestre (Oregon
R) (p <0.0001) (Fig. 33A). El anlisis de regresion lineal evidencia que no hay respuesta de
concentracion-efecto con el insecticida Envidor® 240SC en hembras Chk19™ (r2= 0.69) (Fig.
32E).

Finalmente, en hembras de D. melanogaster mutantes p53%°3, las concentraciones 12.3, 24.6
y 41.1 mg/L de Envidor® 240SC aumentan significativamente los DBS en el ADN en todas
las regiones del germario (Fig. 32E3-E8) y el porcentaje de expresion de yH2AV comparado
con los grupos testigos (p53%° 0.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 32E1-E2) y cepa silvestre
(Oregon R) (p < 0.0001) (Fig. 33A). La concentracion de 41.1 mg/L produce alteraciones
morfolégicas y reduce el tamafio del germario (Fig. 32E7) comparado con el grupo testigo
(p53%520.0 mg/L de plaguicida) (Fig. 32E1-E2). El analisis de regresion lineal evidencia que
no hay respuesta de concentracion-efecto con el insecticida Envidor® 240SC en la mutante
p53%°3 (2= 0.52) (Fig. 33F).
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Figura 32. (A-E) Germario de hembras mutantes DDR inmunotefiidos contra anti-yH2AV después de 72 h de
exposicion a concentraciones de 0.0, 12.3, 24.6 y 41.1 mg/l a Envidor® 240SC. Imagen compuesta en azul
DAPI marcando los nucleos celulares y en verde YH2AV, inmunolocalizacion roja de YH2AV en el germario,
la barra de escala representa 10 pm. (A') Estructura quimica del Spirodiclofen (i.a. Envidor® 240SC). (A)
ATM®U, (A1-A2) expresion de YH2AV en las regiones 1, 2a, 2b del germario. (A3-A4) expresion de YH2AV
en todas las regiones del germario. (A5-A6) expresion de YH2AV en las regiones 1, 2a y 2b del germario y
ausencia de nucleos en la region 3 (linea punteada amarilla). (A7-A8) expresion de YH2AV en todas las regiones
del germario. (B) ATR™"2D_ (B1-B4) expresion de YH2AV en todas las regiones del germario. (B5-B6)
expresion de YH2AV en las regiones 1, 2a y 2b del germario, ausencia de nucleos en la region 3 (linea punteada
amarilla) y cambios morfolégicos. (B7-B8) expresion de YH2AV en todas las regiones del germario. (C)
Chk197/Chk2'°k, (C1-C2) expresion de YH2AV en las regiones 2a y 2b del germario. (C3-C4) expresion de
YH2AYV en las regiones 1 y 2a del germario y ausencia de nticleos en las regiones 1, 2a y 3 (linea punteada
amarilla). (C5-C6) expresion de YH2AV en la region 2a del germario, ausencia de nucleos en las regiones 1, 2a
y 3 (linea punteada amarilla) y cambios morfoldgicos. (C7-C8) expresion de YH2AV en todas las regiones del
germario y ausencia de nucleos en las regiones 1, 2b y 3 (linea punteada amarilla). (D) Chk19®. (D1-D2)
expresion de YH2AV en las regiones 1, 2a y 2b del germario. (D3-D8) expresion de YH2AV en todas las regiones
del germario. (E) p53%5%3, (E1-E2) expresion de YH2AV en las regiones 2a y 3 del germario. (E3-E6) expresion
de YH2AV en todas las regiones del germario. (E7-E8) expresion de yYH2AV en todas las regiones del germario,
cambios morfolégicos y reduccién del tamafio del germario.
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Figura 33. (A) Promedios de tres experimentos independientes del (%) de expresion de YH2AV en el germario
de la cepa silvestre Oregon R y DDR deficientes, con y sin exposicidn al insecticida cetoenol Envidor® 240SC.
***Diferencias significativas (p < 0.0001), ANOVA de dos vias y prueba post-hoc Tukey. (B-F) Andlisis de
regresion lineal.

VIII DISCUSION

Los resultados del estudio revelan que las concentraciones de 22.4 y 37.3 mg/L de Movento®
240SCy 12.3, 24.6 y 41.1 mg/L de Envidor® 240SC por 72 h inducen dafio en el ADN de
células ovaricas de hembras silvestres de D. melanogaster (Oregon R), evidenciado por el
aumento significativo en el promedio de tres parametros genotdxicos: longitud, momento e
intensidad de la cauda. Sin embargo, a la concentracion de 11.2 mg/L de Movento® 240SC,
Unicamente incrementa la intensidad de la cauda comparado con el grupo testigo. La
induccién de dafio en el genoma de células ovaricas es dependiente de la concentracion para
ambos insecticidas. Posiblemente, uno de los mecanismos de genotoxicidad de los
insecticidas Movento® 240SC y Envidor® 240SC en el ovario de hembras silvestres Oregon
R es a traves de la induccidn de estrés oxidante al incrementar la produccion de ERO como
el anion superdxido (<O2-), y el peroxido de hidrégeno (H20.), evidenciado por el aumento
de la actividad de los antioxidantes endégenos SOD y CAT y del marcador de peroxidacion
lipidica MDA en todos los grupos experimentales comparado con el grupo testigo,
dependiente de concentracion. Los resultados genotdxicos y de las actividades de los
antioxidantes enddgenos obtenidos en esta investigacion estan sustentados por los datos
reportados en celomocitos de lombrices de tierra (Esenia fétida) expuestas a 1.25 y 2.5
mg/Kg de Spirotetramat (principio activo de Movento® 240SC) durante 14, 21 y 28 dias, en
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los cuales se evidencia aumento de estrés oxidante y lipoperoxidacion correlacionado con
fragmentacion del material genético (Zhang et al., 2015). Similarmente en meristemos de
Allium cepa expuestas a 20 mg/L de Spirodiclofen por 72 h, determinaron aumento de dafio

al ADN, estrés oxidante y lipoperoxidacion (Cavusoglu et al., 2021).

La lipoperoxidacion en &cidos grasos poliinsaturados en las membranas celulares produce
diversas alteraciones en la estructura como fragmentacion, cambios en el potencial producto
de las ERO Yy alteraciones en las vias de sefialamiento celular (Pérez et al., 2008), esta
confirmado que el MDA, interacciona con las bases guanina del ADN, formando aductos con
actividad genotoxica (Ayala et al., 2014). Probablemente una de las principales interacciones
de las ERO con las bases del genoma contribuyen a la formacidn de roturas de cadena sencilla
(SSB) y doble (DSB) en el ADN (Meissner, 2007), evidenciado por el incremento
significante del porcentaje de expresion de la histona YH2AV en las regiones 2b y 3 del
germario de los ovarios de D. melanogaster silvestre (Oregon R) después de la exposicion a
las concentraciones de 11.2, 22.4 y 37.3 mg/L de Movento® 240SC y 24.6 y 41.1 mg/L de
Envidor® 240SC por 72 h, dependiente de concentracion del insecticida Envidor® 240SC,
pero no de Movento® 240SC. La exposicidn a las tres concentraciones de Envidor® 240SC,
produce alteraciones estructurales en el germario comparado con el germario del grupo
testigo, lo mas probable es que estas alteraciones morfoldgicas sean causadas por los

perdxidos de lipidos que afectan a la membrana del germario.

Esta reportado que la induccion y visualizacion de los DSB mediante la expresion de YH2AV
en Drosophila melanogaster es exclusivamente en ovocitos en la subfase de paquiteno de la
profase | de la meiosis I, en la region 2a, los cuales son reparados antes de su diferenciacion
en la region 3 (Jang et al., 2003; Gorski et al., 2004). Por lo tanto, la expresion de YH2AV
en las regiones 2b y 3 del germario después de la exposicién a Movento® 240SC y Envidor®
240SC, indican que ambos insecticidas actian como agentes genotdxicos a través de la
produccién de DSB.

Al comparar la accién genotdxica de ambos plaguicidas en el germario de D. melanogaster
Oregon R, se evidencia que el insecticida Movento® 240SC induce mayor aumento en el

porcentaje de expresion de yH2AV (DSB) que el insecticida Envidor® 240SC, quizas
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derivado mayor incremento ERO y lipoperoxidacion inducido por Movento® 240SC que con
Envidor® 240SC. Por lo que apoya que Movento® 240SC induce rompimientos de doble
cadena (DSB) en el ADN mientras que Envidor® 240SC produce primariamente
rompimientos de cadena sencilla (SSB) y secundariamente DSB, observado por el
incremento significante en la expresion de YH2AV en hembras de D. melanogaster mutante
ATM®" después de la exposicion a 11.2, 22.4 y 37.3 de Movento® 240SC mg/L y en hembras
mutantes ATR™-2%0 y ATM®U después de la exposicion a 12.3, 24.6 y 41.1 mg/L del
insecticida Envidor® 240SC comparado con el porcentaje de expresion de hembras silvestres

Oregon expuestas a las mismas concentraciones.

Adicionalmente, revela que Movento® 240SC activa la via de respuesta al dafio al ADN
(DDR) mediada por la cinasa ATM, evidenciado por el incremento significante en la
expresion de YH2AV en hembras de D. melanogaster mutante ATM®"y que Gnicamente a la
concentracion mas elevada 37.3 mg/L se activan ambas cinasas ATM®U{ y ATR™-290,
Mientras que la exposicion al insecticida Envidor® 240SC activa ambas cinasas ATR™20
y ATM®, Esta documentado que ATM actua ante la induccion de DSB, mientras que ATR
responde a roturas de cadena sencilla (SSB) y horquillas de replicacion estancadas (Sekelsky,
2017). No obstante, algunos estudios han indicado que la induccidn de estrés oxidante puede
conducir a la acumulacion de SSB y estructuras de ADN aberrantes (sitios
apurinicos/apirimidinicos) que son dificiles de reparar y pueden conducir a la formacién de
DSB, si no son reparadas, el destino de las células dafiadas es hacia la muerte celular (Whang
etal., 2003). Sin embargo ATM y ATR con frecuencia pueden ser activadas simultdneamente
(Roos y Kaina, 2013), lo que podria explicar porque en hembras mutantes ATR™2%D se
induce mayor expresion del marcador YH2AV después de la exposicion a la concentracion
de 37.3 mg/L (mas elevada) de Movento® 240SC, e incremento en los niveles de ERO,
observado por la elevada actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD, gue no son
capaces de contrarrestar su interaccion con el genoma y la membrana celular de las células
del germario. Por lo que, probablemente en las hembras mutantes ATM®U y ATRMe-29D
expuestas a la concentracion de 24.6 mg/L de Envidor® 240SC, la reduccién de diametro y
ausencia de nucleos en la regién 3 (primer estadio de la ovogénesis), es por bloqueo de la
proliferacion celular inducida por el estrés oxidante que afectan las vias de sefialamiento del

ciclo y diferenciacion de las células germinales del germario.
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Una respuesta importante ante la induccion de dafio en el ADN es la activacion de los puntos
de control del ciclo celular, para iniciar procesos de reparacion al genoma, este mecanismo
estad regulado por la activacion de las cinasas Chkl y Chk2 dependiente de ATR y ATM,
respectivamente (Bartek y Lukas, 2007, Zhao et al., 2023). No obstante, si la extension del
dafo excede la capacidad de reparacion, se activan cascadas de sefializacion adicionales, para
asegurar la eliminacion de estas células dafiadas (Sekelsky, 2017). El incremento significante
en la expresion de YH2AV en hembras de las cepas mutantes Chk19™ y Chk19/Chk2'°k
expuestas a las mismas concentraciones de los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y
Envidor® 240SC. Evidencian que la activacion de las cinasas Chk19P y Chk2'°¢ es
determinante para activar mecanismos de respuesta y reparacion del dafio al ADN inducido
por ambos insecticidas cetoenoles en las células germinales. Sin embargo, la induccion de
alteraciones morfoldgicas y ausencia de nuacleos celulares en las regiones: 1 lugar de
residencia de las células madre germinales, 2a y 2b regiones donde inicia y progresa la
meiosis (Hatkevich et al., 2021), del germario de hembras mutantes Chk19?/Chk2'% se infiere
que quizas la cinasa Chk2'° tiene una funcion esencial para activar de los mecanismos de
respuesta y reparacion del dafio al ADN y que su ausencia produce inhibicion de la

proliferacion y muerte celular.

Interesantemente, en ambos insecticidas, las alteraciones morfoldgicas e inhibicion de la
proliferacion fue mayor en las cepas mutantes Chk19/Chk2'° a concentraciones intermedias,
en las cuales se observa menor incremento en la actividad de los antioxidantes enddgenos
SOD y CAT comparado con las concentraciones elevadas de los insecticidas Movento®
240SC y de Envidor® 240SC. Esto podria indicar que a estas concentraciones se inhibe la
transcripcion génica de los mecanismos de respuesta ante la induccién de estrés oxidante y
de reparacion al ADN. Esta bien documentado que las ERO afectan diferentes vias de
sefializacion, la transcripcion génica, la traduccidn proteica, asi como la maduracion de los
ovocitos, la foliculogénesis, la esteroidogénesis ovarica, la luteolisis y el desarrollo
embrionario (Agarwal et al., 2005, 2012). En D. melanogaster, el dafio al material genético
y la induccion de estrés oxidante esta relacionado con muerte celular en las camaras ovaricas,
retrasos en las etapas de la ovogénesis y disminucién del tamafio de los ovarios
(Panagopoulos et al., 2007; Panagopoulos, 2012). Por lo que los mecanismos de respuesta y

reparacion del ADN en las células germinales son necesarios para controlar la proliferacion
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y diferenciacion de la linea germinal, para mantener la estabilidad genética, para garantizar
la produccidn de gametos, la sobrevivencia embrionaria y la permanencia de la descendencia
(Drummond-Barbosa, 2019; Stringer et al., 2020).

Uno de los sustratos mejor conocidos de Chk2 es la proteina supresora de tumores p53 la
cual actia como factor transcripcional regulando la actividad de genes implicados en la
reparacion del ADN vy apoptosis (Chehab et al., 2000; Shieh et al., 2000). Por lo que
finalmente, fue posible evidenciar que los mecanismos de reparacion del ADN son
dependientes de p53 para el insecticida Envidor® 240SC mediante incremento significante
de la expresion de yH2AV en hembras mutantes p53%53expuestas a las concentraciones de
12.3,24.6 y 41.1 mg/L, pero no para Movento® 240SC en el cual inicamente fue observado
aumento significante de la expresion de YH2AV en hembras mutantes p53952 expuestas a la
concentracion mas elevada 37.3 mg/L. Sin embargo, aunque p53 activa mecanismos de
reparacion de dafio al ADN, posiblemente en este estudio esta proteina no esta implicada en
la activacion de muerte celular después de la exposicion al insecticida Envidor® 240SC,
quizas la ausencia de nucleos celulares evidenciados por DAPI en el germario en hembras
mutantes p53%% y en Chk19"/Chk2'*, es producto de las alteraciones en estructura de la

membrana por los ERO y perdxidos de lipidos.

Esta publicado que Chk2 ademaés de activar p53 puede regular la activacion de factores de
transcripcion como FOXO1 (Tan et al., 2007). FOXOL esta involucrado en el metabolismo,
la proliferacidn y supervivencia celular (Paik et al., 2007; Evans-Anderson et al., 2008).
Algunos estudios han indicado que FOXO1 también responde ante la induccion de estrés
oxidante (Sengupta et al., 2009). Esto podria sustentar porque se observan ausencia de
ndcleos celulares en el germario en hembras de la cepa mutante deficiente de
Chk19/Chk29", pero no en hembras de la cepa mutante p53%°*3. Quiza en ausencia de Chk2,
FOXO1 no pueda ser activado y consecuentemente regular la proliferacion y supervivencia
celular. La regulacion negativa de la expresion de FOXO1 ya ha sido reportado en ovarios
de ratonas expuestas a Movento, en los cuales, adicionalmente, el andlisis histoldgico revelo
dafos en las membranas celulares, fragmentacion nuclear y muerte celular de células de la

granulosa ovarica (Kafshgiri et al., 2016).
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Con base a los resultados obtenidos en este estudio, se plantea como hipétesis el siguiente
mecanismo de genotoxicidad (Fig. 34) y de respuesta al dafio al ADN inducido por los
insecticidas cetoenoles Movento® 240SC y Envidor® 240SC (Fig. 35).
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Figura 34. Mecanismo de toxicidad y genotoxicidad inducido por los insecticidas cetoenoles Movento® 240SC
y Envidor® 240SC (Gonzalez Marin, 2023).
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Figura 35. Mecanismo de respuesta al dafio al ADN (DDR) inducido por los insecticidas cetoenoles. (A) DDR
provocado por Movento® 240SC. (B) DDR inducido por Envidor® 240SC (Gonzalez- Marin et al., 2023).

IX CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion, se evidencia que los insecticidas
cetoenoles comerciales Movento® 240SC y Envidor® 240SC actlan como agentes
genotoxicos a través de la induccion de estrés oxidante. También se determina que Movento®
240SC induce rompimientos de cadena doble (DSB) mientras que Envidor® 240SC induce
primariamente rompimiento de cadena sencilla (SSB) que conducen a la formacion de DSB.
Finalmente, se identifica que la DDR inducido por Movento® 240SC depende de la
activacion de las cinasas ATM®"Y Chk19P y Chk2'°ky (inicamente a la concentracion mas
elevada 37.3 mg/L de Movento® 240SC responde la cinasa ATR™-2%0 y p53953 Con el
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insecticida Envidor® 240SC se evidencia que la DDR depende de la activacion de las cinasas
ATR™Me-29D [ChK19P y ATM®" / Chk2'°k y los mecanismos de reparacion son dependientes
de p53%9%3, Los datos obtenidos revelan que ambos insecticidas cetoenoles representan un
riesgo potencial para el sistema reproductor femenino afectando la proliferacion, maduracion
y desarrollo de las células germinales que consecuentemente podria repercutir en la cantidad,
calidad de los ovocitos y la tasa de fertilidad y sobrevivencia embrionaria. Sin embargo, ain
se requiere realizar més estudios para elucidar caracterizar completamente los mecanismos
de genotoxicidad y de respuesta y reparacion del ADN inducidos por esta clase de

insecticidas.
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Abstract: DNA damage response (DDR) pathways in keto-enol genotoxicity have not been character-
ized, and few studies have reported genotoxic effects in non-target organisms. The present study
shows that concentrations of 11.2, 22.4, 37.3 mg/L of Movento® 240SC and 12.3,24.6, 41.1 mg/L
of Envidor® 2405C for 72 h oral exposure induced DSBs by significantly increasing the percentage
of YH2AV expression in regions 2b and 3 from the germarium of wild type females of Drosophila
melanogaster Oregon R, compared to the control group (0.0 mg/L of insecticides), via confocal im-
munofluorescence microscopy. The comparison between both insecticides’ reveals that only the
Envidor® 240SC induces concentration-dependent DNA damage, as well as structural changes in
the germarium. We determined that the DDR induced by Movento® 240SC depends on the ac-
tivation of the ATM", Chk18"P and Chk2** kinases by significantly increasing the percentage of
expression of YH2AV in regions 2b and 3 of the germarium, and that ATR™¢~23D and p539r53 kinases
only respond at the highest concentration of 37.3 mg/L of Movento® 240SC. With the Envidor®
240SC insecticide, we determined that the DDR depends on the activation of the ATRMei=29D fCpj18'P
and ATM!*/Chk2!°¥ kinases, and p539P%3 by significantly increasing the percentage of expression of
YH2AV in the germarium.

Keywords: keto-enol insecticides; DNA damage response; Drosophila germarium

1. Introduction

Pesticides are considered ubiquitous pollutants in the environment. Exposure to these
compounds has been associated with alterations in genetic material and the development
of various types of cancer [1-3]. Keto-enol insecticides are a new group of agrochemicals de-
rived from tetronic and tetramic acids, which have been commercialized by Bayer since 2000
in Mexico [4,5]. These contain three active ingredients: Spirodiclofen (Envidor® 2405C),
Spiromesifen (Oberon® 240SC) and Spirotetramat (Movento® 240SC) [4,6]. They present a
novel mechanism of action by interfering with lipid biosynthesis, acting as acetyl-coenzyme
A carboxylase (ACCase) inhibitors [6-8]. Exposure to these insecticides has been associated
with various toxic effects on non-target organisms. Spirodiclofen (Envidor® 240SC) is clas-
sified as a possible carcinogenic agent by the International Agency for Research on Cancer
(IARC, 2009); it induces uterine adenocarcinoma, Leydig cell hypertrophy, vacuolization,
degeneration and hyperplasia of interstitial cells in mammalian testes [9,10]; it produces
alterations during the embryonic development of zebrafish (Danio rerio) [11], oxidative
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Drosophila melanogaster ovaries
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ABSTRACT — Movento® 240SC and Envidor® 240SC are new insecticide derivatives of tetramic acid
belonging to a keto-enol pesticide family. However, few studies have reported genotoxic effects in non-
target organisms. In the present study, the genotoxic effects of Movento® 240SC and Envidor® 240SC
on Drosophila melanogaster ovaries were analyzed using the alkaline comet assay. Simultaneously, we
determined the LD, for both insecticides. Virgin females were exposed to food at three sublethal concen-
trations (11.2, 22.4, 37.3 mg/L) of Movento® 240SC and (12.3, 24.6, 41.1 mg/L) of Envidor® 240SC for
72 hr. As a negative control group, females were exposed to food without insecticides, and as a positive
control group, females were exposed to 17.5 mg/L bleomycin under the same experimental conditions.
We analyzed three genotoxic parameters, tail length, tail moment, and tail intensity, in ovarian cells. The
results showed that 11.2 mg/L Movento® 240SC insecticide significantly increased the tail intensity mean
in ovarian cells compared with the negative control. However, 22.4 and 37.3 mg/L Movento® 240SC sig-
nificantly increased tail length and tail moment means compared with the negative control. Envidor®
240SC insecticide at 12.3, 24.6, 41.1 mg/L significantly increased the three genotoxic parameters in ovar-
ian cells compared with the negative control. The LD values of Movento® 240SC and Envidor® 240SC
insecticides were 79.1 mg/L and 78.0 mg/L, respectively. The genotoxic response of the two keto-enol
pesticides was dependent on the concentration of each pesticide. The results demonstrated that Movento®
240SC and Envidor® 240SC keto-enol insecticides are genotoxic agents in D. melanogaster ovaries.

Key words: Movento® 240SC, Envidor® 240SC, Keto-enol insecticides, DNA damage

INTRODUCTION

Epidemiologic studies have indicated that there is an
association between pesticide exposure and the develop-
ment of diverse reproductive disorders, allergies and can-
cer. Pesticides are also considered to be one of the main
factors involved in environmental contamination (Zaller,
2020). Keto-enol insecticides are a new group of pes-
ticides derived from tetronic and tetramic acids, were

developed by Bayer in the 1990s and contain three
commercially available cyclic keto-enol compounds,
i.e., spirodiclofen (Envidor® 240SC), spiromesifen
(Oberon® 240SC) and spirotetramat (Movento®
2408C) (Sparks and Nauen, 2015) (Fig. 1A, B),
which have been successfully registered in the Unit-
ed States, Brazil, Mexico, and other countries for the
control of a broad spectrum of sucking insects, such
as aphids, psyllids, mealybugs, whiteflies and oth-
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