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Resumen

La ciencia y la tecnologia requieren de la integracion de diversas disciplinas
para dar solucién a una problemética. Hoy en dia es mas frecuente encontrar
trabajos de investigacion que involucren distintas areas, lo cual requiere a su vez
que los investigadores se aventuren a explorar conocimientos méas alla de su
especialidad. La fisica y la biologia normalmente se encuentran en aplicaciones
tecnologicas, generando un area de interés para muchas personas.

En la presente tesis se estudian los efectos que tienen las ondas de choque
en la perforacion de las capas externas del embrion temprano de la mosca de la
fruta (Drosophila melanogaster), utilizando nanoparticulas fluorescentes de carbono
como marcadores. Este trabajo busca dar bases para el desarrollo de una nueva
técnica que facilite el estudio de los genes presentes en Drosophila melanogaster,
un modelo biolégico ampliamente utilizado en investigacion de distintas
enfermedades humanas, asi como en toxicologia.

El primer apartado presenta informacion sobre la cavitacidbn acustica
generada por las ondas de choque en un medio liquido, asi como las aplicaciones
biomédicas y biolégicas. También se incluye la importancia de Drosophila como
modelo genético, haciendo hincapié en las caracteristicas Unicas de la mosca de la
fruta que hacen interesante la insercion de material exdgeno y los aspectos a
considerar para hacerlo posible. Se agrega una breve discusion sobre el uso
documentado de nanomateriales, incluyendo estudios que involucran Drosophila,
los cuales estan enfocados en toxicologia. También se mencionan los primeros
pasos que han sido reportados sobre el tema de esta tesis.

El segundo apartado muestra la metodologia del trabajo realizado para
conocer la supervivencia de las moscas al tratamiento con ondas de choque, asi
como observaciones in vivo de posibles cimulos de nanoparticulas insertados en
las moscas gracias a la accion de las ondas de choque, ademéas de la observacién
hecha en cortes de larvas y adultos de Drosophila, tratados con ondas de choque o
microinyectados con el equipo Nanoliter 2000.

El tercer capitulo muestra y describe los resultados obtenidos en distintas
pruebas, ademas de ofrecer la respectiva discusion.

El cuarto apartado discute la posible aplicacion que tiene esta investigacion,
relacionadas a la introduccion de material exdgeno en el embrion temprano de
Drosophila.

Por dltimo, se encuentran las conclusiones generales, un anexo con
imagenes suplementarias de los resultados y la bibliografia citada en este trabajo.



1. Introduccidn

1.1 Ondas de choque del tipo usado para aplicaciones
biomeédicas

Una onda de choque es una perturbacion de presion transitoria que se
propaga en el espacio tridimensional, con un aumento repentino de la presion
ambiental a su maxima presion en el frente de onda, que en aplicaciones clinicas
suelen generarse en un medio acuoso y utilizando un gel de acoplamiento para
facilitar la transmision en tejidos biologicos (Ogden et al., 2001). EI empleo
biomédico de las ondas de choque suele ser referido como terapia con ondas de
choque extracorpoéreas (ESWT, por su nombre en inglés), o en el caso de la
pulverizacion de célculos renales, como litotricia con ondas de choque
extracorpéreas (ESWL, por su nombre en inglés) (Wang, 2012). Aunque no se
profundiza al respecto en esta discusion, se conoce que las ondas de choque
pueden transmitirse por distintos medios, por lo que una onda de choque también
puede encontrarse en fendmenos como el cambio de presion causado por un avién
supersonico (Krehl, 2008).

1.1.1 Cavitacion acustica

La cavitacién acustica es un fenémeno fisico que involucra eventos rapidos
de expansién y comprension (colapso) de burbujas dentro de un medio, el cual
produce sono-luminiscencia, efectos sono-quimicos e incrementa la accion erosiva
(Neppiras, 1980). Se trata de uno de los fendmenos principales que es responsable
de los efectos observados en ESWL y ESWT (Loske, 2017). La cavitacion se
produce con la transformacion rapida de la presién positiva de la onda de choque
en un esfuerzo de tension en el agua, lo cual resulta en la compresion de cavidades
llenas de vapor, o “burbujas”, las cuales se expanden y abruptamente se comprimen
de forma asimétrica (figura 1), generando microjets de alta velocidad que provocan
dafios a un material, acompafiados de ondas de choque secundarias (Sass et al.,
1991). La velocidad de los microjets en promedio es de 210 m/s, pero pueden llegar
a velocidades alrededor de 770 m/s, dependiendo del tamafio original de la burbuja
(Philipp et al., 1993).
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Figura 1. Esquema del fendbmeno de cavitacién acustica inducido por las ondas de choque de uso
médico (modificado de Lépez-Marin et al., 2017).

1.1.2 Aplicaciones biomédicas

Las ondas de choque pueden desintegrar calculos renales y biliares, sin
embargo, sus aplicaciones se han extendido también a tratamientos ortopédicos
(Thiel, 2001). En este sentido, la terapia de ondas de choque se ha utilizado
exitosamente en pacientes con padecimientos como la tendinitis calcificante de
hombro (Loew et al., 1999), y la fascitis plantar (Wang et al., 2002), con las ventajas
de no ser invasiva y tener un bajo grado de complicaciones. Los efectos bactericidas
de las ondas de choque han sido demostrados y podrian servir como un nuevo
tratamiento no invasivo de infecciones (Gerdesmeyer et al., 2005).

Su uso clinico en urologia se remonta a inicios de la década de 1980 siendo
rapidamente aceptado como tratamiento, ya que no se presentaron repercusiones
mayores en los pacientes (Chaussy et al., 1982). Las ondas de choque en el cuerpo
tienen efectos similares a los que se observan bajo agua, causando el colapso de
microburbujas, y formando microjets de agua que pueden dafiar tejido vivo (Crum,
1988), lo cual es un efecto no deseado en la remocion de calculos renales, que debe
ser minimizado. Por otra parte, esto se ha aprovechado para el tratamiento de
trombosis cerebral (Takayama et al., 2004). Las ondas de choque generadas por
los litotriptores extracorporales son capaces de producir cantidades significativas de
cavitacion acustica (Coleman et al., 1987). Las principales complicaciones de los
tratamientos con ondas de choque en la remocion de calculos renales son los
remanentes de fragmentos del calculo, los cuales obstruyen las vias urinarias en el
7% de los pacientes, y la formacién de hematomas perirrenales, que se presentan
en el 0.4 % de los pacientes (Wolff et al., 1997). Dafios en los tejidos aledafos a los
rifones son esperados, pero la evidencia experimental con tejidos animales muestra
gue generalmente no son suficientemente significativos como para requerir de un
tratamiento clinico (Jaeger et al., 1988).



Para usos biomédicos, las ondas de choque se producen utilizando
generadores piezoeléctricos, electrohidraulicos o electromagnéticos (Magafha et al.,
2013; Shrivastava, 2005; Rivera et al., 2012). Los sistemas piezoeléctricos utilizan
un pulso de alto voltaje a través de una serie de cristales piezoeléctricos montados
sobre un cascaron esférico de aluminio, causando una rapida expansion y
contraccion de los cristales, resultando en un pulso de presion, que degenera en
una onda de choque en la vecindad del centro del arreglo. Los voltajes usualmente
utilizados van de 5 a 10 kV.

La terapia con ondas de choque extracorporeas puede ser clasificada de
acuerdo a los niveles de densidad de energia. Las ondas de choque de baja energia
tienen una densidad de energia focal de hasta 0.08 mJ/mm?, las moderadas entre
0.09 y 0.28 mJ/mm?, y las de alta energia arriba de 0.6 mJ/mm? (Mouzopoulos et
al., 2007).

1.1.3 Aplicaciones biol6gicas

Utilizando ondas de choque bajo agua se ha logrado transformar
genéticamente organismos procariontes como bacterias (Jagadeesh et al., 2004), o
eucariontes, como plantas (Rivera et al., 2012), y hongos filamentosos (Magafia et
al., 2013), gracias a la permeabilidad transitoria ocasionada en la membrana de las
células (Lauer et al., 1997). La permeabilidad transitoria de la membrana lipidica fue
conocida en primera instancia en células de leucemia en ratén (Gambihler et al.,
1992), siendo desconocido hasta la fecha el fendbmeno exacto por el que esto
sucede, pero se atribuye a que la cavitacion acustica actia sobre la membrana
lipidica, generando poros por la accién de los microjets de alta velocidad (Li et al.,
2013). La permeabilidad de las membranas en lineas celulares humanas expuestas
a ondas de choque también ha sido investigada, analizando la posibilidad de usar
este método para transformar genéticamente las células, o bien, para
administracion dirigida de farmacos (Lépez-Marin et al., 2017). Al emplear las ondas
de choque para transformacion genética, debe considerarse que el DNA presente
en la solucién que rodea la célula esta sujeto a ser dafiado (Kochanski et al., 2001);
no obstante, estableciendo parametros adecuados, es posible lograr una buena
eficiencia de transfeccion genética (Magafia et al., 2013).



1.2 Drosophila melanogaster como modelo bioldgico

Los trabajos experimentales en Drosophila melanogaster (mosca de la fruta)
tienen un registro que comienza a principios de los aflos 1900, introducidos por
William E. Castle y su grupo de investigacion en la universidad de Harvard (Kohler,
1993). El estudio genético en Drosophila fue introducido por Thomas H. Morgan,
quien comenzd sus trabajos en 1909 después de interesarse por las variaciones
genéticas observadas en las moscas. Su trabajo junto a otros brillantes
investigadores lo llevd a explicar los mecanismos de la herencia en base a las leyes
de Mendel publicadas previamente en 1866 (Bellen & Yamamoto, 2015). La mosca
de la fruta se ha utilizado ampliamente como un modelo genético, debido a
caracteristicas como el ciclo de vida en un periodo de 10 a 12 dias, mantenimiento
econdémico y su biologia evolutivamente conservada. Ademas, se ha estimado que
el 75% de los genes relacionados a enfermedades en humanos tienen ortélogos
funcionales en la mosca (Pandey & Nichols, 2011). Una hembra de Drosophila
melanogaster es capaz de poner un promedio de 500 huevos en toda su vida (Hyde,
1921), por lo que se cuenta con un gran numero de descendientes para analizar en
la experimentacion con moscas. La secuenciacion del genoma de la mosca de la
fruta, dada a conocer a finales del milenio anterior, ha impulsado en gran medida la
investigacién de la funcién de sus genes (Adams et al., 2000).

1.2.1 Importancia de Drosophila melanogaster

Los estudios en este modelo biol6gico permitieron encontrar genes que
afectan la visién, el olfato, la conducta sexual, los ciclos circadianos y el
envejecimiento, entre otros (Bellen & Yamamoto, 2015). Una de las tematicas de
mayor interés donde Drosophila se ha utilizado es en el estudio de enfermedades
neurodegenerativas (Ghosh & Feany, 2004); por ejemplo, experimentando con los
genes que estan involucrados en la enfermedad de Alzheimer (Greeve et al., 2004).
La mosca de la fruta ha destacado como un modelo para dilucidar enigmas en
biologia del desarrollo, que, debido a su biologia conservada, involucra varios
tépicos, como el estudio de vias de sefalizacion. Como ejemplos, se pueden
estudiar vias involucradas en la generacion de cancer, como la via de Hippo
(Maugeri-Sacca & De Maria, 2018), la via de Notch (Kidd, S. & Lieber, 2016), y la
via JAK-STAT (Herrera & Bach, 2019), ademas de la via de sefalizacion de la
insulina, colocando a Drosophila como un modelo para estudiar efectos de la
diabetes (Graham & Pick, 2017). Los discos imaginales, sacos de células epiteliales
que representan los primordios de estructuras adultas como patas y alas, han sido
estudiados extensivamente para conocer las vias de sefializacion y los mecanismos
involucrados en el crecimiento y la reparacion de tejido (Worley et al.,, 2012).



Drosophila también es til en estudios sobre el comportamiento del ciclo circadiano
(You et al., 2018), y los efectos de distintas dietas en la salud (Luersen et al., 2019).

1.2.2 Estudio del funcionamiento de genes en Drosophila melanogaster

En 1940, el bidlogo Edward B. Lewis, propuso que el estudio de las moscas
mutantes era util para dilucidar los mecanismos del desarrollo embrionario,
mapeando defectos genéticos y asociandolos con anomalias observadas, como
alas adicionales (Campbell & Reece, 2007). Para crear mutaciones se pueden
utilizar técnicas como elementos P, los cuales son transposones que mutan los
genes al insertarse en ellos (Martin et al.,, 2001), o bien, utilizar compuestos
quimicos como el metanosulfonato de etilo (Blumenstiel, 2009). Durante los Ultimos
afos, la técnica CRISPR/Cas9, capaz de realizar mutaciones dirigidas en base a un
mecanismo de proteccion antiviral de las bacterias, también ha sido aplicada en la
mosca de la fruta (Bassett et al., 2013).

El método de RNA de interferencia, donde se utiliza RNA de doble cadena
para interferir con la traduccion 6 la vida media de RNA mensajero, asi como la
transferencia de genes entre organismos (transfeccion) en Drosophila, también se
han utilizado para estudiar el funcionamiento de los genes; no obstante, ambos
meétodos confian en la microinyeccién como primer paso, una técnica demandante
en tiempo (Yuen et al., 2008). Debido al grado de experiencia que se requiere para
realizar la microinyeccion y la naturaleza del método, el porcentaje de moscas
transformantes respecto a las microinyectadas tipicamente es de 0.5-5% (Rubin &
Spradling, 1983).

La transgénesis se puede lograr utilizando elementos P, lo que genera
mutaciones aleatorias (Tower, 2000), o de forma mas especifica utilizando el fago
®C31 (Bischof et al., 2007). Se debe inyectar DNA con una fuente de enzima que
cataliza la transposicion, ya sea la P-transposasa o la ®C31 integrasa dependiendo
del método, en la parte posterior del embrién donde se formaran las células polares,
gue son las células precursoras de las células germinales, para lograr la transmisién
a los descendientes al transformar al menos una de estas células. Posteriormente
los adultos se cruzan con moscas silvestres y se hace un cribado para buscar
animales transgénicos en la siguiente generacién (Cartwright, 2009).

La electroporacion es una técnica que se ha utilizado para permeabilizar la
membrana de las células e introducir material como DNA, aplicando un campo
eléctrico, siendo ampliamente utilizada en organismos como las bacterias (Dower
et al.,1988) y los hongos (Becker & Guarente, 1991). En Drosophila, se ha reportado
que la transformacion de organismos es posible mediante electroporacion en
embriones, contando una buena eficiencia y representando un gran ahorro de
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tiempo respecto a la microinyeccion (Kamdar et al., 1995); no obstante, la
microinyeccion sigue siendo la técnica de rutina (Cartwright, 2009).

1.2.3 Desarrollo temprano del embridon en Drosophila melanogaster

En el desarrollo temprano de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster),
el embrion inicia el desarrollo presentando actividad mitética sin divisiones celulares,
dando lugar a un sincisio. Esta etapa de las divisiones nucleares es la de
preblastodermo. Después de 13 ciclos de division nuclear (figura 2), se inicia la
celularizacion del embrién, para pasar del estadio de blastodermo sincisial al de
blastodermo celular (Campos-Ortega & Hartenstein, 1997). En el preblastodermo,
las membranas celulares no se han formado, lo que permite que el material dentro
del embridén se pueda difundir en el citoplasma, incluyendo los ndcleos que ya se
han formado. De este modo el embrién se encuentra en un estado de célula
multinucleada o sincisio (Gilbert, 2000). Esta etapa es de gran interés para los
propdsitos de esta investigacion, ya que permite considerar el embriébn como una
sola célula. Dicha célula multinucleada tiene cambios en su interior. En las primeras
7 divisiones los ndcleos aumentan exponencialmente y se mantienen en la parte
central, pero después sdélo una pequefia cantidad se queda en el centro para formar
el vitelo, mientras el resto comienza a migrar hacia la superficie del embrion (Foe &
Alberts,1983). El citoplasma también cambia como se observa durante la décima
division, donde hay presencia de un citoesqueleto de microtibulos vy
microfilamentos que rodean cada nucleo (Karr & Alberts, 1986). Después de la
décima division, los primeros nucleos que llegan al polo posterior del embrién se
separan para formar células polares, las cuales seran la linea germinal en el adulto
(Cartwright, 2009). La velocidad de las divisiones nucleares en la etapa
preblastodermo es mayor ya que no se presentan las fases Gi y Gz del ciclo celular
(Rabinowitz, 1941). Durante la fase G, las células resultantes de la division pueden
crecer y reponer las reservas proteicas y energéticas, ademas de ser la etapa donde
se regula si la célula comienza a diferenciarse (Lee & Orr-Weaver, 2013). El tiempo
en el que ocurren las primeras 13 divisiones nucleares, independientemente del
momento de la puesta, se enlista a continuacion, de acuerdo a Campos-Ortega &
Hartenstein, 1997:

o 0-0:25 h. Primeras dos divisiones nucleares.
o 0:25h - 1:05 h. Divisiones nucleares 3-8.

o 1:05 h - 1:20 h. Novena divisién nuclear.

o 1:20 h - 2:10 h. Divisiones nucleares 10-13.

El embrion temprano sincisial esta rodeado de una membrana plasmatica por
arriba de los nucleos que migran a la periferia (Reversi et al., 2014). De acuerdo
también a Campos-Ortega & Hartenstein (1997), determinar la etapa de desarrollo
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en la que se encuentra el embrién tomando el tiempo después de ser puesto, esta
sujeto a cierta incertidumbre, ya que entra en juego el tiempo en el que la hembra
retiene los embriones, por lo que, si se requiere un método mas confiable, se
recomienda observar en un microscopio compuesto los embriones dentro de un
medio, como cloruro de sodio al 0.9%.

Figura 2. 14 ciclos de divisiones nucleares en el embriéon temprano de la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster). En blanco estan marcados los nucleos. Antes del ciclo 13, el embrion es
una célula multinucleada. Esta imagen se obtuvo por microscopia de campo oscuro (Gilbert, 2000).

1.2.4 Capas exteriores del embrion en Drosophila melanogaster

Las distintas capas que estan en el exterior del sincisio complican la tarea de
introducir material exégeno, comparado con células de hongos o bacterias. El
exterior o cascara del embribn de Drosophila melanogaster esta compuesto
principalmente por las capas proteinicas de la membrana vitelina y el corion; éste
es la capa mas externa y a su vez se divide en el exocorion y el endocorion
(Margaritis et al., 1980). Adicionalmente, hay una membrana de cera que cubre la
membrana vitelina (Papassideri et al., 1991). Durante la ovogénesis, la membrana
vitelina se secreta a partir de las células foliculares que rodean el ovocito en
formacion, dejando un espacio entre la membrana del ovocito y la membrana
vitelina: el espacio perivitelino. Luego, las células foliculares secretan otra capa
protectora, mas externa, el corion. Este segundo recubrimiento es mas
impermeable, y después las células foliculares mueren (Cummings & King, 1969;
Pascucci et al., 1996). El espermatozoide fecunda el ovocito a través de un conducto
al exterior formado por la membrana vitelina llamado micrépilo (Nonidez, 1920). Se
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sabe que los embriones en sus primeras etapas tienen un potencial eléctrico de
reposo negativo en su superficie, con una contribucion minima de la membrana
vitelina y una gran contribucion de la membrana celular (Miyazaki & Hagiwara,
1976).

1.2.5 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

La mosca de la fruta tiene un ciclo de vida que dura aproximadamente 10
dias a una temperatura de 25°C (figura 3). La hembra puede ovipositar cientos de
huevos. La embriogénesis dura aproximadamente veinticuatro horas, de manera
gue una larva emerge de cada huevo al final de esta etapa de desarrollo. Cada larva
se alimentara y pasaré por 3 estadios, los cuales culminaran entre el sexto y séptimo
dia de desarrollo, cuando la larva deje de comer, y forme la pupa (Allocca et al.,
2018). La pupa continta en desarrollo e iniciar4 un proceso de metamorfosis, el cual
culminaré en unos dias méas hasta emerger como adulto (Campbell & Reece, 2007).
La esperanza de vida de los adultos en Drosophila est4 entre 50 y 80 dias (Parkes
et al., 1998).
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Figura 3. Ciclo de vida de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster). En aproximadamente 10
dias a una temperatura de 25 °C se completa el ciclo de vida. La embriogénesis es corta (24 horas),
al final de la cual sale del huevo una larva. Esta comera para crecer y pasar por 3 estadios,
terminando en la formacion de la pupa, la cual pasa por un estado de metamorfosis hasta emerger
como adulto (modificado de Flagg, 1988).

El embrién de Drosophila melanogaster tiene una longitud promedio de 0.51
mm (Markow et al., 2009). Las larvas miden aproximadamente 1 mm en el primer
estadio, 2.8 mm en el segundo y 4-5 mm en el tercero (Alpatov, 1929). La longitud
de la pupa es de 3 mm en promedio. En los adultos, debido al dimorfismo sexual,
una hembra madura mide en promedio 2.62 mm y un macho maduro 2.51 mm
(Caldwell et al., 2005).

El desarrollo en la mosca de la fruta es segmentado, por lo que los adultos
tienen 3 zonas claramente definidas: cabeza, térax y abdomen (figura 4). A su vez
el térax se encuentra segmentado en 3 regiones, una con soélo dos patas, otra con
dos patas y alas, y una con dos patas y halterios (Campbell & Reece, 2007).
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Figura 4. Anatomia del adulto de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) (modificado de
Campbell & Reece, 2007).

1.3 Nanomateriales

En 1959, Richard Feynman, galardonado afios mas tarde con un premio
Nobel de Fisica, dio paso al desarrollo de la nanotecnologia al discutir la posible
creacion de maquinas de tamafios tan pequefios que involucrarian la manipulacién
de atomos a gusto del disefiador, involucrando desafios causados por las
interacciones moleculares (Feynman, 1992, transcripcion). Durante décadas, uno
de los aspectos mas interesantes de la nanotecnologia ha sido la elaboracién de
nanomateriales con propiedades Unicas (Zhang & Webster, 2009). En la practica se
considera nanomaterial aquel que tenga alguna de sus dimensiones dentro de la
nanoescala (1-100 nm, 1 nm = 1x10° m), siendo una nanoparticula un material que
tiene todas sus dimensiones dentro de esta escala (Boverhof et al., 2015). Sin
embargo, no hay una definicion de nanomaterial que termine de convencer a toda
la comunidad cientifica, e incluso, se advierten riesgos derivados de trabajar con
una definicién inapropiada, dejando a la subjetividad la regulacion de materiales
virtualmente peligrosos (Maynard, 2011). Los nanomateriales presentan ventajas
al medio ambiente como su uso en biorremediacién o mejorando la eficiencia de
paneles solares y celdas de combustible, pero podrian representar riesgos a la salud
al utilizarlos en productos de escala industrial, ya que llegan a asociarse con
toxicidad limitada, como los nanotubos de pared simple. No obstante, para
considerar la toxicidad de un nanomaterial como un verdadero riesgo, se requieren
de varios estudios (Borm et al., 2006).
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1.3.1 Aplicaciones tecnoldgicas

Como se menciond en el subapartado anterior, se obtienen nuevas
propiedades en el desarrollo de los nanomateriales, debido a que en la hanoescala
se presentan fendmenos fisicos Unicos, por ejemplo, se puede ajustar la banda de
valencia de los semiconductores modificando las dimensiones del material, ademas
de propiciarse el desarrollado de superconductores (Guozhong, 2004). Una mayor
area de superficie y la posibilidad de modificar el espacio entre las capas de un
nanomaterial, como es el caso del grafeno, permiten disefiar nuevas y mejores
baterias que tengan un espacio 6ptimo para que los iones y las moléculas intercalen
en los procesos de carga y descarga (Pumera, 2011).

En cuanto a biorremediacion, los nanomateriales han sido propuestos para
remediar el suelo y contaminantes de agua, debido a su mayor reactividad con los
contaminantes (frente a microparticulas) y mayor area superficial. Ejemplos de esto
es la degradacion de pentaclorofenol (PCF) con nanotubos de TiO2 y la adsorciéon
de iones de metales pesados con nanotubos de carbono de pared multiple
(Cameotra & Dhanjal, 2010). En aplicaciones medicinales, se han investigado para
Su uso en sistemas de suministros de medicamentos en la terapia contra el cancer,
donde ademas de aspectos como el tamafio y la forma del nanomaterial, se debe
considerar su balance hidréfilo-lipofilico, para garantizar el correcto funcionamiento
en un sistema biolégico (Barreto et al., 2011). Ademas, las nanoparticulas se han
usado como marcadores en aplicaciones bioldgicas, tal es el caso del uso de
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro para asistir la resonancia
magnética en ceélulas (Bulte, 2005), asi como nanoparticulas funcionalizadas de
silicio para marcar células cancerigenas (Eliseeva et al., 2010).

1.3.2 Toxicidad de nanomateriales en Drosophila melanogaster

Debido a que la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) cuenta con
caracteristicas conservadas como sus genes y vias metabdlicas, es util para
estudios toxicolégicos. Hay reportes en la literatura sobre toxicidad de diversos
nanomateriales, entre otros agentes téxicos (Rand et al. 2014). Los efectos
encontrados han sido diversos con los distintos nanomateriales probados, a veces
encontrando efectos en la supervivencia y en la fertilidad, y en otras ocasiones sin
efectos aparentes. Con nanoparticulas de oro se encontraron mutaciones que
afectaban la linea germinal, con efectos notables de defectos en los ojos de la
segunda generacion, después de haber mutado un individuo con un nanomaterial y
haber hecho una cruza con la descendencia (Vecchio et al., 2012). Nanoparticulas
de plata en dosis no letales interfieren en la homeostasis celular del cobre,
afectando la melanizacion cuticular, causado por la presencia excesiva de especies
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de oxigeno reactivo (ROS, por su nombre en inglés). Ademas, los efectos crénicos
incluyen reduccién de la fertilidad en las hembras y una caida de la habilidad motora
(Armstrong et al., 2013). Al probar nanofibras de carbono en moscas se encontrd
una reduccién en los individuos que llegaban a desarrollarse hasta la etapa de pupa.
Otros factores como la habilidad motora, la fertilidad y la supervivencia de adultos
también fueron negativamente afectados (Lee et al., 2015). En el caso de
nanoparticulas de 6xido de zinc las pruebas sugieren un ligero potencial genotoxico
(Carmona et al., 2016). Mutantes aberrantes como efecto de la exposicion crénica
a estas nanoparticulas también han sido reportados (Anand et al., 2017), pero la
investigacion carece de valores significativos y un control que fortalezca estos
hallazgos. Por otro lado, al hacer pruebas en Drosophila con nanocables de fosfuro
de galio, no se encontraron efectos negativos (Adolfsson et al., 2013). El efecto
puede cambiar en las distintas etapas de desarrollo de las moscas, por ejemplo,
nanotubos de carbono no tienen un efecto adverso en larvas de mosca pese a la
evidencia de que el material se aloja en el tejido, pero afectan negativamente la
locomocion y pueden causar letalidad en adultos (Liu et al., 2009).

1.4 Antecedentes

Experimentos previos para conocer los efectos de las ondas de choque en
Drosophila melanogaster han arrojado evidencia que soporta la supervivencia de
los embriones al tratamiento de ondas de choque, los cuales alcanzan en un
porcentaje mayor la etapa adulta al aplicar 50 ondas (frecuencia = 1Hz, presién del
pulso positivo = 18 MPa) en un Piezoson 100 plus (Richard Wolf GmbH, Knittlingen,
Alemania) (figura 5). Los resultados también sugieren la posible generacién de
poros en las capas exteriores de los embriones (Velazquez et al., 2018).
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Figura 5. Registro de supervivencia de moscas de la fruta tratadas con 50, 100 y 200 ondas de
choque. En cada experimento las ondas de choque (p*= 18 MPa) se aplicaron en bolsas con 50
embriones con una frecuencia de 1Hz. Se muestra el porcentaje de las moscas que viven hasta cada
etapa de desarrollo: embrién (rojo), larva (azul) o adulto (verde). Se presentan los controles y el
promedio de 3 repeticiones por cada condicién (modificado de Velazquez et al., 2018).

1.5 Justificacion

Drosophila melanogaster es un modelo ampliamente utilizado en la
investigacién de enfermedades humanas (Pandey & Nichols, 2011). La insercion de
material exdgeno con ondas de choque puede facilitar procesos en las
investigaciones con Drosophila, por lo que vale la pena realizar pruebas utilizando
nanoparticulas como marcadores de modo que se pueda comprobar su insercion.
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1.6 Objetivo general

Conocer los efectos de las ondas de choque en embriones de Drosophila
melanogaster, para evaluar el desarrollo de una nueva técnica de insercion de
material exdgeno con aplicaciones biolédgicas.

1.6.1 Objetivos especificos

» Tratar embriones de moscas con ondas de choque en solucién de nanoparticulas
fluorescentes.

e Obtener una supervivencia aceptable de embriones tratados con ondas de
choque en solucion de nanoparticulas fluorescentes.

e Explorar la presencia de nanoparticulas fluorescentes en larvas tratadas.

e Preparar cortes histolégicos de moscas en estado larvario y como adultos,
después de ser tratadas con ondas de choque.

e Observary registrar cortes histologicos para determinar si las nanoparticulas
se han insertado dentro de las moscas y de ser asi, en qué tipo de tejido se
encuentran.

» Microinyectar nanoparticulas fluorescentes en larvas de moscas de la fruta con
el equipo Nanoliter 2000.

e Preparar cortes histologicos de moscas en estado larvario y como adultos,
después de ser microinyectadas.

e Observar cortes histologicos para determinar si las nanoparticulas se
encuentran localizadas en los tejidos de las moscas.

1.7 Hipotesis

La aplicacion de ondas de choque ayuda a perforar las capas externas del
embrion temprano de Drosophila melanogaster, permitiendo introducir
nanoparticulas.
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2. Metodologia

2.1 Cria de moscas y recoleccidén de embriones

Las moscas se mantuvieron en un bioterio a 25°C. Para su desarrollo se
colocaron en tubos con alimento. Para recolectar embriones, las moscas fueron
puestas en vasos taponados con una caja Petri en donde las hembras ovipositan
los huevos. La caja tiene un medio base de agarosa. Para las pruebas con ondas
de choque, los embriones fueron transferidos a una bolsa 2 horas después de haber
sido puestos por las moscas, en donde el embridén pasa por las Ultimas divisiones
nucleares en su etapa como sincisio (Campos-Ortega & Hartenstein, 1997). En
todos los experimentos se utilizaron moscas de la cepa silvestre yellow white.

2.2 Pruebas del efecto de las ondas de choque en embriones con
solucion de nanoparticulas

Para producir las ondas de choque se utiliz6 un generador piezoeléctrico
modelo Piezoson 100 plus (Richard Wolf GmbH, Knittlingen, Alemania), montado
en el fondo de una tina de acrilico transparente (278 mm x 278 mm x 235 mm). El
agua se mantuvo a una temperatura controloda de 23 °C, empleando un circulador
digital termostatico de inmersion, de la marca Cole-Parmer. Cada muestra se sujeto
horizontalmente dentro de la tina con un posicionador xyz y se centré en el punto
focal del generador de ondas de choque (figura 6).
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Figura 6. Esquema simplificado del generador de ondas de choque Piezoson 100 plus. Los
elementos béasicos son (1) posicionador, (2) tina, (3) nivel de agua, (4) muestra (bolsa), (5) fuente de
ondas de choque, (6) conexién a la unidad de control (modificado de Lukes et al., 2016).

La muestra consiste en una bolsa de 15 mm x 25 mm, con 90 pl de buffer
TEy 10 pl de una solucion 100 nM de nanoparticulas fluorescentes (figura 7), donde
se han incluido 50 embriones. Las nanoparticulas fueron donadas por el Centro de
Investigaciones en Optica (ClO). Fueron seleccionadas por tener una alta eficiencia
cuantica, de modo que se facilite su observacion con fluorescencia. Cada prueba
se realiz6 con 50 ondas de choque a una frecuencia de 1 Hz, con 3 repeticiones y
un control. La amplitud maxima del pulso de presion positivo (p*) de las ondas de
choque fue de aproximadamente 18 MPa. Esta presion se obtiene al ajustar el nivel
de intensidad del equipo en su maximo valor.
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Figura 7. Nanoparticulas fluorescentes de carbono en suspension. El didmetro es de 100 nm
(izquierda) y 4 nm (derecha).

2.3 Registro y observacion de moscas

Después de tratar los embriones con ondas de choque, se recuperaron de la
bolsa y se colocaron en una caja Petri. Por medio de un microscopio estereoscopico
marca Nikon, modelo SMZ-2T, se observaron los huevos tratados para registrar
cuantos embriones se desarrollan hasta la etapa de larva y cuantos hasta adultos.
Los adultos fueron anestesiados con diéxido de carbono (CO2) para observarlos.
Para conservar los adultos obtenidos hasta el procesamiento, se colocaron en un
frasco con alcohol etilico al 70%. Para buscar posibles cumulos fluorescentes
atribuibles a las nanoparticulas, se acoplé un set de iluminacién de la marca
Nightsea en el microscopio, el cual permite observar cualquier fluorescencia en las
larvas al irradiarlas con luz azul.

2.4 Preparacion y observaciéon de cortes histologicos

Para poder observar de forma clara los cimulos de nanoparticulas, asi como
ubicarlos dentro de la mosca, las larvas fueron fijadas y cortadas. Después de
obtener larvas sobrevivientes al tratamiento con ondas de choque, éstas se
seccionaron por la mitad, luego se fijaron por 30 minutos en hielo en una solucion
previamente preparada con 125 pl de tetroxido de osmio (OsOa4) al 2%, 10 pl de
glutaraldehido al 50%, 62.5 pl de buffer de cacodilato y 52.5 ul de H20. A
continuacion se colocaron en OsOa4 al 2% en hielo por 2 horas, se deshidrataron en
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soluciones graduales de acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 96%, 100%) y se dejaron
una noche en una solucion de Spurr/acetona 1:1. Después se cambiaron a Spurr
por al menos cuatro horas a temperatura ambiente, y luego se colocaron
individualmente en moldes con Spurr. Para solidificarse, se dejaron en estos moldes
con Spurr 100% dentro de un horno a 70° C por 2 o 3 dias. Los cortes se realizaron
en un microtomo marca Leica, modelo RM2265, cada uno con un grosor de 1 um,
utilizando una navaja de vidrio. Finalmente se colocaron en un porta objetos y se
calentaron a 70°C en una parrilla. Las muestras control sin el tratamiento de ondas
de choque, asi como las muestras tratadas, se fijaron por igual.

Para observar si las nanoparticulas estaban bien incorporadas en el tejido,
después de los experimentos con ondas de choque, las larvas se dejaron desarrollar
hasta la etapa adulta, se anesteciaron con CO: y se fij6 todo el cuerpo de la mosca
con el procedimiento descrito en el parrafo anterior, incluyendo la manipulacién para
obtener los cortes.

La observacion se realiz6 en un microscopio 6ptico marca Nikon, modelo
E600, utilizando un objetivo Nikon Plan Fluor 20x/0.50. Para inspeccionar los
cumulos de nanoparticulas, se observaron con luz blanca, azul, verde y roja. Para
las dltimas 3 se requirié una lampara de mercurio y la luz fue dirigida a los filtros de
epifluorescencia B-2A, G-2Ay Y-2E/C TX RED, respectivamente. En algunas tomas
se usaron simultdneamente luces azul y blanca, esta Ultima proveniente de la
lampara del microscopio. Las fotos de los cortes se toman con una camara
CooISNAP cf de Photometrics. Para ajustar la escala de las imagenes se utilizo la
graduacion de una camara de Neubauer, y el software ImageJ. Una muestra con
nanoparticulas en buffer TE fue observada con fluorescencia en el microscopio y
se us6 como referencia del comportamiento de las nanoparticulas con la luz.

2.5 Microinyeccién de nanoparticulas fluorescentes en larvas de
moscas con el equipo Nanoliter 2000

Para tener una referencia de como se ven y se distribuyen las nanoparticulas
dentro de las moscas, la solucion con nanoparticulas se microinyect6 directamente
en las larvas, durante su tercer estadio, con un equipo Nanoliter 2000. A partir de
capilares de vidrio, previamente se prepararon capilares estirados. Uno de los
extremos del capilar se estira con un puller pul-100 de World Precision Instruments,
para formar una punta que sirve para penetrar el embridn. Estos capilares se
rellenaron con la solucién de nanoparticulas. Se esperd 30 minutos después de
inyectar para dejar que las nanoparticulas se distribuyeran y las larvas se fijaron de
la misma forma que se hizo con las tratadas con ondas de choque, con el objetivo
de hacer cortes histologicos y observarlos en microscopio. Para observar si las
nanoparticulas estaban bien incorporadas dentro de la mosca, algunas larvas
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microinyectadas se dejaron desarrollar hasta la etapa adulta, donde se hizo la
fijacion de todo su cuerpo como se ha descrito anteriormente, para la posterior
observacion de los respectivos cortes histolégicos.

2.6 Manejo apropiado de moscas de la fruta

Pese a que no hay legislacién sobre alguna forma ética de disponer las
moscas, todos los adultos fueron anestesiados con dioxido de carbono (CO2) e
inmersos en etanol (C2HsOH, 70%), antes de ser sacrificados.
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3. Resultados

Las graficas e imagenes de los resultados obtenidos se muestran a
continuacion. Para evitar redundancia en la presentacién de éstos, se han colocado
imagenes adicionales en el sexto capitulo, correspondiente a las figuras
suplementarias (sup.).

3.1 Tratamiento de embriones con ondas de choque en solucidn
de nanoparticulas

3.1.1 Registro de supervivencia de moscas

Al tratar embriones de moscas de la fruta con 50 ondas de choque en
solucion de nanoparticulas de 100 nm de diametro se notd un efecto en la
supervivencia producido por la aplicacién de ondas de choque (figura 8). Ademas,
hubo una disminucion notable en la supervivencia de los adultos respecto al mismo
tratamiento sin nanoparticulas, donde casi el 30% de las moscas llegé la etapa
adulta (Velazquez et al., 2018).
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Tratamientos con ondas de choque en solucion de nanoparticulas (100 nm)
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Figura 8. Graficas del registro de vida de moscas en soluciébn con nanoparticulas (100 nm)
fluorescentes, expuestas a 50 ondas de choque (p*= 18 MPa) con el equipo Piezoson 100 plus. Se
muestra el porcentaje de las moscas que viven hasta cada etapa de desarrollo: embrién (rojo), larva
(azul) o adulto (verde).

Tratamientos

Este comportamiento puede indicar que el efecto de las ondas de choque en
la supervivencia se suma a cierta toxicidad de las nanoparticulas utilizadas. El
porcentaje de moscas que llegaron hasta la etapa embrionaria, incluye los huevos
gue explotaron por el tratamiento con ondas de choque, y los que simplemente no
pasaron a la etapa de larva. Factores que evidentemente afectan la supervivencia
en los experimentos aun sin aplicar ondas de choque son la manipulacion al
introducir los embriones y recuperarlos de la bolsa de plastico, asi como el hecho
de que los embriones se encuentran totalmente sumergidos en liquido durante el
tratamiento.

Utilizando nanoparticulas de 4 nm de diametro en el tratamiento, la
supervivencia también decae al aplicar las ondas de choque (figura 9), aunque
también disminuye el porcentaje de adultos respecto a los tratamientos sin
nanoparticulas. Esta supervivencia alin es mayor que con los tratamientos con
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nanoparticulas de 100 nm, lo que puede indicar que en un tamafio menor tienen
menor toxicidad.

Tratamientos con ondas de choque en solucion de nanoparticulas (4 nm)
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Figura 9. Graficas del registro de vida de moscas en solucién con nanoparticulas (4 nm)
fluorescentes, expuestas a 50 ondas de choque (p*= 18 MPa) con el equipo Piezoson 100 plus. Se
muestra el porcentaje de las moscas que viven hasta cada etapa de desarrollo: embrién (rojo), larva
(azul) o adulto (verde).

3.1.2 Observacioén con fluorescencia de larvas

Después de los tratamientos con nanoparticulas de 100 y 4 nm, las larvas
fueron observadas en fluorescencia, con un kit de iluminacion Nightsea, acoplado a
un microscopio estereoscopico Nikon, modelo SMZ-2T. En los tratamientos con
nanoparticulas de 100 nm, se encontraron cumulos fluorescentes en algunas larvas.
Los controles exhiben una fluorescencia endégena tenue. En este caso se observa
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una fluorescencia afiadida que se puede atribuir a la insercion de nanoparticulas
(figura 10).

Figura 10. Larvas observadas en fluorescencia, después del tratamiento con ondas de choque en
solucién de nanoparticulas de 100 nm. a) Larva con un cimulo de nanoparticulas en su interior (ver
flecha). b) Larva control donde no se observan nanoparticulas dentro.

En los tratamientos en solucion de nanoparticulas de 4 nm de diametro, se
observaron algunos cumulos fluorescentes, no obstante, el brillo es de menor
intensidad que con las nanoparticulas de 100 nm de diametro. En este caso, se
observan cumulos en la zona intestinal (figura 11).
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Figura 11. Larvas observadas en fluorescencia, después del tratamiento con ondas de choque en
solucién de nanoparticulas de 4 nm. a) Larva control a la que no se le aplicaron ondas de choque.
b) Larva donde se observan zonas fluorescentes (ver flecha).

Los cumulos observados pueden indicar que las nanoparticulas se estan
integrando en las moscas debido al efecto que tienen las ondas de choque; no
obstante, en el apartado 3.3 se muestran las pruebas de cortes histolégicos para
tener mayor evidencia. La integracion de las nanoparticulas de distintos didmetros
puede dar diferencias en la interaccion debido a la diferencia de areas superficiales,
sin embargo, lo observado en las larvas so6lo es resultado del tamafio de los
cumulos.

3.1.3 Efectos en el desarrollo de las moscas

Las moscas tratadas con ondas de choque que llegaron a la etapa adulta
presentaron un fenotipo normal (figura 12, figura 20 sup.), ademas fueron capaces
de dejar descendencia, por lo que su fertilidad no se vio afectada. La posible
toxicidad de las nanoparticulas, ademas de disminuir la supervivencia, retrasoé el
ciclo normal del desarrollo en algunos casos, extendiendo la etapa de larva hasta
las dos semanas de desarrollo.
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Figura 12. Moscas adultas que fueron tratadas con ondas de choque. El fenotipo de las moscas no
presenté alteracion alguna. a) Adultos de los tratamientos con nanoparticulas de 100 nm de diametro.
Las alas corrugadas de la mosca en la parte superior derecha son tipicas de adultos que acaban de
salir de la pupa. b) Adultos de los tratamientos con nanoparticulas de 4 nm de diametro.

3.2 Moscas microinyectadas con solucién de nanoparticulas con
el equipo Nanoliter 2000

3.2.1 Observacion de larvas en fluorescencia

Después de ser microinyectadas con la solucién de nanoparticulas de 100
nm, las larvas fueron observadas en fluorescencia, con un kit de iluminacién
Nightsea, acoplado a un microscopio estereoscopico Nikon, modelo SMZ-2T. Se
encontraron cumulos fluorescentes de nanoparticulas (figura 13, figura 21 sup.), de
forma similar a lo visto en algunas larvas de los tratamientos con ondas de choque
(figura 10).
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Figura 13. Larva microinyectada con nanoparticulas de 100 nm, utilizando el equipo Nanoliter 2000.
Se sefiala con una flecha un cimulo fluorescente debido a la inyeccion de nanoparticulas.

3.2.2 Observacion de fluorescencia de nanoparticulas en microscopio

Para visualizar la muestra de prueba con nanoparticulas en buffer TE, se
utilizé un microscopio 6ptico Nikon, modelo E600, con un objetivo Nikon Plan Fluor
20x/0.50. Una lampara de mercurio y filtros de epifluorescencia fueron requeridos
para obtener luz azul, verde y roja. En esta muestra se pueden observar varias
aglomeraciones (figura 14), las cuales solamente presentan fluorescencia al incidir
luz azul en la muestra. No hubo ningun efecto observado al incidir luz verde o roja.
Con la luz blanca, so6lo se observaron deformaciones en el corte debido a la
presencia de los cumulos de nanoparticulas (figura 14e). Estas observaciones
resultan utiles para establecer el comportamiento de las nanoparticulas y poder
descartar que se tratan de microparticulas que hayan contaminado el corte o el
portaobjetos.
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Figura 14. Cinco cumulos fluorescentes de nanoparticulas observados en microscopio. Se muestran
las imagenes vistas con a) luz azul, b) luz verde, ¢) luz roja, d) luz azul y luz blanca simultdneamente,
e) luz blanca. No se presenta fluorescencia con luz verde y roja. El didmetro aproximado del ciimulo
més grande (inferior) es de: 1.14 um. La barra de escala mide 50 pm.

3.2.3 Observacién de cortes histolégicos

Para visualizar los cortes histolégicos se utilizé el mismo equipo que en la
muestra anterior con nanoparticulas en buffer TE. Al observar cortes de larvas
microinyectadas con solucién de nanoparticulas de 100 nm de diametro, como se
esperaba se encontraron cumulos que sélo son fluorescentes al incidirles luz azul.
En este caso se observaron dos en el mismo corte (figura 15). No obstante, debido
a la manipulacién de las larvas los cortes presentaron desgarres en los tejidos, por
lo que los cumulos seguramente se desplazaron del lugar en el que se encontraban
originalmente en la larva (figura 15, figura 22 sup.).
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Figura 15. Corte histolégico de larva inyectada con una solucion de nanoparticulas de 100 nm de
diametro, utilizando el equipo Nanoliter 2000. En cada imagen las dos regiones donde se encuentra
un punto fluorescente se han aumentado 6 veces y se ha colocado en las esquinas superiores. Se
muestran las observaciones del mismo corte histolégico con a) luz azul, b) luz verde, c) luz roja, d)
luz blanca y azul simultaneamente, e) luz blanca. Diametro aproximado del cimulo izquierdo: 1.43
um. Diametro aproximado del cimulo derecho: 1.86 um. La barra de escala mide 50 pum.

En las moscas inyectadas que llegaron hasta la etapa adulta, se observaron
cumulos que han permanecido en el tejido, preferentemente en tejido liso (figura 16,
figura 23 sup.). Con esto, la presencia de las nanoparticulas introducidas en las
moscas queda confirmada incluso en la etapa adulta. A diferencia de los cortes en
larva, aqui los tejidos se encuentran completamente desarrollados y se descarta
que los cumulos se hayan desplazado al momento de manipular las moscas.
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Figura 16. Corte histoldgico de adulto, inyectado en larva con una solucion de nanoparticulas de 100
nm de diametro, utilizando el equipo Nanoliter 2000. En cada imagen las dos regiones donde se
encuentra un punto fluorescente se han aumentado 6 veces y se ha colocado en las esquinas
superiores. Se muestran las observaciones del mismo corte histol6gico con a) luz azul, b) luz verde,
¢) luz roja, d) luz blanca y azul simultaneamente, e) luz blanca. Diametro aproximado del cimulo:
0.88 um. La barra de escala mide 50 pum.

Con los resultados de los cortes de moscas microinyectadas, se puede
confirmar que las nanoparticulas utilizadas resisten el procedimiento de fijacion de
tejidos. De esta forma, se descarta que las nanoparticulas se removieran o se
degradaran, debido a algin paso experimental, como podria ser el proceso de
deshidratacion de los tejidos con las soluciones de acetona, o el calentamiento de
las muestras para endurecer el Spurr.

3.3 Cortes histolégicos de moscas tratadas con ondas de choque
3.3.1 Observacién de moscas control

Al igual que con los cortes de moscas microinyectadas, para visualizar estos
cortes de experimentos con ondas de choque, se utiliz6 un microscopio Optico
Nikon, modelo E600, con un objetivo Nikon Plan Fluor 20x/0.50. Una lampara de
mercurio Yy filtros de epifluorescencia fueron requeridos para obtener luz azul, verde
y roja. Al observar cortes de moscas puestas en solucién de nanoparticulas, pero
sin contar con el tratamiento de ondas de choque, las cortes de tejido de larvas no

34



mostraron evidencia alguna de la insercion de nanoparticulas en el tejido (figura 17,
figura 24 sup.), como era de esperarse, pues no se favorecio la insercion.

Figura 17. Corte histoldgico de larva tratada en solucién de nanoparticulas sin ondas de choque. Se
muestran las observaciones del mismo corte histolégico con a) luz azul, b) luz verde, c) luz roja, d)
luz blanca y azul simultdneamente, e) luz blanca. Como se esperaba, no hay evidencia alguna de la
presencia de nanoparticulas fluorescentes. La barra de escala mide 50 um.

3.3.2 Observacion de cortes de moscas tratadas

Observando larvas tratadas en solucion con nanoparticulas de 4 nm,
aparecieron pequefios cumulos fluorescentes que tienen el comportamiento de las
nanoparticulas utilizadas, es decir, sélo presentaron fluorescencia al incidirles luz
azul. Estos cumulos fueron encontrados en tejido liso (figura 18, figura 25 sup.).
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Figura 18. Corte histologico de larva tratada con ondas de choque en solucidon con nanoparticulas
de 4 nm. En cada imagen la regidon donde se encuentra el punto fluorescente se ha aumentado 6
veces Yy se ha colocado en la esquina superior derecha. Se muestran las observaciones del mismo
corte histolégico con a) luz azul, b) luz verde, c) luz roja, d) luz blanca y azul simultdneamente, €) luz
blanca. Diametro aproximado del ciimulo: 0.96 um. La barra de escala mide 50 um.

En los adultos tratados en solucion de nanoparticulas de 100 nm de diametro,
también se observaron cumulos fluorescentes que se comportan como las
nanoparticulas utilizadas, en este caso en el tejido intestinal (figura 19).

b c
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Figura 19. Corte histologico de adulto tratado con ondas de choque en solucién con nanoparticulas
de 100 nm. En cada imagen la regién donde se encuentra el punto fluorescente se ha aumentado 6
veces y se ha colocado en la esquina superior derecha. Se muestran las observaciones del mismo
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Figura 19 continuacién

corte histol6gico con a) luz azul, b) luz verde, c) luz roja, d) luz blanca y azul simultaneamente, e) luz
blanca. Diametro aproximado del camulo: 0.68 um. La barra de escala mide 50 um.

Se ha encontrado que ambos tamafios de nanoparticulas ingresan dentro de
las moscas, ya que estaban presentes en cortes histologicos de larvas (4 nm) y
adultos (100 nm). No obstante, la eficiencia de la insercién es baja. Sin embargo,
se debe considerar que en estas observaciones s6lo somos capaces de ver cimulos
de nanoparticulas, por lo que no se descarta la presencia de mas nanoparticulas.
Debido a que las nanoparticulas se encuentran originalmente en un surfactante, los
cumulos se podrian formar al ser acumulados por el sistema inmune de la mosca,
o al interactuar con la solucién de buffer TE antes de los tratamientos con ondas de
choque. Posiblemente se trata del segundo caso, ya que cimulos de nanoparticulas
se encontraron en la muestra que solo contenia la preparacion con buffer TE (figura
14).

Como se menciono anteriormente, la permeabilidad de la membrana debido
a la accion de ondas de choque en distintos organismos bioldgicos eucariontes ya
ha sido comprobada (Gambihler et al., 1994; Rivera et al., 2012; Magafa et al.,
2013). En el caso particular del embrion temprano de la mosca de la fruta, entran
en juego capas como la membrana vitelina y el corion (Margaritis et al., 1980). En
otros experimentos para permeabilizar la membrana se ha utilizado como primer
paso la remocion del corion, lo cual es un proceso relativamente sencillo (Watson,
1990). No obstante, esto puede hacer menos atractiva la técnica, ya que se
consume tiempo valioso de las etapas del embriébn como célula multinucleada,
ademas de la posibilidad de afectar seriamente la supervivencia de los embriones
a un tratamiento con ondas de choque. Tener pruebas de insercion de material
exdgeno es una buena sefal de que se puede evitar la remocién previa del corion.
Los cumulos observados en los cortes histologicos se ven distorsionados por la
dispersion de la luz incidente. Al observar las muestras a las que se les aplic6 ondas
de choque en solucion de nanoparticulas, en ocasiones se encontraron camulos
fuera de los cortes histologicos, lo que puede indicar que las nanoparticulas no se
acoplan perfectamente a la matriz con Spurr. Otra alternativa es que son lo
suficientemente duras para ser desplazas por la navaja de vidrio. La posibilidad de
gue sean remanentes de nanoparticulas queda descartada, ya que esto no se
observd en los cortes de las moscas control, donde se siguid el mismo
procedimiento, pero sin aplicar ondas de choque.

37



4. Aplicaciones propuestas

4.1 Método de transfeccion en Drosophila melanogaster

Como se ha discutido en la introduccién en cuanto al estudio de los genes en
la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), la microinyeccion es el método mas
utilizado para insertar material exégeno dentro del embrion, por lo que los métodos
de transfeccion estan sujetos a la microinyecciéon como primer paso (Cartwright,
2009). La microinyeccion requiere de mucho tiempo de trabajo y de experiencia para
ser exitosa, ya que emplea un aparato de precision que se opera manualmente (Xu,
2018). Utilizar ondas de choque para crear moscas transgénicas ofreceria mayor
velocidad en el procedimiento, en el lapso maximo de unos minutos, usando mas
embriones a la vez. Vectores y nanoparticulas dopadas podrian utilizarse para
asistir el proceso. De esta forma, se veria facilitado el estudio de genes en
Drosophila melanogaster.

Otro método que se ha considerado en la literatura para introducir material
genético en organismos biolégicos es la biobalistica, en la cual se utilizan
mircroproyectiles de alta velocidad. Sin embargo, es un método mas agresivo para
el organismo a transformar genéticamente, y sélo se ha utilizado regularmente en
las plantas, cuyas células cuentan con pared celular (Sanford, 1990). No obstante,
se han reportado un par de intentos para transformar genéticamente moscas por
medio de biobalistica. En el primero, se precipité una solucion de DNA en patrticulas
de tungsteno de 1.2 um de diametro, después se bombardearon embriones con un
sistema de biobalistica y se obtuvo una mosca transformante (Baldarelli & Lengyel,
1990). En el segundo, se probo6 con biobalistica cubriendo particulas de oro de 1
um de didmetro con elementos P, vectores piggyBac, y RNA de doble cadena. Con
elementos P y vectores piggyBac, se obtuvo un porcentaje de transformantes de
entre 3 y 4%, muy similar al reportado normalmente para la microinyeccion (0.5-
5%). En cuanto al empleo de RNA de doble cadena, se obtuvo un éxito moderado
(Yuen et al., 2008). Hasta la fecha, este método no ha cobrado relevancia para crear
transformantes de Drosophila, y en lo concerniente a la inyeccion de RNA de doble
cadena, solamente ha sido sefialado como una posible técnica de control de plagas
de insectos mediante RNA de interferencia (Katoch et al., 2013).

Las ondas de choque también podrian emplearse para introducir otro tipo de
material biolégico en los embriones de la mosca de la fruta, como se ha hecho con
la microinyeccion. Ejemplos de esto son la introduccion de RNA (Rosenberg et al.
1985), o de proteinas (Brust-Mascher & Scholey, 2009).
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4.2 Insercion de nanoparticulas

Las nanoparticulas han sido utilizadas en sistemas biologicos,
particularmente células, donde se tiene que considerar aspectos como la superficie
de la nanoparticula y su dispersion en el medio utilizado (Verma & Stellacci, 2010).
Usando ondas de choque, se podrian introducir nanoparticulas en el embrion de
Drosophila melanogaster para investigaciones biologicas, dando informacion sobre
la direccidén preferente que toman o la forma en que se integran con el sistema
biologico desde etapas tempranas del desarrollo, dependiendo del tipo de estudio
gue se esta haciendo. Estudiar el tamafio y forma de los poros generados por la
insercion de nanoparticulas en un organismo biolégico podria ser de interés para
investigadores en ciencia de materiales. Al introducir nanoparticulas con o sin
material bioldgico, queda la posibilidad de utilizarlas para saber si la insercion esta
ocurriendo, de forma similar a como se ha hecho en este trabajo.
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5. Conclusiones generales

En esta tesis se reporta una técnica para introducir material exdgeno en el
embrion temprano de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), obteniendo
pruebas de la insercion de nanoparticulas fluorescentes. Hay evidencia de la
insercion de nanoparticulas de 4 nm y 100 nm de diametro, con la Unica diferencia
notable de que las nanoparticulas de 4 nm parecian dirigirse con facilidad a los
intestinos de las larvas en las observaciones in vivo. Estos resultados dieron las
primeras pruebas de que las nanoparticulas se insertan en las moscas, lo que se
ve reforzado por la observacion en los cortes histologicos. Se ha encontrado que
las ondas de choque tienen un efecto sobre la supervivencia de las moscas, lo que
confirma que estan respondiendo a los tratamientos. Las nanoparticulas no se
encontraron dentro de las moscas en los experimentos sin ondas de choque, por lo
gue queda constatada su contribucion. Ademas, se confirma que las nanoparticulas
gue se incorporan se encuentran dentro de la mosca hasta la etapa adulta. Los
principales responsables de la perforacion del exterior del embrién podrian ser los
microjets de alta velocidad, generados por la cavitacion acustica, al igual que como
ocurre con otras células (Li et al., 2013; Magafa et al., 2013), Esta es una hipétesis
que quedaria por confirmarse. Ya que las observaciones reportadas en esta tesis
se limitan a ver cumulos de nanoparticulas, probablemente formados en la
preparacién de nanoparticulas con buffer TE, no se puede establecer la eficiencia
de insercién. Seria interesante tomar imagenes en microscopia electrénica de
barrido de los embriones tratados con ondas de choque para analizar el tamafio y
forma de los poros creados.

La insercion de material genético para transformar moscas de la fruta se
perfila como la mejor aplicacion a la que se puede dirigir esta investigacion, lo cual
representaria una buena alternativa frente a la microinyeccién al emplear menos
tiempo, requiriendo so6lo experiencia minima en el manejo de los embriones. Al
realizarla en los primeros ciclos de division nuclear del embrion de Drosophila, se
esperaria que el material genético se integre sin tener que apuntar especificamente
a los nucleos involucrados en la formacién de la linea germinal.
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6. Anexo: Figuras suplementarias

6.1 Tratamiento de embriones con ondas de choque en solucidn
de nanoparticulas

6.1.1 Efectos en el desarrollo de las moscas

Figura 20 sup. Moscas adultas que fueron tratadas con ondas de choque, con solucién de
nanoparticulas de 100 nm de didmetro. El fenotipo no presenta alteracion alguna. Las alas
corrugadas de la mosca en la parte superior derecha son tipicas de adultos que acaban de salir de

la pupa.
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6.2 Moscas microinyectadas con solucion de nanoparticulas con
el equipo Nanoliter 2000

6.2.1 Observacion de larvas en fluorescencia

Figura 21 sup. Larva microinyectada con nanoparticulas de 100 nm, utilizando el equipo Nanoliter
2000. Se sefiala con una flecha un cimulo fluorescente debido a la inyeccién de nanoparticulas.

42



6.2.2 Observacién de cortes histolégicos

Figura 22 sup. Corte histolégico de larva inyectada con una solucién de nanoparticulas de 100 nm
de diametro, utilizando el equipo Nanoliter 2000. En cada imagen las dos regiones donde se
encuentra un punto fluorescente se han aumentado 6 veces y se ha colocado en las esquinas
superiores. Se muestran las observaciones del mismo corte histolégico con a) luz azul, b) luz verde,
¢) luz roja, d) luz blanca y azul simultaneamente, e) luz blanca. Diametro aproximado del camulo:
0.60 pm. La barra de escala mide 50 pm.

Figura 23 sup. Corte histoldgico de adulto, inyectado en larva con una solucién de nanoparticulas de
100 nm de diametro, utilizando el equipo Nanoliter 2000. En cada imagen las dos regiones donde se
encuentra un punto fluorescente se han aumentado 6 veces y se ha colocado en las esquinas
superiores. Se muestran las observaciones del mismo corte histolégico con a) luz azul, b) luz verde,
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Figura 23 sup. continuacién

¢) luz roja, d) luz blanca y azul simultaneamente, e) luz blanca. Diametro aproximado del cimulo:
0.61 um. La barra de escala mide 50 pum.

6.3 Cortes histolégicos de moscas tratadas con ondas de choque

6.3.1 Observacion de moscas control

Figura 24 sup. Corte histologico de larva tratada en solucién de nanoparticulas sin ondas de choque.
Se muestran las observaciones del mismo corte histolégico con a) luz azul, b) luz verde, c) luz roja,
d) luz blanca y azul simultaneamente, e) luz blanca. Como se esperaba, no hay evidencia alguna de
la presencia de nanoparticulas fluorescentes. La barra de escala mide 50 um.
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6.3.2 Observacion de cortes de moscas tratadas

Figura 25 sup. Corte histolégico de larva tratada con ondas de choque en solucién con
nanoparticulas de 4 nm. En cada imagen la region donde se encuentra el punto fluorescente se ha
aumentado 6 veces y se ha colocado en la esquina superior derecha. Se muestran las observaciones
del mismo corte histolégico con a) luz azul, b) luz verde, ¢) luz roja, d) luz blanca y azul
simultdneamente, e) luz blanca. El tamafio aproximado del cimulo es de: 0.48 pum. La barra de escala
mide 50 pm.
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8. Glosario

Eficiencia cuéntica: Cantidad definida para un dispositivo fotosensible como el
porcentaje de fotones que chocan con la superficie fotorreactiva que producird un
par electrén-hueco. Es una medida precisa de la sensibilidad del dispositivo.

Elementos P: Secuencias de DNA que pueden moverse a lo largo del genoma
(transposon), lo que implica que permiten la transferencia de segmentos especificos
de DNA evitando problemas de reacomodamiento de la secuencia. Fueron
propuestos por primera vez para crear transformantes en la mosca de la fruta por
Rubin & Spradling (1982).

Fase Gi: Periodo del ciclo celular de crecimiento y duplicacion de las organelas
citoplasmicas, previo a la replicacion del DNA en la fase S (Curtis et al., 2008).

Fase G2: Etapa del ciclo celular en donde los cromosomas recién duplicados
comienzan a enrollarse lentamente y condensarse en forma compacta, lo que
permite los movimientos complejos y separacion del material genético que se
desarrollard posteriormente en la mitosis. Esta etapa es subsecuente a la fase S
(Curtis et al., 2008).

Fluorescencia: Emision de fotones de una molécula excitada, la cual involucra una
transicion radioactiva entre estados vibracionales de la misma multiplicidad (Valeur,
2003).

Spurr: Resina utilizada en la fijacion de tejidos, ya que su baja viscosidad (60 cP)
le permite penetrar con mayor profundidad en los tejidos y formar una matriz para
cortes histoldgicos.

yellow white: Cepa silvestre de Drosophila melanogaster, con fenotipo
caracteristico de color amarillo claro en el térax y blanco en los ojos.
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