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RESUMEN

En aguas dulces, la radiacion UVB es un estresor importante que afecta negativamente
a diversas especies acuaticas como fitoplancton, zooplancton, macroalgas y
vertebrados, alterando su reproduccion, desarrollo, tasa de fertilidad y supervivencia.
En el presente trabajo estos parametros fueron evaluados en el modelo ecotoxicologico
D. magna, expuesto a radiacion UVB de intensidad eriteméatica relevante con respecto a
la incidida en la Ciudad de Puebla, y post-tratamiento con el fitoquimico DATS, cuyos
efectos benéficos han sido evidenciados en modelos eucariontes vertebrados
sometidos a radiacion UVB. Los efectos de ambos factores fisicoquimicos sobre el
desarrollo poblacional monitoreado durante 25 dias fueron simulados mediante un
modelado matematico. Debido a la importancia de la expresion de los genes HSP70,
SOD y CAT en la detoxificacion celular, los efectos agudos del tratamiento de la
poblacion en presencia del fitoquimico fueron explorados a las 12 h de exposicion. Los
resultados mostraron que la radiacion UVB provocé retraso para alcanzar la madurez
sexual y disminucion severa en el namero total de neonatos, fertilidad y esperanza de
vida (3 dias, 50% neonatos, 34% neonatos por adultos y 50% dias) respectivamente.
Estos parametros fueron aun mas reducidos a la exposicion de ambos factores
fisicoquimicos, sin embargo, la simulacion del desarrollo poblacional a través del
modelo matematico mostré una recuperacion lenta en Daphnia magna a 15 pM de
DATS y radiacion UVB (no asi para la concentracion 10 uM y 20 uM). La evaluacion
aguda de la expresion de HSP70, SOD y CAT mostr6 valores elevados a la
concentracién de 10 uM (6, 8 y 2 veces respectivamente) y 15 uM (11, 18 y 4 veces
respectivamente) de DATS, aun mas que en individuos Unicamente expuestos a
radiacion UVB o UVB / post tratamiento DATS 20 uM. De acuerdo con los resultados, el
tratamiento con DATS en dafnidos irradiados con UVB conducen a la poblacion a una
respuesta aguda relacionada con la detoxificaciéon celular, con efectos crénicos sobre el
desarrollo poblacional, promoviendo una disminucion de la supervivencia, sin embargo,
fue de gran interés identificar que aquellos que lograron sobrevivir mostraron un
aumento en su reproduccion, lo que influyo positivamente en su recuperacion a nivel
poblacional.



1. INTRODUCCION

La radiacion ultra-violeta UVB (315-280 nm) que incide en nuestro ecosistema presenta
mayor intensidad en los ultimos afios, debido a la reduccién del ozono estratosférico
(Sander et al., 2004), afectando tanto a organismos terrestres como acuaticos. En
aguas dulces, la radiacion UVB es un estresor importante que afecta negativamente a
diversas especies acuaticas como fitoplancton, zooplancton, macroalgas y vertebrados,
alterando su productividad, reproduccion, desarrollo, tasa de mutacion, comportamiento
y supervivencia (Kim et al., 2009). El efecto de UVB en organismos terrestres ha sido
ampliamente documentado, destaca su papel en la carcinogénesis, asi como en el
desarrollo de procesos inflamatorios, apoptosis celular, oxidacién de proteinas,
peroxidacion de lipidos y dafio al DNA, procesos relacionados con el desequilibrio del

estado redox comunmente conocido como estrés oxidativo (Bender et al., 2013).

Entre los agentes fitoquimicos organosulfurados destaca el dialiltrisulfuro (DATS),
componente oleoso producido por el ajo, que ha mostrado gran capacidad para
modificar directamente el estado redox de biomoléculas, generando multiples efectos
benéficos anticancerigenos, anti-proliferativos, anti-microbianos, anti-oxidantes, anti-
inflamatorios y quimopreventivos mediante diversos mecanismos (Zhaoy Wang, 2012;
Ramirez et al., 2016), entre los que destacan la activacion de la respuesta antioxidante
celular, mediante cambios en la expresion genética de enzimas clave antioxidantes
como superoxido dismutasa (sod) y la proteina de choque térmico (hsp70) (Filomeni et
al., 2008). Estos hallazgos han sido investigados en modelos de estudio como lineas
celulares y vertebrados terrestres por ejemplo el modelo murino, en los que se inducen
procesos cancerosos por factores abioticos como la radiacion UVB. Estos estudios han
demostrado que DATS disminuye efectos dafiinos inducidos por este agente fisico
dafino. Sin embargo, se desconoce su efecto en invertebrados acuaticos como
Daphnia magna, organismo empleado como modelo en estudios ecotoxicologicos de
impacto ambiental, gracias a su alta sensibilidad a agentes estresores quimicos y/o
fisicos del medio ambiente, y caracteristicas particulares de su estilo de vida, como su
periodo de vida corto, facil cultivo en laboratorio, naturaleza transparente y su

caracteristica reproduccion partenogenética (Altshuler et al.,, 2011), lo que permite



evaluar cambios en caracteristicas de su historia de vida a lo largo de su desarrollo
poblacional, como mortalidad, supervivencia, tasas reproductivas, etc. Ademas, D.
magna es un eslabon importante en la cadena alimenticia por ser un consumidor
primario en agua dulce, por lo tanto, efectos perjudiciales en su desarrollo poblacional

pueden alterar la integridad y calidad de la cadena tréfica (Oexle et al., 2016).

Debido a que no hay evidencia documentada acerca de los beneficios del fitoquimico
DATS en claddceros, es importante identificar los efectos de este compuesto de origen
natural en el desarrollo poblacional y en la expresion de genes relacionados con el dafio

generado por la radiacion UVB en el modelo de estudio D. magna, invertebrado
acuatico sensible a este estresor fisico del medio ambiente.

2. ANTECEDENTES

2.1 Dafos de laradiacion UV en ecosistemas acuaticos

Los ecosistemas acuaticos desempefian un papel fundamental en el control de la
estratificacion térmica, la distribucion vertical del plancton, gases respiratorios y
nutrientes; también proporcionan servicios, que incluyen el transporte de personas y de
bienes, recreacion, purificacibn de aguas residuales municipales e industriales,
generacion de energia y habitat para plantas y animales acuaticos, ademas de ser una
fuente de alimento tanto humana como animal (Begon et al., 1990). Sin embargo, el
cambio climético, el ozono y la radiacidon ultravioleta (UV) estan alterando a estos
ecosistemas. Investigaciones recientes indican que la alta intensidad de la radiacion
solar es perjudicial para los organismos acuaticos.

En los ecosistemas acuaticos, los productores primarios conformados por el fitoplancton
presente en ecosistemas de agua dulce y marinos constituyen las bases de las
intrincadas redes alimenticias, pues proveen energia a los consumidores primarios y
secundariosy por lo tanto son contribuidores importantes para la produccion de la dieta
basica humana en forma de crustaceos, peces y mamiferos. Asi, los cladéceros como
D. magna tienen una posicion clave en las cadenas alimenticias acuaticas por lo que su
papel en la transmision de energia es fundamental, una reduccion significativatanto en

el fitoplancton como en el zooplancton por una mayor exposicion a los rayos UV, a



consecuencia de la disminucién de la capa de ozono, puede alterar directamente a la
fuente de alimento humana y animal, al afectarse la produccioén de alimento para

consumidores secundarios y terciarios (Dodson, 1995).

Dada la importancia de los ecosistemas acuaticos y su impacto en otros ecosistemas,
ha sido de gran interés estudiar los efectos nocivos que puedan ser inducidos por la
radiacion solar ultravioleta sobre la biota acuatica como resultado de sus longitudes de
onda cortas y altamente energéticas, asi como la capacidad de respuesta del

organismo ante compuestos de origen natural que contribuyan a su recuperacion.

2.2 DATS: Compuesto organosulfurado de origen fitoquimico

El ajo (Allium sativum) contiene una mezcla de agua, fibra, carbohidratos, proteinas y
grasas, asi como mas de 20 vitaminas y minerales al menos 33 compuestos que
contienen azufre (Olmedo, 2010). De los componentes oleosos presentes en el ajo,
destacan los compuestos organosulfurados como el sulfato de alilo, el ajoeno y la
cisteina S-alililo (SAC). Los compuestos mas abundantes en el aceite de ajo son los
sulfatos de alilo, que incluyen al sulfuro de dialilo (DAS), disulfuro de dialilo (DADS) y
dialil trisulfuro (DATS), en 4.7-8%, 21.9-40% y 39-41.5% de abundancia,
respectivamente (Wang et al., 2012). Todos estos compuestos organosulfurados tienen
como precursor gamma-glutamil cisteina, que es hidrolizado y oxidado en aliina; la
liberacién mecanica de la enzima aliinasa contenida en las vacuolas del ajo convierte a
la aliina en alicina que se descompone rapidamente en DAS, DADS y DATS (Fig. 1),
con rendimientos de 30-100, 530-610 y 900-1100 ug/g, respectivamente (Puccinelli et
al., 2017).

2.2.1. Efectos de DATS en modelos de estudio

Dialil trisulfuro (DATS) es uno de los componentes mas abundantes del aceite de ajo,
sus efectos benéficos son muy amplios, entre los que destacan su accidn
guimiopreventiva en la carcinogénesis debido a que induce la expresion de enzimas de
fase I, las cuales son clave en la desintoxicacion, entre estas se encuentran glutation

S-transferasas (GST), quinona reductasa, epéxido hidrolasa, glucuronosil-transferasa,



superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), que inactivan sustancias toxicas y
facilitan su excrecion (Thomson y Ali, 2003; Perchelletet al., 1990).
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Figura 1. Via de sintesis de compuestos organosulfurados (COS) en vegetales
Allium. Tomado de Wanget al., 2012.

En el ailo 2008, Shankar et al., investigaron los efectos quimiopreventivos de dialil
trisulfuro en cancer de prostata y en metastasis pulmonar en ratones. Mas adelante, en
el 2010, Shrotriya et al., demostraron que en cancer de piel inducido en modelo murino
mediante tratamiento con el promotor de tumor 12-O-tetradecanoilforbol-13acetato
(TPA), DATS es un potente compuesto el cual induce la expresion de la enzima de fase
Il, COX-2 y el factor de transcripcion AP-1, involucrados en la expresion de genes de

respuesta antioxidante celular.

Los efectos de DATS se han reportado en diferentes tipos de cancer estudiados tanto
en modelos murinos como en lineas celulares, asi se ha evaluado sus efectos en
cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de vejiga, lineas celulares de glioblastoma
humano (tumores astrociticos malignos), células de cancer de préstata humano. En
estas investigaciones, se han reportados diferentes efectos tras la incubacion de estas
células cancerosas con DATS, destaca la activacion del camino apoptotico intrinseco,
por medio de la regulacion de la proteina c-Jun cinasa N-terminal (Chen et al., 2004,
Xiao et al., 2004, Na et al., 2012, Wu et al., 2009, Shin et al., 2014). Esta respuesta se



encuentra relacionada con la generacibn de especies reactivas de oxigeno, a
consecuencia del estimulo pro-oxidante inducido por este fitoquimico (Filomeni et al.,
2008; Puccinellietal., 2017).

Entre otros efectos inducidos por DATS destacan la inhibicion de la proliferacion
tumoral en cancer de colon, disminucion de la migracion e invasion en cancerde mama,

inhibicion del crecimiento del tumor e induccion del arresto celulartumoralesen cancer
gastrico, pulmonary glioblastoma (Navarro et al., 2007).

La quimica redox del dialil trisulfuro contribuye al establecimiento de condiciones pro-
oxidantes en diferentes maneras que traen como consecuencia la tiolacion de
proteinas, disminucion de los niveles de glutation reducido (GSH) y generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Adicionalmente, productos liberados por la
ruptura homolitica de DATS, producen radicales tiil y pertiil, altamente reactivos, que
afectan también la concentracion de GSH, ya que al reaccionar con este se forman
radicales aniones disulfuro y trisulfuro, respectivamente. El potencial redox elevado de
estas especies permite la reduccién directa del O2 a anion superoxido (O27) vy
subsecuentemente peroxido de hidrégeno (H202). Asi también, la forma pertiol del
DATS puede reaccionar con proteinas unidas a oxigeno (por ejemplo, oxi-
hemoglobina), produciendo aun mas ROS y radicales pertiil. Este estado pro-oxidante
activa a enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa y catalasa. Este
fenédmeno permite que DATS induzca una actividad pro-oxidante poderosa que pre-
acondiciona a la célula estimulandola a iniciar una fuerte respuesta antioxidante y
detoxificante (Filomeni etal., 2008, Cerellaet al., 2011).

2.3 D. magna: modelo ecotoxicoldgico de estudios de impacto ambiental

D. magna es un componente clave en la red alimenticia acuatica, transfiere energia de
los productores primarios, como las algas a consumidores secundarios como peces.
Ademas, controla la abundancia de algas y calidad general del agua, por lo tanto,
también es esencial para mantener las poblaciones de peces (Al-Aidaroos et al., 2015).
Este clad6cero ha sido ampliamente estudiado y utilizado como organismo de prueba
en estudios de toxicologia acuatica, asi como modelo en hidrobiologia y ecologia

acuatica (Asaeda & Acharya, 2000) debido a que representa de manera ideal al



zooplancton en estudios ecotoxicolégicos (Dodson & Hanazato, 1995). Al ser utilizada
ampliamente como un bioindicador ambiental permite determinar concentraciones

letales de agentes fisicos y/o quimicos contaminantes del medio ambiente (Garcés,
2013, Bownik, 2019).

2.4 Efectos de UVB en D. magna

La radiacion UVB actia como un factor de estrés considerable que conduce a la
disminucion de la supervivencia de D. magna, asi como de su capacidad de
reproduccién, alterando la dindmica de su poblaciéon y sus interacciones con otras
especies afectando, por lo tanto, la composicion de la comunidad y la dinamica de su
ecosistema (Ferndndez y Rejas, 2017). Por otro lado, los dafios sub-letales de este tipo
de radiacion de alta intensidad, son probablemente mas importantes que los efectos
letales, al afectar al zooplancton de maneras mas sutiles, reduciendo su condicion fisica
calidad de los huevos, la supervivencia de los individuos, mortalidad elevada y cambios

de comportamiento (Al-Aidaroos et al., 2015).

2.5 Expresion genética en D. magna incidida con UVB

Aunque la radiacion UVB representa solo un pequefio porcentaje de la radiacion solar
total, su alto contenido energético puede alterar directamente a diferentes biomoléculas
e inducir la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de la célula. Para
contrarrestar los efectos dafiinos de las ROS, D. magna expresa varias enzimas
eliminadoras de radicales libres de bajo peso molecular como: la superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutation-S-transferasa (GST) y glutation. peroxidasa (Gpx).
Estas enzimas funcionan en la defensa celular contra el estrés oxidativo inducido por
UVB y son usadas como biomarcadores de este mismo y la modulacién de su
expresion varia de acuerdo a diversos factores que influyen en el efecto de la UVB
incidida, entre ellos estan la intensidad de la irradiacion, tiempo de exposicion, asi como
especie, edad, sexo del cladécero, incluso composicion del agua donde se encuentren,

oxigenacion y temperatura de la misma, por mencionar algunos factores (Williamson et
al., 2019).

La variacion de diversos factores, por ejemplo, el aumento de la temperatura y la

presencia de contaminantes puede modificar ampliamente las condiciones estresoras



inducidas por UVB en D. magna, promoviendo la formacion de ROS, asi como la
expresion de proteinas de choque térmico (heat shock protein, HSP), estas familias de
proteinas estan involucradas en el plegamiento/replegamiento de proteinas, y se ha
reconocido su papel como sensoras del estrés celular en diferentes organismos. Sin
embargo, se conoce poco acerca de los mecanismos, niveles de umbral y tiempos de
expresion de los genes HSP a consecuencia de la exposicion a UVB en especies
acuéticas (Dahms et al., 2010).

2.6 Modelo de Gompertz

El modelo de Gompertz es uno de los modelos sigmoideos utilizados con mayor
frecuencia después del modelo logistico (también Ilamado modelo Verhulst), el cual ha
sido adaptados a datos de crecimiento y otros mas. El modelo de Gompertz, fue
sugerido y aplicado por primera vez por Benjamin Gompertz en 1825 para describir el
aumento de la tasa de mortalidad con respecto a la edad usado en industria de seguros
para proyectar el riesgo de muerte. Wright en 1926 fue el primero en proponer el
modelo de Gompertz para el crecimiento bioldgico, y el primero en aplicarlo a los datos
bioldgicos fue probablemente Davidson en 1928 para describir el crecimiento de masa
corporal en el ganado. Pronto, los investigadores comenzaron a adaptarlo para describir
el crecimiento de las plantas, aves, peces y otros animales, e incluso el crecimiento

tumoral y bacteriano (Tjgrve y Tjgrve, 2017).
3. PLANTEAMIENTODEL PROBLEMA

La reduccidén en la capa de ozono ha desencadenado un incremento del 10-20 % por
década en la incidencia de luz UVB sobre la superficie de la tierra, realizar estudios de
Su impacto en organismos acuaticos es de gran importancia debido a que evidencian el
dafio que genera en la dinamica poblacional de estos organismos, asi como de las
afectaciones potenciales en las cadenas tréficas no solo de ecosistemas acuéticos sino
también de terrestres. Por lo que es importante conocer el impacto ambiental de estos
efectos perjudiciales en organismos sensibles como el modelo ecotoxicologico D.
magna, asi como identificar si moléculas de origen fitoquimico como DATS conocido

por su potencial benéfico sobre el dafio causado por UVB en animales terrestres,



también pudiera presentar capacidad para resarcir o atenuar el dafio ocasionado sobre
una poblaciéon de dafnidos irradiados a una intensidad UVB similar a la incidida en la
Ciudad de Puebla.

4. JUSTIFICACION

La reduccién en la capa de ozono ha desencadenado un incremento del 10-20 % por
década en la incidencia de luz UVB sobre la superficie de la tierra, estudios de su
impacto en organismos acuaticos es de gran importancia debido a que evidencian el
dafo que genera en la dindmica poblacional de estos organismos, asi como de las
afectaciones potenciales en las cadenas troficas no s6lo de ecosistemas acuaticos sino
también de terrestres. Por lo que es importante estudiar el impacto ambiental de estos
efectos perjudiciales en organismos sensibles como el clad6cero D. magna, modelo
ecotoxicoldgico, asi como evaluar si un compuesto de origen natural cuyos efectos
benéficos en la disminucion del dafio generado por UVB ampliamente documentados
en modelos animales vertebrados terrestres, pueden resarcir o atenuar el dafo
ocasionado sobre una poblacion de dafnidos irradiados a una intensidad de alto riesgo
similar a la incidida en la Ciudad de Puebla.

La evaluacion del impacto del estresor en el modelo de estudio ecotoxicolégico a
diferentes niveles de organizacion, tanto a nivel molecular mediante la evaluacion de la
expresion genética de proteinas de respuesta al estrés oxidante, asi como en los
cambios fisiologicos reproductivos y en su dinamica poblacional, en conjunto con la
construccién de un modelo matematico proporcionaran un panorama parala evaluacion
del dafioy el potencial benéfico del compuesto fitoquimico DATS. Estas investigaciones
contribuiran a dimensionar el dafio de este estresor en nuestros ecosistemas de agua
dulce y el papel que compuestos de origen natural como DATS pueden desarrollar

como agentes preacondicionante.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar los efectos benéficos del fitoquimico dialil trisulfuro ante el dafio ocasionado en
el desarrollo poblacional y expresion genética del modelo ecotoxicolégico Daphnia

magna, por radiacion UVB de intensidad similar a la incidida en la Cd. de Puebla.

5.2 Objetivos especificos

e Estimar la concentracion de DATS que permita evaluar su impacto en el
desarrollo poblacional de D. magna en presencia de radiacién UV-B.

e Evaluar los efectos inducidos en caracteristicas de la historia de vida en grupos
irradiados con UVB, irradiados con UVB y tratados posteriormente con DATS a
diferente concentracion, asi como los grupos control (no irradiados, y otro en
presencia del vehiculo DMSO), en el modelo ecotoxicolégico estudiado.

e Establecer el modelo matematico del desarrollo poblacional registrado en los
diferentes grupos de estudio.

e Evaluar la expresion de los genes SOD y HSP70 mediante qPCR, a los 10 dias
del desarrollo poblacional.

e Establecer unacorrelacion entre la historia de vida y su expresion genética
6. MARCO CONCEPTUAL

6.1 D. magna como modelo de estudio de dindmica poblacional

La ecotoxicologia tiene por objetivo evaluar la respuesta de los individuos ante un
riesgo ecolégico. Para analizar el impacto de algun estresor de tipo fisico o quimico se
cuantifica a través de la supervivencia, la reproduccion, edad de madurez y tasa de
crecimiento de la poblacion en modelos de estudio como D. magna. La division de la
poblacidon de este organismo en clases facilita la interpretacion de estos, en particular
para resaltar las aquellas criticas en la dindmica de la poblacion (Asaeda y Acharya,
2000). El modelo de dinamica poblacional es un modelo estructurado por etapas que

predice las tres etapas principales de la vida D. magna (neonatos, jovenes y adultos) y
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su fraccion de la poblacidn total permitiendo examinar la respuesta del organismo ante
el estresor ecoldgico. El disefio de estos modelos para la prediccion del crecimiento y
caracteristicas de la historia de vida en claddceros es importante debido a que nos
permitira extrapolar estos mismos a otras especies de igual o mayor relevancia (Billoir
et al., 2007).

6.2 Letalidad de UVB en D. magna

La luz UVB como ya se ha mencionado afecta a muchas especies acuéticas; la
exposicion alongitudes de onda mas cortas da como resultado un mayor grado de dafio
al DNA, niveles mas altos de estrés oxidativo y alteraciones en la expresion de genes
del ciclo celular, lo que promueve la apoptosis (Hader et al., 2011). De acuerdo con
Vega del afio 2000, la tasa de mortalidad de D. magna se ve incrementada en funcion
de la intensidad de la luz UVB, demostrando su efecto letal en dafnias expuestas
durante 2 h a irradiacion, donde el 80% de los individuos murig, en cambio, ante la

exposicion ala luz UVA se reporté solo 20% de mortalidad.

6.3 Evaluacion de DATS en el modelo ecotoxicolégico Danio rerio

La mayoria de los estudios sobre los beneficios de DATS en animales han sido
realizados en roedores y en lineas celulares, y de acuerdo a nuestra investigacion, se
ha explorado apenas en un solo modelo animal acuatico Danio rerio, gracias a los
estudios de Liu et al., del 2015; quienes reportaron el efecto dosis respuesta de DATS
evaluando diferentes concentraciones (2.5, 5, 10 y 20 uM) usando como vehiculo
DMSO al 1%, sobre células tumorales de cancer de mama de la linea MDA-MB-231.
Los resultados demostraron que DATS redujo la actividad de las células cancerosas,
asi como suprimié la metastasis mediante la disminucion de la expresion de genes
como ERK/NF-kB, metaloproteinas de matriz-2 (MMP-2) y MMP-9, involucradas en el
proceso de proliferacion de las células tumorales. Las concentraciones de DATS
reportadas por Liu et al., del 2015, se tomaron como referencia para ser evaluadas en

D. magna.
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6.4 Papel que desempefia proteina de choque térmico de 70 kDa en el dafio
ocasionado por ROS

Aunque las proteinas de choque térmico fueron descubiertas en Drosophila busckii en
1962 no fue hasta 1999 donde se describié por primera vez en Daphnia spp. Dichos
estudios destacan la importancia de esta proteina de choque térmico de 70 kDa debido
a su funcidon como chaperona en el plegamiento de las proteinas que en cooperatividad
con otras permite mantener a la célula en homeostasis ayudando a la degradacién de
péptidos (Mikulski et al., 2011).

Cuando existe un estresor de tipo abidtico como radiacion UVB o un compuesto
altamente oxidante se producen moléculas reactivas de oxigeno (ROS); esto lleva a
una desregulacién de la expresion de la proteina hsp70 cuya funcion es ayudar al
replegamiento y degradacion de las proteinas que fueron dafiadas por estas moléculas.
Ante un dafio epidérmico causado por UVB esta proteina le confiere proteccion a la
célula, debido a que inhibe a Nf-kappa B, interleucina-1f e interleucina-6 mediante el
incremento de IkB-a (Matsuda et al., 2010). En otros estudios se ha demostrado su
funcidén como estimulador de la endonucleasa AP y la DNA polimerasa 3 (Bases, 2006).
Por lo tanto, sus propiedades antiapoptoéticas, citoprotectoras y anti-inflamatorias de

HSP70 la hacen un importante biomarcador.

6.5 Funcion de superoxido dismutasa en la detoxificacion celular

La familia superéxido dismutasa es la encargada de convertir los superoxidos a oxigeno
y peroxido de hidrogeno; esta se clasifica en tres grupos: Cu/Zn-SOD (importante en
este estudio), Fe-SOD y Mn-SOD. Debido a su papel celular es uno de los
biomarcadores més utilizados en la evaluacion de estrés oxidativo (Lyu et al., 2013).

La proteina Cu/Zn-SOD puede encontrarse en el citoplasma o nucleo de D. magna,
dentro de su secuencia aminoacidica en las regiones altamente conservadas
encontramos residuos de cisteinas y argininas, los cuales ayudan al mantenimiento de
la estructura y funcionalidad de SOD. Esta proteina juega un papel fundamental en el
desarrollo embrionario en etapas tempranas, su fusién con vitelogenina permite
proteger a los ovocitos y células embrionarias contra la toxicidad del oxigeno

detoxificando de forma inmediata los superoxidos que se forman por el metabolismo de
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vitelogenina durante el crecimiento de los ovocitos y la embriogénesis (Kato et al.,
2004).

7. HIPOTESIS

El tratamiento de una poblacion de D. magna con el fitoquimico dialil trisulfuro
disminuye el dafio ocasionado sobre el desarrollo poblacional y expresion genética de
proteinas de respuesta al estrés, inducido por la radiacion UVB de intensidad similar a

laincidida en el periodo de verano en la Ciudad de Puebla.

8. DIAGRAMA DE TRABAJO

Para cumplir con el objetivo del estudio se desarroll6 el siguiente esquema de trabajo.

Desarrollo del cultivo de Daphnia magna Prueba de sensibilidad con el toxico de
de acuerdo a la NMX-AA-087-SCFI-2010 referencia NMX-AA-044-SCF1-2001

I I ]
[ vv-s | [ uvs+DMmMsoO [ uvB +DMSO+ DATS
[ | |
Fertilidad - |
Mortalidad - — - - Aislamiento de RNA total
Esperanza de vida - Expresion genética - Retrotranscripcion
l HSP70, 50D y ACTINAB - qRT-PCR
Analisis estadistico l
ANOVA y post hoc Andlisis estadistico
Tukey ANOVA vy post hoc
Tukey

Desarrollo de un
modelo matematico

Correlacion de los datos obtenidos del
desarrollo poblacional y expresion genética

Figura 2. Diagrama de trabajo para el desarrollo de lainvestigacion.

9. DISENO METODOLOGICO Y TECNICAS DE INVESTIGACION

Existen cuatro tipos de investigacion: exploratorias, descriptivas, correlacionales y
explicativas (Hernandez y Baptista 2014); sin embargo, para fines de este trabajo solo
se hara uso de las investigaciones de tipo exploratoria y correlacional. De tipo
exploratoria, debido a que la investigacion documental no refiere literatura acerca del

uso de dialil trisulfuro como agente capaz de influir en la recuperacion del organismo
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modelo D. magna irradiado con luz UVB. Asi también, la investigacion también es
correlacional debido a que se estudiara la dinamica del desarrollo poblacional bajo la

influencia de radiacién UVB, de lo que resultara un modelo mateméatico que relacione
las variables.

9.1 Desarrollo de cultivos de organismos de D. magna

Los organismos se cultivaron en agua dura reconstituida conteniendo CaCl2 « 2H20,
MgSOa4 « 7H20, NaHCO3, KCI cuya dureza debera ser 250 mg/L + 25 mg/L y el pH de
8.0 £ 0.2, con recambio de medios y alimentacién a base de Spirulina a una
concentracion de 250,000 células/ml, cada tercer dia, con fotoperiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad con luz blanca y fria con luminosidad 1000 Ix, de acuerdo a la NMX-AA-087-
SCFI-2010.

9.2 Desarrollo de los grupos experimentales

Para evaluar el efecto de DATS sobre los dafnidos irradiadas con UVB, se realizaron 6
pruebas cuya poblacion inicial fue de 20 neonatos procedentes de la tercera generacion
de un lote control por triplicado para todos los casos en un volumen de 120 mL de
medio de cultivo.

El grupo control no fue sometido a radiacion UVB ni a tratamiento con DATS. La
primera prueba consistié en irradiar a dafnidos de 7 dias de edad a una dosis de 75.6
J/Im? de UVB, la cual es similar a la incidida en el periodo de verano 2019 en la Cd. de
Puebla, de acuerdo con mediciones obtenidas por el Servicio Meteorolégico Nacional.
Se evaluaron los efectos de 3 concentraciones del fitoquimico DATS (10, 15y 20 uM)
(Liu et al., 2015), mediante incubacion durante 12 h posterior a la irradiacion, finalmente
los daphnidos fueron dispuestos en su medio de cultivo, y se evalud su desarrollo
poblacional hastala edad de 25 dias.

El compuesto oleoso DATS fue resuspendido en el vehiculo DMSO al 0.07 % (Bownik,
2019). Para descartar el efecto del vehiculo, se evalu6 un grupo de daphnidos irradiado

con luz UVB y tratados solo en presencia de DMSO.
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9.3 Evaluacién de la dinamica poblacional

La evaluacion de la toxicidad de DATS y UVB en la dindmica poblacional, se realizé
mediante el monitoreo de las variaciones de parametros sensibles en D. magna como la
fertilidad, el numero total de neonatos, tasa de natalidad, fertilidad, tasa bruta de
mortandad y esperanza de vida de todos los grupos, los cuales fueron monitoreados

durante 25 dias.

9.3.1 Construccién del modelo matematico
La elaboracion del modelo matematico se realizé a partir de los datos recolectados
durante 25 dias mediante monitoreo de las poblaciones atendiendo a las alteraciones
en el ciclo de vida de los organismos, calculando las probabilidades de supervivenciay
transicion. Las probabilidades obtenidas se adecuaron en forma matricial para describir
el comportamiento poblacional en cada uno de los grupos. Para la proyeccion a través
del tiempo se utilizé la ecuacion de Gompertz (Ec. 1) con una capacidad de carga

especifica.

_ -Ct
e Be

K

1)
Donde G(ti) es el tamafio de la poblacion en el dia ti, K es la capacidad de carga de

sistema, B es el dia de maximo crecimientoy C es la tasa maxima de crecimiento.

9.4 Evaluacion de la expresion genética

La expresion genética se determind mediante la técnica de PCR en tiempo real de los
genes SOD, y HSP70. Los grupos consistieron en un control en ausencia de irradiacion
y fitoquimico, un grupo expuesto a UVB y otro mas al vehicul6 DMSO y radiacién UVB;
asi como a tres concentraciones de DATS 10 uM, 15 uM y 20 uM para el cual se utilizé
el vehiculo DMSO estos individuos expuesto al fitoquimico fueron previamente
irradiados con UVB. La evaluacion del ARNm de los genes de interés se realizé en 20

individuos de 10 dias de edad.
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9.4.1 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total del organismo se realiz6 mediante el protocolo de TRI
Reagent® de Sigma-Aldrich a 4 °C. El RNA se reconstituyé en agua inyectable estéril,
se determind su concentracion a la absorbancia de 260 nm, y su purezacon la relacion
260/280 en un nanofotdmetro Implen NanoPhotometer UV-Vis Spectrophotometers, su

integridad se evalu6 en electroforesis en gel de agarosa al 2%.

9.4.2 Obtencién de cDNA
Una vez removido en su totalidad el DNA gendmico mediante el kit DNasa |, libre de
ARNasa (suministrada con MnCl2) (1 U / yL) de ThermoFisher se procedera a la

sintesis del cDNA empleando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis, de lamisma
marca cuyo protocolo se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Sintesis de cDNA del mRNA de D.magna

Retrotranscripcion
Reactivos Cantidad
Templado RNA 12.5 pL clu
Oligo dT 1puL
Buffer5X 4 uL
10 mM dNTP mix 2 uL
Revert Aid 0.5 pL
VT 20 uL clu
Concentracion final 442.5 ng
ng/uL 22.125 ng/uL cDNA

9.4.3 Disefio de oligonucledtidos

Los genes blanco de estudio son HSP70 y SOD. Los oligonucleétidos se disefiaron
considerando un largo de 17-23 pb con un porcentaje de GC del 50%, la temperatura
de fusion no varié mas de 3 °C entre cada oligonucleétido (Sanchez et al., 2014). Las
plataformas PerlPrimery OligoAnalizer (IDT) se emplearon en el disefio considerando el
marco de lectura abierto. Las secuencias de cada oligonucle6tido se muestran en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencia nucleotidica de los cebadores a utilizar en latécnica de PCR tiempo

real.
Gen Simbolo GeneBankID Primers 5°-3° Efiii,g?da Am(glk;():on Referencia
Actina Forward CCACACTGTCCCCATTTATGAAG Kim et
. ACTB  AJ292554.1 98 71 al.,
subunidad B Reverse CGCGACCAGCCAAATCC 2011
Proteina de Forward CAAGAATGCCCTGGAATCGT Este
choque HSP70 EU5144941 100 101 g
térmico 70 Reverse =~ CCAATACCGTTTGTCTGTCTG estudio
Forward GTCCGAGCTGACTATGTAAAG
Cobre/zinc Este
superoxido SOD KF005233.1 Reverse  GACTGGACATACACCCATTTG 99 179 ud
dismutasa estudio

Reverse AAAGTGTGCGATCCGTAACC

9.4.4 PCR punto final
Los programas de amplificacion se estandarizaron para asegurar la obtencién de una

sola banda, siguiendo las indicaciones del kit comercial DreamTaq Green PCR Master
Mix (Thermo Scientifc), amplificando con las caracteristicas que se muestra en la Tabla

3.
Tabla 3 Ciclos de temperatura en el termociclador

Paso Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 20s 1
Desnaturalizacion 95 °C 5s 40
Alineamiento | 58 °C 30s
Extension | 72°C 60 s
Extension final | 72°C 300 s 1

9.4.5 PCRtiempo real
La expresion de los genes D. magna en respuesta a UVB y DATS se realiz6 en el

equipo  Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, utilizado como sonda
EXPRESS SYBR® GreenER™ gPCR SuperMix Universal de la marca Invitrogen. El
volumen final de lareaccion fue de 10 pL utilizando ROX control interno.

Los niveles relativos de los RNAm de los genes HSP70 y SOD se normalizaron con el

gen constitutivo ACTINAB. Se utiliz6 el método comparativo Ct (2°24CT), Los

experimentos se validaron siguiendo las instrucciones del fabricante (Applied
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Biosystems), para confirmar que las eficiencias de las amplificaciones del control
endogeno (ACTINAB) y objetivo sean aproximadamente iguales. La especificidad de la
reaccion se determin¢ para cada reaccion con una curva de disociacion del producto de
PCR. Esta curva de disociacion se obtuvo siguiendo el nivel de fluorescencia de SYBR
Green de los productos de PCR de 60 a 95 ° C. Los datos obtenidos de gPCR se
analizaron por ANOVA utilizaron los valores AACt para cada gen en todos los

tratamientos.

9.5. Correlacion de datos

La correlacién de los datos se realizé mediante el coeficiente de spearman cuyo valor

de p (rho) nos proporcionara la magnitud de la relacion entre las variables.

10. DISCUSION DE RESULTADOS

10.1 Evaluacién del efecto de DATS en D. magna ante la exposicién UVB

10.1.1 Susceptibilidad de D. magna a DATS

Si bien, el efecto del fitoquimico DATS ha sido explorado ampliamente en el modelo
murino y recientemente en un estudio realizado en un modelo de agua dulce como es
Danio rerio (Liu et al.,2015), su potencial benéfico ante el dafio originado por diversos
estresores como UVB, siguen identificandose. Hasta la fecha, no se ha reportado su
efecto en el modelo ecotoxicolégico D. magna, por lo que exploramos las
concentraciones alas cuales el organismo fuera susceptible, evaluando inicialmente la
toxicidad aguda del fitoquimico a las 48 h en individuos adultos (10 dias), cuya
capacidad de adaptacion es mayor, a diferencia de los neonatos que son mas
susceptibles (Sarma et al., 2007; Stuhlbacheretal., 1993).

De este modo, se explor6 el porcentaje de supervivencia de los dafnidos a diferentes
concentraciones (10, 15 y 20 uM), como se muestra en la Fig. 3, donde se observa que,
a mayor concentracion del fitoquimico, el porcentaje de sobrevivientes disminuye. Estos
resultados fueron empleados para evaluar la CEso mediante el método Probit,

obteniendo la pendiente y el intercepto en la ordenada, como se muestra en la curva
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dosis-respuesta de la Fig. 4. El valor muestra que la exposicion de los individuos
adultos a 12.5 pM (equivalente a 2,229.25 g/L, log 3.36 g/L) de DATS durante 48 h

provoca la muerte de la mitad de la poblacién.

100.0 +<
90.0 {
80.0 -
70.0 1
60.0 -
50.0 -
40.0 -
30.0 -
20.0 1
10,0 1
0.0 : : : :
0 5 10 15 20
WM DATS

y =-3.8229x + 98.257
R?=0.992

% Sobrevivientes

Figura 3. Curva de supervivencia de dafnidos adultos expuestos a DATS. Los dafnidos se
expusieron a 10, 15y 20 uM, durante 48 h. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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g0 | y=11141x-32007
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Log g/L DATS
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Figura 4. Curva dosis-respuesta de dafnidos expuestos a DATS a las 48 h. Regresion lineal
correspondiente a la exposicion aguda de adultos a DATS durante 48 h. CE50 evaluada con el

método Probit.

De acuerdo con el valor correspondiente a la concentracion media letal (CEso) en
adultos, consideramos estudiar los efectos de DATS sobre las alteraciones del

desarrollo poblacional a concentraciones de 10, 15y 20 uM de DATS. Con el objetivo
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de realizar el estudio de desarrollo poblacional bajo el efecto de DATS, y tomando en
cuenta que este compuesto es fotosensible, asi como su vehiculo (DMSO), la

exposicién serealizd por 12 h, en el periodo de oscuridad de su ciclo circadiano.

10.1.2 Efectos téxicos inducidos en D. magna por radiaciéon UV-B

La dosis subletal de radiacion UVB a la que se evaluaron los efectos dafiinos sobre
caracteristicas de la historia de vida como, mortandad, desplazamiento del primer dia
de puesta de crias, numero total de neonatos, fue evaluada previamente por nuestro
grupo de trabajo (Linares et al., 2020). En este trabajo se evaluaron las condiciones de
tratamiento: La irradiacion fue de 75.6 J/m?, dosis que fue calculada con la ecuacion (2),
la fuente de irradiacion se coloc6 a 20 cm del contenedor de los dafnidos, el tiempo de

irradiacion fue 10 minutos en individuos de 7 dias.

Es:l':':'s:lnﬂ U-‘hn:j = I(M;fln:j e X I'ES':I (2)

Donde:

Eeritema: irradiacién eriteméatica

Iradiacion espectral de la fuente en W/m?

€. coeficiente de accidn eritemética a 313 nm (0.063)
t: iempo en segundos.

El valor de intensidad de la radiacion UVB (313 nm) identificada (75.6 J/m?2) equivale a
0.75 SED. Esta equivalencia se refiere a la dosis estandar eritematosa (SED), termino
establecido por Comision Internacional sobre lluminacién (CIE). El valor de 1SED se
refiere a la respuesta biologica especifica desarrollada al exponerse durante 10 min, a

unaradiacion de 100 J/m?2.

10.2 Radiaciéon UVB en Puebla verano 2019

Unavez evaluada la intensidad subletal de radiacion UVB en condiciones de laboratorio

a las que se evaluarian sus efectos negativos sobre el desarrollo poblacional durante 25
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dias, se identifico la relacion de este valor con la intensidad de radiacion UVB incidida
en el periodo verano en la Ciudad de Puebla, en 2019.

De acuerdo con los valores registrados por la Estacion Meteorolégica de Puebla,
durante el verano 2019, la intensidad mas alta se registra en el mes de junio, como se
observa en la Fig. 5, donde se grafican algunos de los valores mas altos de este
periodo el cual fue de 100 W/m2, en un horario de 11:00 a.m.-13:00 p.m., y persistié la

mayoria de los dias del mes de junio.
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Figura 5. Radiacion UVB mas elevada registrada en la Ciudad de Puebla en verano 2019.

Junio, horario 1:00-12:00 a.m. Tomado del Servicio Meteorologico Nacional.

El valor de 100 W/m?, de acuerdo con la dosis estandar eritematosa (SED) equivale a
40 SED, este valor es alto considerando que la CIE determina que sujetos de piel clara
pueden someterse como maximo a exposiciones radiantes efectivas de 1.5 SED y
aquellos con un tono mas obscuro a 6 SED UV (Diffey et al., 1997), arriba de estos
valores se eleva el riesgo de sufrirun dafio eritematico.

Bajo las condiciones experimentales que manejamos, la irradiacion de 75.6 J/m?2
equivale a 0.75 SED, valor que es menor al registrado en este periodo. Cabe sefalar
gue en abril se registré radiacion de 19 W/m2, equivalente a 7 SED, si bien este valor es
mayor al que evaluamos en este trabajo, es importante considerar que la radiaciéon de la
energia solar del medio ambiente presenta una composicién diferente a la emitida por
una lampara UVB, ya que la radiacién solar comprende diferentes longitudes de onda

gue pueden influir de manera diferente sobre los efectos generados en los organismos,
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siendo la radiacién incidida por una longitud de onda especifica como la emitida por una

lampara UVB, puede presentar efectos mas severos (Diffey, 2002).

10.3 Evaluacién de los efectos del tratamiento de DATS sobre una poblacion de D.
magna incidida con radiacién UVB

Como segundo objetivo se evaluaron los dafios producidos en los parametros de
historia de vida de D. magna ante la radiacién UVB, asi como el efecto de la exposicién
a DATS sobre las alteraciones inducidas por la radiacion. Los valores registrados en
relacion con el primer dia de fertilidad, numero total de tasa de neonatos, fertilidad y
esperanza de vida se evaluaron en 6 grupos de estudio, los resultados se muestran en
la Tabla 4.

Uno de los primeros efectos identificados fue el retraso en el primer dia de fertilidad, los
resultados mostraron que individuos tratados Unicamente con UVB mostraron un
retardo de 48 h con respecto al control, sin embargo, el grupo que fue irradiado y
expuesto posteriormente a DATS se retrasan aun mas, como los grupos expuestos a 15
y 20 uM, el primero tuvo retraso de 6 dias para presentar su primera reproduccion, y el
expuesto a mayor concentracion de DATS no presentd reproduccion durante el
monitoreo (25 dias) sino hasta el dia 27 (Fig. 6 y Tabla 4). Este efecto puede estar
relacionado con los procesos de maduracion de ovocitos y células embrionarias, en los
gue la proteina vitelogenina presenta actividad importante que genera como
subproductos especies reactivas de oxigeno debido a las necesidades energéticas que
estos procesos demandan, lo que implica el desarrollo de procesos catabdlicos, bajo
estas condiciones, un estimulo adicional para el desarrollo de una condicion que
incremente el estrés oxidativo de la célula como la exposicion de los dafnidos a luz
UVB, incrementaria la activacion de una respuesta que contrarreste el estado de estrés
(Al-Aidaroos et al., 2015), priorizando esta respuesta sobre la fertilidad, asi, la alteracion
en la homeostasis de los individuos expuestos a factores que inducen estrés oxidativo
como UVB y DATS (Williamson et al.,2019; Filomeni et al., 2008), podria relacionarse

con el retraso en su primer dia de fertilidad, la cual se inicia cuando la homeostasis del
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organismo se ha recuperado y pueden orientar sus recursos energéticos para alcanzar
la madurez sexual e iniciar la produccion de neonatos (De Meester et al., 1999).

Estos desplazamientos tuvieron un impacto negativo en el namero total de neonatos
(Fig. 7 y Tabla 4). El efecto del fitoquimico DATS en una poblacion incidida con
radiacion UVB provocé una disminucion severa en el nimero de neonatos, en
comparacién con el grupo control, y los grupos irradiados, asi como los sometidos
exclusivamente al vehiculo.

No obstante, a pesar de que la fertilidad (nGmero de neonatos/adulto) en los grupos
tratados con DATS sobre poblaciones irradiadas (10, 15y 20 uM) disminuyo de manera
importante con respecto al grupo control y a los grupos que solamente fueron
sometidos a irradiacion, y a DMSO (Fig. 8); destaca que el grupo tratado con DATS 15
UM presentd un mayor numero de neonatos/adulto que el grupo expuesto a DATS 10
UM, lo que sugiere que la concentracion 10 uM posiblemente aumentd la severidad del
estado estresante previamente ya inducido por la exposicion a UVB (Al-Aidaroos et al.,
2015), por lo que disminuy6 su fertilidad. Sin embargo, a la concentracion 15 uM las
sefiales inducidas en el organismo permitieron que el estado pre-acondicionante no
sobrepasara la capacidad de amortiguamiento del dafio, logrando responder
positivamente al incrementar el nimero de neonatos por hembra gravida (Fig. 9), a
pesar de que la poblacion presentd una severa disminucion en el nimero de neonatos
total registrados durante el desarrollo poblacional (Fig. 7), las hembras sobrevivientes
fueron capaces de expulsar un mayor numero de neonatos, lo que favoreceria la
recuperacion de su poblacién. Si bien, a concentracion 10 uM de DATS este efecto no
fue inducido, la concentraciéon 15 pM del fitoquimico si logro este efecto benéfico o
favorecedor para la continuidad del desarrollo poblacional. En cambio, la concentracién
20 uM de DATS sobrepasé la capacidad de pre-acondicionamiento del organismo para
estimular la respuesta clasica antioxidante que ha sido atribuida a los efectos benéficos
de DATS (Filomeni et al., 2008, Seki et al., 2008), afectando la supervivencia celular y
activando la apoptosis, como se ha reportado (Cleuvers et al., 1997), en este trabajo,
estos efectos podrian estar relacionados con los parametros de historia de vida

registrados como primer dia de reproduccion, fertilidad y natalidad (Fig. 7, 8 y 9).
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Tabla4. Efecto de DATS en parametros de historia de vida en una poblacién de D. magna
expuesta a radiacion UVB.

Poblaciones experimentales
Parametro evaluado o UVB + DMSO + 10 uM UVB + DMSO + 15uM |UVB + DMSO + 20 upM
Control UVB UVB + DMSO 0.07% DATS DATS DATS
) o 9+0.7° 11+0° 11+0.7° 9+0.7° 15+0.71° 271+0.719

[Primera reproduccién (dias)

Reproduceién total 513+35%| 238+07°| 271+4.24° 15£2.1° 11+ 14132 0t0°?
Neonatos por hembra 68+042°| 49520139 a8+0024 1.95+0.27 © 413+04P 0+0?2
Esperanza de vida (dias) 45+ 0649 | 22 +083°| 27+018° 5+0.07° 7+ 0.14 % 4+039P

Los valores son medias * desviacion estandar. El andlisis estadistico por ANOVA nos mostré
una diferencia significativa (P < 0.05) indicado en letras.

UVB + DMSO + 20 pM DATS
UVB + DMSO + 15 pM DATS
UVB + DMSO + 10 pM DATS
UVB + DMSO

uvB

Control

0 5 10 15 20 25 30
Dia

Figura 6 Efecto de DATS en D. magna incidida con UVB, sobre el primer dia de

reproduccién. Caracteristica distintiva de que se ha alcanzado la madurez sexual. Las letras

expresan una diferencia significativa (P < 0.05) por ANOVA.
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Figura 7. Efecto de DATS en D. magna incidida con UVB, sobre la reproduccién total de
neonatos. NUmero de neonatos registrados durante el estudio de la evaluacion del desarrollo
poblacional. Diferencias significativas sefialadas con letras, (P < 0.05), analisis ANOVA.
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Figura 8. Efecto de DATS en D. magna incidida con UVB, sobre la fertilidad Promedio de
neonatos expulsados por adulto fértil, durante el estudio de evaluacion del desarrollo
poblacional. Las letras indican una diferencia significativa (P<0.05), mediante analisis
estadistico ANOVA.
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Figura 9. Efecto de DATS en D. magna incidida con UVB sobre la natalidad. La natalidad
es el numero promedio de nacimientos por cada 10 hembras. Las letras sefialan diferencias
significativas (P < 0.05), andlisis ANOVA.

La natalidad disminuye en los grupos irradiados con respecto al grupo control (Fig. 9),
este efecto similar en el grupo expuesto al vehiculo, sin embargo, estos tres grupos
presentan un patron similar al mantener el niumero promedio de nacimientos por cada
10 hembras. Sin embargo, en los grupos irradiados y posteriormente tratados con
DATS 10 y 15 pM la natalidad se vio disminuida después de su primer dia de
reproduccién. Fue interesante identificar que en dafnidos expuestos a 15 uM de DATS
hubo un incremento de la natalidad al dia 21, a diferencia del grupo expuesto con la
menor concentracion, lo que sugiere que la concentracion 15 uM de DATS podria
promover una recuperacion del desarrollo poblacional, o cual no se observa a la
concentracidon mas alta evaluada (20 uM), cuyo efecto posterior a su exposicion anulé la

natalidad en el periodo evaluado (25 dias).
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Figura 10. Efecto de DATS en D. magna incidida con UVB, sobre la tasa bruta de
natalidad y mortalidad. Las tasas brutas de natalidad y mortalidad corresponden al nUmero de
nacimientos o muertes promedio, por cada 10 individuos. Las letras expresan diferencias
significativas (P<0.05) mediante analisis ANOVA.

Para contar con un panorama mas claro acerca de la contribucion de los nacimientos
con respecto al total de la poblacion se calculé la tasa bruta de natalidad, asi como la

de mortalidad con la finalidad de conocer la proporcion de muertes para cada grupo
estudiado Fig. 10.

El valor de la tasa de mortandad en el grupo control fue el mas bajo de todos los grupos
evaluados, y se elevd ligeramente tanto en los grupos irradiados como irradiado en
presencia del vehiculo, cabe sefialar que estos dos Ultimos grupos mostraron valores
muy similares en diferentes parametros evaluados de la historia de vida (estos grupos
no presentaron diferencia significativa). En cambio, en los grupos expuestos a UVB y
posteriormente a DATS, la tasa de mortandad fue mucho mayor que los anteriormente
mencionados, sin embargo, destaca que este efecto fue marcadamente menos severo
en el grupo expuesto a 15 uM de DATS (Fig. 10).

La sensibilidad del organismo con respecto a los tratamientos de 10 uM, 15 uMy 20 uM

de DATS esté directamente relacionado con el eventos previo de radiacion UVB; por lo

gue la mortalidad es mas significativa (P<0.05) que los grupos Unicamente irradiados,



debido al estado celular de D.magna, DATS podria estar actuando como un agente
oxidativo agravado aun mas el estado del individuo (Filomeni et al., 2008, Seki et al.,
2008).

d
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Figura 11. Efecto de DATS en D. magna incidida con UVB sobre la esperanza de vida. Se
evalu6 el tiempo de vida promedio que alcanzarian los individuos bajo las condiciones
determinadas en el experimento. El analisis ANOVA mostré diferencias significativas sefialadas
con letras.

La esperanza de vida es un parametro que indica el tiempo promedio de vida que
alcanzarian los individuos. La figura 11 muestra que los individuos del grupo control
presentan un valor de esperanza de vida de 45 dias, lo que esta relacionado con su
ciclo normal de vida (Hebert, 1978). Este valor disminuye en los grupos irradiado, y el
irradiado en presencia de DMSO (25 y 27 dias respectivamente, sin diferencia
significativa entre estos 2 grupos, Fig. 10). En cambio, los grupos irradiados y
expuestos a DATS 10, 15y 20 uM disminuyeron su expectativa de vida 91, 84 y 89 %,
respectivamente. Es decir, de estos tres grupos, el expuesto a 15 uM de DATS fue el
gue mostr6 mayor esperanza de vida, lo que se puede relacionar con su mejor
capacidad de fertilidad (Fig. 8) y natalidad (Fig. 9), a pesar de la elevada tasa bruta de

mortalidad que presentaron (Fig. 10), los sobrevivientes mostraron capacidad para
promover la recuperacion de la poblacion al presentarse las condiciones adecuadas.

Los organismos respondieron a los factores estresantes, siendo este un estimulo para

adaptarse a las condiciones del medio de manera prioritaria, a pesar de la elevada
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mortalidad, los escasos sobrevivientes mostraron capacidad para reestablecer sus
capacidades reproductivas, a un tiempoy condiciones especificas y adecuadas.

10.4. Modelo mateméatico del desarrollo poblacional en D. magna para la
evaluacion de los efectos de DATS sobre una poblacion irradiada con UVB

Como tercer objetivo del estudio se realiz6 un modelo matematico el cual permitio la
prediccidon a nivel poblacional del organismo D. magna. En el desarrollo del modelo se
contemplaron parametros de historia de vida como fertilidad, primer dia de
reproduccién, natalidad y estructura poblacional (Fig. 6, 8,9 y 12 respectivamente).

La poblacion de D. magna fue dividida en tres clases: neonatos, jovenes y adultos
(Fig.3), esta clasificacién permitio el analisis de la dinamica de poblacion (Billoir et al.,
2007), en donde se observé que, en condiciones éptimas, su estructura poblacional
esta constituida en mayor parte por neonatos (LeBlanc,1982) esta proporcién se ve
afectada por estresores como radiacion UVB el cual ocasiono un desplazamiento en su
primer dia de reproduccion (Fig.6) asi como la disminucion en su fertilidad por adulto
(Fig. 8) y en consecuencia una menor cantidad de neonatos expulsados (Fig.7). En lo
gue respecta a los individuos expuestos a DATS y previamente irradiados, se tuvo que
los neonatos fueron la clase mas afecta en las tres concentraciones (10 uM, 15 uMy 20
uM), siendo que en estos tres grupos la cantidad de adultos siempre supero a la de
neonatos y jovenes; esta desproporcion fue mayor en la prueba con 20 uM de DATS
debido a que no hubo registré de neonatos (Fig. 8), aunque en 10 uMy 15 uM si se
registraron nacimientos (Fig.9), no fueron suficientes como para restablecer la

estructura de una poblacion control.

29



® % Neonatos M %Jovenes %Adultos

60.0 1

50.0 A

40.0 A
30.0 A
20.0 A
10.0 A
0.0

Control UVB + DMSO UVB +DMSO+10uM  UVB+DMSO+15uM  UVB + DMSQ +20 uM
DATS DATS DATS

Porcentaje

Figura 12. Efecto de DATS en D. magna incidida con UVB sobre la distribucién de las
poblaciones. La poblacion fue clasificada por su edad en neonatos, jovenes y adultos.

La division de la poblacion por clases permitio determinar las probabilidades de
supervivencia de neonatos, jovenes y adultos, de la misma forma fueron calculadas las
probabilidades de transicién para cada etapa, obtenidas de los datos experimentales
del desarrollo poblacional de individuos irradiados a una dosis eriteméatica relevante de
UVB y de aquellos expuestos posteriormente al compuesto DATS los cuales fueron
ingresados en el simulador de acuerdo al diagrama conceptual de la Fig.14. Un
crecimiento de tipo logistico fue el resultado del uso de la ecuacion de Gompertz (Ec.
1), para el cual se establecié una capacidad de carga (K) de 185 individuos (heonatos,
jovenes y adultos) asi como su primer dia de reproduccion (Fig. 6). El tiempo

considerado de cada periodo en la proyeccion poblacion fue de 48 h.



Neonatos —
/" Irradiacién con UVB

[ / Solo una vez
Si

Si

No |
s
/,

‘ ) y
Si -

Jévenes —

Si

----- -
1

I
No bl
I
R
I
|

. si

Si @ No e e e e e e Se retira DATS

Figura 13. Diagrama conceptual de las pruebas realizadas con radiacién UVB y/o DATS
en D. magna. Los rectangulos indican procesos del crecimiento del organismo, los rombos la
toma de decision, las lineas solidas indican el flujo del ciclo de vida del cladécero y las
discontinuas la incorporacion de los individuos a este mismo. La programacion se realiz6 en el
compilador Visual estudio 2019 en lenguaje C++.

La estructura poblacional (Fig.12) permitié realizar una prediccion de 40 periodos para

cada unode los grupos evaluados experimentalmente (Fig.14).
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Figura 14. Simulacién matematica de una poblacion D. magna tratada con DATS posterior
a su irradiacion en presencia de UVB. A. Poblacion de neonatos. B. Poblacion de jévenes. C.
Poblacién de adultos. D. Simulacion del total de la poblacién. La proyeccion se realizé para 40
periodos con la ecuacion de Gompertz.

El grupo control de la simulacion poblacional de neonatos (Fig.14. A.), se encuentra por
encima de los dafnidos tratados con radiacién UVB y el vehiculo DMSO y aun mas de
aquellos expuestos a DATS y UVB en patrticular de las concentraciones 10 uMy 20 uM
en las cuales no se observé una recuperacion en dicha proyeccion, sin embargo, esto
no sucedid para el grupo tratado con 15 uM del fitoquimico el cual logro tener la misma
cantidad de neonatos que el grupo control al periodo 40. La siguiente clase modelada
fuela de jovenes (Fig.14. B.) cuyatendencia es similara la de neonatos (Fig.14. A.). En
las poblaciones irradiadas con luz UVBy UVB/DMSO, presentaron una cantidad similar
de jovenes en el modelo, para el mismo caso en la poblacion estimulada con 15 uM de
DATS presenté un aumento gradual en individuos jovenes, no obstante, para las otras
dos concentraciones 10 uMy 20 uM del fitoquimico no hubo ninguna recuperacion. En
lo que respecta a los adultos (Fig.14. C.) la proyeccion poblacional de los dafnidos
expuestos a luz UVB, asi como los irradiados y en presencia de DMSO tuvo una
tendencia similar, en cambio de los tres grupos tratados con DATS el expuesto a 15 uM
del fitoquimico presento una recuperacion lo que podria indicar una adaptacion
fisiolégica de D. magna que le permitié sobrevivir ante las condiciones estresoras, pero
no letales (LeBlanc, 1982). Los adultos que se adaptaron lograron reproducirse
partenogenéticamente (Cleuvers et al.,, 1997) conduciendo a la recuperacion de la
poblacién mediante el incremento paulatino de neonatos (Fig.14.A) alcanzando su
capacidad de carga después de varios ciclos (Fig.14.D). El aumento de la probabilidad
de supervivencia de los neonatos pertenecientes a la prueba con 15 uM DATS permitio
gue estos pudieran pasar a la siguiente etapa juvenil (Fig.14.B).

Los gréaficos de la proyeccion matematica presentan una estructura poblacional similara
la observada experimentalmente (Fig.12) siendo esto reafirmando mediante un analisis
estadistico por ANOVA en el cual no se vio unadiferencia significativa (P > 0.05), por lo
tanto, la simulacién mateméatica pronostico satisfactoriamente el ciclo de D. magna, asi

como su dinamica poblacional en los 6 grupos.
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10.5. Expresion aguda de SOD y HSP70 inducida por el efecto de DATS sobre D.
magna incidida con UVB

Para cumplir el cuarto objetivo, se evalu6 mediante gPCR la expresion de los genes
SOD y HSP70 ante una exposicion aguda inducida en una poblacion de D. magnha
irradiada con UVB sometida a post-tratamiento con DATS. La expresion aguda de estos
genes se analiz6 en dafnidos de 10 dias de edad, los cuales previamente habian sido
irradiados a los 7 dias de edad y tratados 24 h después con el fitoquimico DATS; 24 h
mas tarde los efectos inducidos mediante este tratamiento fueron evaluados. Los
resultados mostraron que la expresion de HSP70 se increment6 3 veces en la poblacion
irradiada con UVB con respecto al grupo control (Fig. 15 A), resultado esperado, debido
a que los efectos conocidos de este factor fisico estresante estan relacionados con la
produccién de una serie de modificaciones a biomacromoléculas importantes,
destacando la oxidaciéon de DNA, proteinas y lipidos, lo cual se ha descrito que genera
estrés oxidativo promoviendo que la célula responda mediante la activacion de una
respuesta anti-oxidante compleja, en la que destaca la expresion de proteinas como
HSP70, implicada en evitar plegamiento y/o acumulacion no deseada de proteinas
(Matsuda et al., 2010).

Destaca que el patron de expresion que mostré el grupo irradiado con UVB en
presencia del vehiculo DMSO fue similar al grupo que solamente fue irradiado, en
cambio, la expresién tanto de HSP70 como de SOD fue severamente modificada en los
grupos tratados con DATS (10, 15y 20 uM) (Fig. 15 A y B). Este comportamiento fue
caracteristico también en la mayoria de los resultados obtenidos al evaluar parametros
de historia de vida, lo que sugiere que el vehiculo no influyé severamente en lamayoria
de las caracteristicas analizadas del desarrollo poblacional, lo cual podria atribuirse a
gue la concentracion de DMSO empleada para solubilizar al compuesto oleoso DATS,
fue mucho menor a la concentracién que puede desarrollar alteraciones en parametros
fisiolégicos y bioquimicos, como lo demostraron Bownik, et al., en 2019, mediante la
exposicion de dafnidos a cultivos conteniendo concentraciones al 0.1% y 1% de DMSO,

en cambio, en este trabajo, al resuspenderlo en el medio de cultivo la concentracion fue
0.07% de mucho menor.
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Fue de gran interés identificar que la exposicién a 10 y 15 uM de DATS de poblaciones
previamente irradiadas con UVB, sobre expresaron de manera importante el gen
HSP70 (6 y 11 veces, respectivamente) y de SOD (8 y 18 veces, respectivamente)
respecto al control, estos resultados no han sido descritos hasta la fecha en la
bibliografia consultada, su importancia radica en que se muestra por primera vez que
en este modelo ecotoxicolégico de estudio, la presencia de DATS podria ser capaz de
desarrollar un estado pro-oxidante importante que estimula intensamente a la célula a
desplegar una respuesta anti-oxidante, mediante la expresion de HSP70 y SOD (Fig.
15), que puede ser requerida para contrarrestar el dafio causado por UVB y el estimulo
del fitoquimico, conocido por inducir un estado pre-acondicionante y pro-oxidante
(Filomeni et al., 2008, Ariga y Seki, 2006), a consecuencia de modificar el estado redox
celular mediante la produccién de ROS generadas por la ruptura homolitica de su
puente disulfuro y su capacidad para tiolar proteinas que presentan cisteinas reactivas,
asi como modificar el estado redox de glutation (Filomeni et al., 2008; Seki et al., 2008).
Esta respuesta celular puede sobrepasar su propia capacidad de amortiguamiento del
estrés oxidativo, y al no sobreponerse al dafio, muere (Filomeni et al., 2008), lo que
podria estar relacionado con la elevada tasa de mortalidad de estos grupos (Fig. 10) y
la disminucion en la fertilidad y natalidad (Fig. 8 y 9). Aln bajo estas condiciones, el
grupo de dafnidos sometidos a postratamiento con DATS a concentracion 15 uM
presentaron la facultad de incrementar la expresion de HSP70 y SOD (11 y 18 veces,
respectivamente, respecto al grupo control, lo cual podria ser importante para
desarrollar una respuesta que permitié la recuperacién de la poblacion, posiblemente
influyendo en el incremento de su fertilidad y esperanza de vida (Fig. 8y 11), asi como,
en la recuperacion a largo plazo identificada en la proyeccion realizada con el modelo
de Gompertz (Fig. 14).

Destaco que la expresion de SOD en el grupo de dafnidos sometidos a postratamiento
con DATS a concentracion 15 pM fue 1.4 veces mayor que la expresion de HSP70, lo
gue podria atribuirse a que SOD es conocido por su papel en la degradacion del
superoxido a oxigeno y peroxido de hidrégeno (Lyu et al., 2013), asi como, se ha
sefialado su posible papel en la proteccién de los ovocitos y células embrionarias ante

las moléculas reactivas de oxigeno que resultan del metabolismo de vitelogenina,
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particularmente, Kato et al., en el 2004 identificaron mediante secuenciacion de la
proteina, que vitelogenina se encuentra fusionada a un dominio superéxido dismutasa
en especifico de la familia Cu/Zn, el gen correspondiente a esta SOD fue blanco para el
disefio de los iniciadores que se emplearon en el este trabajo.
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Figura 15. Efecto de DATS en D. magna incidida con UVB sobre la expresion aguda de
HSP70 y SOD. A. Expresion genética relativa de HSP70 evaluada 24 h postratamiento con
DATS. B. Expresion genética relativa de SOD evaluada 24 h postratamiento con DATS. Los
genes fueron normalizados con el gen constitutivo ACTINAB. Las letras indician diferencias
significativas P<0.005
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Figura 16. Expresion relativa de HSP70 y SOD en una poblacién de D. magna irradiada
con UVB, previo al tratamiento con DATS. Después de exponer a la poblacién a irradiacion
UVB, la expresion relativa se evaluo a las 24 h. Los genes fueron normalizados con ACTINAB.
Las letras indician diferencias significativas P<0.005.



Ademas de identificar la evaluacion de la expresion relativa de HSP70 y SOD inducida
ante el tratamiento de DATS en una poblacién irradiada por UVB (Fig. 16), se identifico
la expresion relativa de la poblacion, previa al tratamiento con el fitoquimico,
identificandose que previo al tratamiento de DATS, y de manera aguda (24 h post
irradiacion), la expresion de ambos genes se induce (HSP70: 4 veces, SOD: 2 veces),
este resultado sugiere la activacion de la respuesta anti-oxidante celular ante el efecto
de la radiacion UVB, de acuerdo a diversos reportes en donde se les ha identificado,

principalmente a SOD como biomarcador del estrés oxidativo (Lyu et al., 2013).

No obstante, la induccidén de ésta respuesta en presencia del tratamiento con DATS
(Fig. 15), poderoso activador de la respuesta antioxidante, mediante la induccion de un
estado celular pro-oxidante, el cual ha sido demostrado en modelos de lineas celulares
cancerosas y murinos en los que se induce fisica y quimicamente el desarrollo de
diferentes tipos de cancer, este fitoquimico fue capaz de activar la apoptosis de las
células cancerosas, consiguiendo que las células con mejor capacidad de respuesta
ante el fuerte estimulo pro-oxidante sobrevivan, de ahi que se le han atribuido
propiedades anticancerigenas. Si bien, en este trabajo se emple6 como modelo de
estudio a D. magna, cladécero en el cual se desconocen estos procesos, fue
interesante establecer la correlacion entre la esperanza de vida y su respuesta genética
del efecto de DATS sobre una poblacion previamente expuesta airradiacion UVB como
se observa en la tabla 5.

Tabla5. Asociacion entre parametro de historia de vida y perfil de expresion genética de
SODy HSP70 en D. magna.

UvB+DMSO UvB+DMSO uvB+DMSO

Correlacion Control +10 pM DATS + 15 M DATS + 20 pM DATS

Esperanza de

vida VS 0.5 0.8 0.6 0.8

Expresion
relativa HSP70

Esperanza de

vida VS 0.5 0.6 0.6 0.8

Expresion
relativa SOD

Correlacién de spearman en el corte de 10 dias de edad.
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La asociacion entre la expresion de los genes HSP70 y SOD con respecto a la
esperanza de vida a los 10 dias de edad en los grupos sometidos a 10 uM, 15uM y 20
uM del fitoquimico DATS previamente irradiados con UVB se estableci6 mediante el
método de spearman con un p (rho) negativo a comparacion del grupo control. El valor
mas alto obtenido en la correlacion de HSP70 y esperanza de vida corresponde a los
grupos expuestos a 10 uM y 20 uM de DATS el cual fue de -0.8 al dia 10 de su
desarrollo poblacién lo que advierte de una correlacién altamente negativa; es decir que
un aumento en la expresion de HSP70 estd asociado a una disminucién en la

esperanza de vida a ese corte de tiempo, no asi para el grupo correspondiente a 15uM

de DATS cuyo valor p ( -0.6) a pesar de ser negativo, manteniendo la misma direccion
de la relacion la cual disminuye en comparacién alos otros dos grupos.

De igual forma, para el caso de los grupos expuestos a 10 uM y 15 uM de DATS la
correlacion entre la esperanza de vida y el perfil de expresion de SOD resulté de p (-
0.6), mostrando un grado de correlacién no tan elevado, pese a ello es posible advertir
a ese corte de tiempo, un aumento en la expresion de SOD conlleva una disminucion
en la espera de vida, manteniendo el mismo perfil de direccién para la correlacion que
fue observado en la expresion de HSP70. EI mismo comportamiento puede ser
detectado en la asociacion para la expresion de SOD con la esperanza de vida para el
grupo de 20 uM (p = -0.8); sin embargo, es de destacarse que dicha correlacion es mas

fuerte en comparacion a los otros dos tratamientos.
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11.CONCLUSION

Los efectos del fitoquimico DATS en D. magna incidida con radiacion UVB alteraron
negativamente parametros de historia de vida como primer dia de reproduccion,
fertilidad y esperanza de vida, este efecto fue mas severo que el inducido en
poblaciones irradiadas con UVB. Sin embargo, destaco que la poblacion irradiada con
UVB vy tratada posteriormente con el fitoquimico a una concentracién 15 uM, presento
un incrementd en el nimero de neonatos por hembra gravida, que se reflej6 en una
mayor esperanza de vida, caracteristica importante que podria influiren larecuperacién
del desarrollo poblacional a largo plazo, como se identific6 mediante la simulacion
matematica desarrollada mediante la ecuacion de Gompertz. Ademas, este grupo de
estudio presento los valores mas altos de induccién de la expresion aguda de los genes
HSP70y SOD, lo cual destaca la importancia de identificarla concentracién alacual el
fitoquimico puede ser un excelente promotor de la expresion de genes relacionados con
una respuesta celular efectiva ante una condicion estresante a la que se sometio el
modelo de estudio, como la radiacion UVB y posterior tratamiento con DATS (15 uM) lo
gue podria tener especial repercusién en el desarrollo de mejores capacidades de
recuperacion de la poblacion.
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