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1. Resumen

Los sistemas experimentales sensibles a contaminantes ambientales son una herramienta importante para
realizar estudios de biomonitoreo, se han descrito diversos ensayos utilizando una gran variedad de
organismos los cuales han mostrado diversos niveles de sensibilidad. Los modelos in vivo son una
alternativa confiable debido a que permiten analizar el dafio en el organismo completo y no unicamente
en un parametro propuesto. Entre estos modelos, Drosophila melanogaster ha sido el organismo por
excelencia para estudiar a través de distintas metodologias el dafio en el material genético inducido por
factores fisicos y quimicos; una de ellas es la prueba de teratogénesis en Drosophila (por sus siglas en
inglés DTT), la cual determina la induccién de fenotipos semejantes a los producidos por genes
(fenocopias) como consecuencia de la exposicion de los organismos a ciertos compuestos o factores. No
obstante, debido a la gran variedad de ambientes asi como a las restricciones bioldgicas de cada especie,
es necesario desarrollar estrategias similares que involucren a otros organismos. Megaselia scalaris
(Phoridae) es otro diptero que muestra similitudes con D. melanogaster sin embargo la diversidad de
ambientes que ocupa es mayor. En el presente trabajo se caracterizo la actividad teratogénica inducida por
dos teratogenos de referencia: la griseofulvina (GF) y la colchicina (CO) en M. scalaris. Los compuestos
se administraron mediante un tratamiento sub-crénico via alimentacidn en el tercer estadio larvario, a
través de diluciones sucesivas a partir de 0.0125 mM hasta 0.00003 mM y recobrando los organismos en
etapa adulta. Como indicadores de efecto se determinaron: el Indice de sobrevivencia (IS), Indice sexual
(ISx) y la Frecuencia de alteraciones. Los marcadores encontrados en Megaselia como evidencias de
dafio morfolégico fueron muy similares a los reportados para D. melanogaster, D. virilis y D. hydei
evidenciando la alta conservacion de los patrones corporales incluso a distinto nivel taxonomico.

Megaselia scalaris puede ser utilizada de manera confiable como biomonitor de actividad teratogénica.



2. Introduccion

2.1 Biomonitores y biomarcadores

Los sistemas experimentales sensibles a contaminantes ambientales de origen distinto son una
herramienta importante para realizar estudios de biomonitoreo ambiental (Ramos et al., 2000). Un
organismo puede mostrar cambios en su morfologia, conducta, longevidad, capacidad reproductiva, etc.,
como consecuencia de la exposicion a factores ambientales diversos. La caracterizacion de las
alteraciones en los organismos expuestos a factores que dafian su salud sirve de base para la
determinacion de la capacidad de los factores ambientales para alterar a los sistemas biologicos, en otras
palabras, el componente bidtico de un ecosistema constituye un biomonitor de la calidad de éste.

Con la finalidad de analizar el dafio genético inducido por los contaminantes se han desarrollado
metodologias con distintos organismos que son utilizados como biomonitores, no obstante, la gran
diversidad de los ambientes restringe el uso de un mismo tipo de organismo para evaluar diversos
ambientes.

Para realizar biomonitoreo de calidad es necesario que el modelo (organismo) que se utilice cubra ciertas
caracteristicas con respecto a los aspectos biologicos del organismo y a cuestiones econodmicas. De
acuerdo al primer aspecto, ademas de ser sensible a los cambios en el ambiente, el organismo debe tener
un ciclo de vida relativamente corto, numerosa progenie y dimorfismo sexual evidente, de manera que la
presencia de alteraciones inducidas por factores ambientales ocurra poco tiempo después de la exposicion
y se manifieste con diferente intensidad en los organismos expuestos, dependiendo de la cercania de éstos
a la fuente de emision del contaminante. La alerta temprana de cambios en las condiciones ambientales
contribuye a identificar y controlar al contaminante o fuente de emision de éste antes de que el dafio a la

poblacion se haga extensivo. El conocimiento de otros aspectos de los organismos como los relacionados



con conducta, metabolismo, desarrollo, genética, y otros, son fundamentales para interpretar de
manera mas confiable la forma en la que reaccionan ante la exposicion a agentes contaminantes. Aunado
a lo anterior, una caracteristica deseable en los sistemas utilizados en el biomonitoreo es que su aplicacion
tenga un costo razonablemente bajo.
Con la finalidad de disponer de alternativas validas para diferentes ambientes, se exploran continuamente
las ventajas y limitaciones de incorporar en estudios de biomonitoreo a organismos como metazoarios
inferiores, insectos, peces, anfibios y plantas, entre otros (Butterworth et al, 2001). Teniendo el
biomonitor adecuado para el ambiente que se quiere analizar, es necesario determinar los biomarcadores
o las estructuras blanco, incluyendo los érganos, tejidos, tipo celular, niveles de proteinas, enzimas y otras
sustancias que muestren variaciones con respecto a los niveles de los mismos en organismos no
expuestos, de manera que puedan ser utilizados para determinar cambios en la calidad del ambiente; en
otras palabras, pueden ser biomarcadores de exposicion o de efecto a diferentes niveles. Estas alteraciones
son producto de la interaccion entre las particulas toxicas y el material genético del organismo expuesto o

bien, de la interferencia en la regulacion de la expresion de éste.

2.2 Modelos in vivo y analisis sub-letal

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, fue el primer organismo utilizado para desarrollar una
metodologia para estudiar cambios inducidos en el material genético. Muller (1927, 1928 y 1929), en
experimentos con rayos X utilizando a Drosophila obtuvo evidencia de que se podian inducir alteraciones
en el ADN (mutaciones, rompimientos, translocaciones) que posteriormente comprobd citolégicamente.
A partir de entonces, se le ha utilizado como organismo base de muchas metodologias con las que es
posible establecer la capacidad de factores ambientales fisicos, quimicos o bioldgicos para alterar el
material genético (actividad genotdxica); en otras es posible establecer el mecanismo por el que ocurre el

dano inducido. De manera alternativa es posible evaluar la capacidad de los factores ambientales para



ocasionar dafio en las células germinales, cuyos efectos se haran manifiestos en la ¢ las generaciones
posteriores a la exposicion de los organismos al factor con actividad genotéxica. Con respecto a las
c¢lulas somaticas, las consecuencias pueden agruparse en dos grandes categorias: induccion de mutacion
y recombinacion somadtica, que se asocian con el desarrollo de procesos malignos como el cancer y
alteraciéon en la regulacion genética durante el desarrollo, que se relaciona con la presencia de
malformaciones en los organismos afectados (efecto teratogénico) (Yu, 2000).
Para evaluar la actividad teratogénica de los factores ambientales se requiere idealmente de organismos
en los que la duracién del desarrollo permita la exposicion aguda, semicrénica o cronica al posible
teratdgeno. Por otro lado, la complejidad en la regulacion del organismo seleccionado debe permitir
evaluar diferentes niveles de organizacion. Entre las alternativas mas utilizadas por su accesibilidad se
encuentran los modelos in vitro, en los que la expresion de marcadores celulares como algunos factores
tumorales constituyen la evidencia de la actividad teratogénica. Schwengberg y colaboradores (2005)
utilizaron células troncales de embriones de raton para realizar pruebas de embriotoxicidad, con
monomeros de resinas dentales, observando que algunos componentes de éstos tienen efecto teratogénico
y embriotdxico, utilizando el ensayo MTT, el cual consiste en una prueba calorimétrica para medir la
actividad metabolica de las células viables; y cuantifica la proliferacion celular y citotoxicidad utilizando
la sal 13-(4, S5dimetiltiazol-2)-2, 5-difenil bromuro de tetrazolio. De los compuestos probados el bisfenol
A glicidilmetacrilato (BisGMA) resultaron positivos en la prueba citada.
Las metodologias basadas en cultivos in vitro tienen la ventaja de que permiten la realizacion de
NUMErosos ensayos en poco tiempo, sin embargo, por lo general son costosas, ademas de que solo pueden
ser consideradas una primer aproximacion debido a que los sistemas celulares carecen de la regulacion y
complejidad que se presenta en los sistemas completos o in vivo.
Entre los sistemas in vivo, se han preferido los basados en mamiferos y constituyen la primera eleccion

por su cercania con los seres humanos. En 2006 Kransler y colaboradores utilizaron modelos mamiferos



como hamsters, ratas y cerdos de Guinea para comparar la actividad teratogénica de la 2, 3, 7, 8-
Tetraclorodibenzo-p-dioxin (TCDD) el cual es un contaminante que se encuentra de manera persistente
en el ambiente que causa gran variedad de dano en la salud de los humanos, incluyendo desarrollo
anormal. Actualmente son pocos los estudios desarrollados con mamiferos debido al alto costo y largo
tiempo requerido para su realizacion.

Otros modelos utilizados se basan en vertebrados como aves, peces y en otros organismos, los cuales
también tienen una demanda considerable de infraestructura, costo y tiempo para su ejecucion.
Blankenship y colaboradores en 2003 demostraron que la 2, 3, 7, 8-Tetraclorodibenzo-p-dioxin (TCDD)
ocasiona malformaciones y muerte en los embriones de gallinas blancas. Loucks y Carvan III en 2004
probaron etanol en pez cebra (Danio reiro) obteniendo alteraciones a nivel neurocranial y craneofacial y
demostraron que el desarrollo anormal depende de la sensibilidad de la cepa utilizada, asi como de la
dosis, concluyendo que la perturbacion en el desarrollo estd fuertemente influenciada por factores
genéticos. En 2006 Casarini y colaboradores utilizaron el ensayo de teratogénesis en embriones de ranas
de Xenopus (FETAX assay) utilizando embriones en estado de gastrula para identificar sustancias que
pueden poner en riesgo el desarrollo en humanos; como es el caso de la toxina marina acido okadaico
(OA).

En la actualidad se ha hecho énfasis en la relevancia de explorar las ventajas que pueden tener los
modelos biologicos no mamiferos para el estudio de las bases celulares y moleculares de la toxicidad y la
genotoxicidad, cuyos resultados podrian sugerir un impacto similar para el ser humano (Ballatori &
Villalobos, 2002). Aunque los hallazgos obtenidos a partir de sistemas animales no pueden ser
extrapolados para el hombre, han servido como modelos experimentales complementarios, como también
ha sido el caso de los modelos in vitro; ya que una de las desventajas de éstos, que es considerada
primordial, es la falta de similitud a nivel gendémico y su menor complejidad, comparados con las de los

sistemas in vivo (Duffus, 1983).



No obstante, los resultados obtenidos a través de ensayos in vitro constituyen una aproximacion en el
conocimiento del efecto de genotoxicos en sistemas in vivo. En este sentido, es deseable que los
resultados in vitro se confirmen utilizando modelos in vivo, especialmente para corroborar aspectos
criticos y particularmente, en la toma de decisiones relacionadas con el ambiente (Mothersill & Austin,
2003). De esta manera, se recomienda:

- Determinar los indicadores relevantes con respecto a los puntos criticos de concentraciones en
pruebas in vitro para explorar el efecto in vivo.

- Determinar las interrelaciones entre lo que se sabe del potencial toéxico de una sustancia in vivo y
los resultados obtenidos en una prueba in vitro.

- Demostrar la calidad de la informacién in vitro por evaluacion del protocolo, repetibilidad intra-
laboratorio, reproducibilidad inter-laboratorio, nimero y tipo de quimicos usados y adherencia a
los estandares de GLP (Good Laboratory Practice) (Codigo de Regulacion Federal, 1998 en
Mothersill & Austin, 2003).

- Para un factor ambiental del cual no hay registros previos, es necesario validar la informacion
obtenida en un sistema in vitro a través de un sistema in vivo.

- Definir el rango de concentraciones en las que el uso del factor ambiental es seguro o bien, el
riesgo ecotoxicoldgico es minimo, dependiendo del tipo de aplicacion del que se trate.

Por su parte, los modelos in vivo ofrecen diversas ventajas con respecto a otro tipo de metodologias. El
uso de organismos vivos permite analizar el efecto de posibles genotdxicos en todo el organismo y no
solo en una estructura o con referencia a alguna funcidon en particular, por esta razén es primordial
conocer diversos aspectos de la biologia de los organismos utilizados y no Unicamente su accidon sobre
una parte del organismo o un tipo de efecto particular.

Medidas de toxicidad como la dosis o la concentraciéon a la que muere el 50 % de los organismos

expuestos (LDsg 6 LCsg, respectivamente), tiene una aplicacion limitada (Fig. 1) y depende, en todos los



casos, del nivel de complejidad del organismo utilizado, por ejemplo: establecer rangos de
exposicion a un factor ambiental utilizando ratas para predecir un efecto similar (letalidad) en humanos
(Duffus, 1983). La letalidad es una medida muy general de la respuesta toxica y se restringe a la
valoracion de la exposicion de organismos a concentraciones sumamente altas. En general, los
organismos en el ambiente son expuestos a concentraciones menores que las ocupadas en los ensayos de
toxicidad pero, por periodos mas prolongados. El modelo clasico de dosis-respuesta para la determinacion
de toxicidad no es informativo del dano sub-letal que se pueda haber ocasionado en los organismos
expuestos que no murieron en el tratamiento.
Por lo anterior, el estudio de los efectos sub-letales provocados por agentes potencialmente peligrosos
puede dar informacion valiosa y ser una herramienta sensible para detectar la presencia de éstos a
concentraciones bajas y establecer el rango de concentraciones o la intensidad de la exposicion a partir de

la que se incrementa la probabilidad de que los organismos expuestos puedan resultar dafiados.
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Fig. 1 Se presenta la relacion tipica entre mortalidad y concentracion de la sustancia toxica, o dosis, después de una exposicion
continua de los organismos durante un tiempo fijo, de ordinario 48 o 96 horas (Duffus, 1983).



2.3 Los Dipteros como un grupo potencial para pruebas de genotoxicidad

Los insectos son el grupo mas diverso de todo el reino animal, se calcula que el nimero de especies va
entre uno a 10 millones, ademas de que fueron los primeros animales en colonizar el ambiente terrestre
(Eisner & Wilson, 1977). La gran mayoria de los insectos son terrestres, por lo que ocupan una gran
variedad de habitats; se estima que esta Clase abarca alrededor de 876, 000 especies extintas, clasificadas
en 32 Ordenes y alrededor de 939 Familias; actualmente los Ordenes mas diversos son: Coleoptera,

Lepidoptera, Hymenoptera y Diptera (Daly et al., 1998) (Fig. 2).
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Fig. 2. El diagrama muestra la gran diversidad de insectos, particularmente de los 6rdenes: Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
y Lepidoptera. (Eisner & Wilson, 1977).



El Orden Diptera, es uno de los mas grandes, los miembros de este grupo se caracterizan por ser
insectos muy abundantes. La mayoria de los dipteros pueden ser reconocidos facilmente porque poseen
un par de alas membranosas (mesotoracicas) y las alas posteriores (metatordcicas) se encuentran
reducidas a dos pequenas protuberancias llamadas halterios o balancines que estan relacionadas con la
conservacion del equilibrio durante el vuelo. La mayoria de los dipteros tienen un tamafio relativamente
pequeiio, cuerpo blando (cuticula medianamente esclerosada), las partes bucales modificadas siendo de
tipo picador-suctor o lamedor y en muy pocas especies, las piezas bucales estan pobremente desarrolladas
o no son funcionales. Las patas presentan un par de ufias en el pretarso y entre ellas una estructura
llamada empodio que les permite sujetarse a superficies planas. Presentan también ojos compuestos
formados por numerosas omatidias, en la parte posterior-superior de la cabeza presentan ocelos, Las
antenas pueden ser de distintas formas, siendo las mas frecuentes de tipo aristada (Borror et al., 1989).
Algunos organismos dentro de este Orden tienen ciclos de vida relativamente cortos y progenie
abundante; en cuanto al desarrollo postembrionario, éste puede ser de tipo epimoérfico (el nimero de
segmentos permanece constante en estadios juveniles y en el adulto), metamorfico (de tipo completo),
holometabolo, que implica pasar por una fase larvaria posterior a la eclosion del huevo seguida por una
fase pupal hasta llegar a un imago o adulto (Daly et al., 1998).

Existe una metamorfosis verdadera en Diptera que implica principalmente la destruccion de los tejidos
larvarios y su reemplazamiento por una poblacion de células diferentes (Gilbert, 2003). Este tipo de
desarrollo post-embrionario constituye una ventaja para realizar estudios de toxicologia, ya que permite
analizar el efecto de la exposicion a algiin compuesto en estadios larvarios y evaluar el dafio producido de
forma constitutiva y hasta la formacion del adulto.

Algunas especies de dipteros se han podido adaptar a las condiciones de laboratorio y han sido utilizados
como modelos para evaluar agentes toxicos, entre ellas se encuentran algunas pertenecientes a la Familia

Drosophilidae como D. melanogaster, D. virilis y D. hydei, que han mostrado sensibilidad a la



exposicion de algunos compuestos y una especie de la Familia Phoridac como es el caso de

Megaselia scalaris (Cuadro 1).

Compuesto
Organismo Colchicina Griseofulvina Referencia
D. melanogaster ? ! ? z MuiozHernandez A (1997) !
Arellano-Aguilar O. (1 9953
D. virilis ? ? BautistaHernandez D (2005)
D. haydei ? ? BautistaHernandez D (2005)

Cuadro 1. Los compuestos probados para D. melanogaster, D. virilis y D. hydei fueron positivos en un tratamiento Sub-
cronico.

2.4 Metamorfosis y Teratogénesis

El desarrollo de un insecto holometdbolo, se puede dividir en dos etapas: la primera etapa es el desarrollo
embrionario, en el que se establecen las principales regiones del organismo y culmina con la eclosion de
una larva; la segunda es el desarrollo post-embrionario que deriva en la formacion de las estructuras del
imago o adulto, esta etapa es de gran importancia para la evaluacion de toxicidad.

Drosophila melanogaster es el organismo mejor conocido, especialmente a nivel genético. Es un
invertebrado que ha tenido un enorme impacto en el entendimiento de las bases genéticas del desarrollo
de los vertebrados (Wolpert et al., 2002). Durante el desarrollo post-embrionario de Drosophila se forman
compartimentos que delimitan parasegmentos y segmentos. En el blastodermo celular, se aprecia la
definicion de los parasegmentos en cada region del cuerpo de la futura mosca. A las diez horas de la

formacidn, aparecen los segmentos en el embrion, el cual se considera que presenta el mapa del desarrollo



del organismo ya que se ha establecido qué zonas del embrion daran origen a regiones especificas en
el adulto; se distinguen tres segmentos toracicos y ocho abdominales. En todo este proceso, los genes
homedticos determinan la formacion de los diferentes segmentos del cuerpo de la mosca (Zurita, 2002).
Una vez que termina la primera fase del desarrollo, se lleva a cabo la eclosion del huevo. En dipteros y en
otros organismos holometéabolos, la forma juvenil se llama larva. La larva eclosionada pasa por una serie
de mudas para aumentar su tamafio. Los estados entre estas mudas larvarias se conocen como estadios

(Gilbert, 2003).

2.4.1 Discos Imagales

En los insectos holometabolos, la transformacion de la forma juvenil al adulto ocurre dentro de la cuticula
pupal. La mayoria del cuerpo larvario es sistematicamente destruida por muerte celular programada,
mientras que los organos del adulto se desarrollan a partir de cimulos indiferenciados de células
imagales. En el soma de la larva se reconocen basicamente dos distintas poblaciones celulares: las células
larvarias, que son utilizadas para las funciones del estadio juvenil; y miles de células imagales, las cuales
se encuentran en letargo aguardando la sefial para diferenciarse (Gilbert, 2003).
Tres tipos de estructuras contienen células imagales (Fig 3):
1. Los discos imagales, son células que van a formar estructuras cuticulares como las alas y ademas
dan origen a patas, antenas, 0jos, cabeza, torax y placa genital.
2. Los histoblastos, son racimos de células imagales que daran origen al abdomen del adulto.
3. Racimos de células imagales dentro de 6rganos como el intenstino y los tubos de Malpighi, los
cuales proliferan para formar el 6rgano del adulto respectivo cuando el organo de la larva

degenera.
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Fig. 3. Células imagales, en D. melanogaster (Gilbert, 2003)

2.4.2 Control hormonal de la metamorfosis

Ahora esta claramente establecido que los cambios de las mudas y de la metamorfosis son regulados por
tres hormonas: la hormona protoracica (PTTH) proveniente de las células neurosecretoras del cerebro, la
hormona ecdysona (ecdysteroides) a partir de las glandulas protoracicas y la hormona juvenil, a partir del
los corpora allata (Nation, 2002).

La ecdysona (esteroide) y la hormona juvenil (lipido) son las hormonas efectoras que controlan este
proceso de mudas y metamorfosis. El proceso inicia en el cerebro, cuando las células neurosecretoras
liberan hormona protoracica (PTTH) en respuesta a sefiales neuronales, hormonales o del ambiente. La
PTTH (péptido) estimula la produccion de ecdysona actuando sobre las glandulas protoracicas. La
ecdysona es modificada en los tejidos periféricos para llegar a ser la forma activa de la hormona de muda,
20- hidroxiecdysona (20E). Cada muda es iniciada por uno o mas disparos hormonales de 20E, los cuales
estimulan a las células de la epidermis para sintetizar enzimas que digieren y reciclan a los componentes

de la cuticula. Las células secretoras del corpora allata que liberan la hormona juvenil (JH) estan



activadas durante el proceso de muda pero se encuentran inactivadas durante el inicio de la muda
metamorfica. Por lo tanto, la presencia de la JH y los pulsos de la 20E resultan en un nuevo estadio
larvario. Cuando los niveles de JH decaen por accién del nervio medio del cerebro que actua sobre los
corpora allata y por el aumento de la capacidad para degradar a esta hormona en el resto del cuerpo,
ocurre un disparo en la liberacion de la PTTH que actua sobre las glandulas protoracicas liberando
ecdysona que se va a transformar a su forma activa 20E y el resultado de la 20E en ausencia de la JH,
lleva a las células de la epidermis al desarrollo pupal (Gilbert, 2003). En D. melanogaster este mecanismo

esta bien estudiado (Fig. 4).

erbrion '™ ivd 3¢ Pupa Diesarrollo del adulto
(Horas)

Fig. 4. Disparos de ecdysona y hormona juvenil a lo largo del desarrollo de D. melanogaster. En linea punteada la JH y en
linea continua la ecdysona (H, huevo; E, ecdysis; P, pupacion) (Nation, 2002)

2.4.3 Teratogénesis

Las complicadas series de eventos durante el desarrollo de un organismo, ofrecen una variedad de
blancos tiempo-especificos para la toxicidad de un compuesto (WHO, 1984). Los contaminantes
ambientales con actividad genotoxica modifican el material genético de cualquier tipo de célula, ya sea
causando mutaciones, induciendo lesiones precancerosas o interfiriendo en la diferenciacion de

organismos en desarrollo, actividad teratogénica. Este ultimo tipo de dafio, si bien no es heredable, reduce



la expectativa del desarrollo de manera importante. Asi, las anormalidades causadas por agentes
exodgenos son llamadas disrupciones y los agentes responsables de estas disrupciones son llamados
teratogenos (Gilbert, 2003). La exposicion a estos agentes lleva a la aparicion de fenotipos semejantes a
los producidos por genes en organismos no portadores y son denominadas fenocopias.
Los teratégenos incluyen drogas y otros compuestos quimicos, sin embargo los virus, la radicacion, la
hipertermia y condiciones metabdlicas en la madre pueden también actuar como teratogenos. Muchos de
los quimicos pueden causar defectos en el nacimiento y se encuentran en el ambiente por causas naturales
(yacimientos minerales, actividad ignea, etc) o como producto de la actividad antropogénica (uso
industrial, agricola, etc). El alcohol y la quinina son sustancias derivadas de plantas y pueden causar
disrupciones en el desarrollo. La ingesta de quinina en el embarazo puede causar sordera y el alcohol

puede causar retraso fisico y mental en el infante (Gilbert, 2003).

2.5 Drosophila melanogaster, un modelo para la prueba de teratogénesis (DTT)

La prueba de teratogénesis en D. melanogaster, es una herramienta que permite evaluar el dafio
ocasionado por agentes extrafios (teratdgenos) en poco tiempo y a bajo costo. La prueba se basa en
exponer a larvas de tercer estadio por via alimentacion al compuesto a probar, de manera que la actividad
toxica de éste, interfiera con los procesos de regulacion de la segunda fase del desarrollo (metamorfosis)
del organismo. Lynch et al. (1991), mediante la exposicion a partir de huevos a agentes teratdogenos,
cuantificaron las alteraciones morfologicas evidentes en la fase adulta, las cuales consistieron en
diferentes estructuras alteradas, sin embargo, con base en la respuesta observada de acuerdo con la
concentracion administrada, so6lo consideraron confiable el efecto en dos biomarcadores: la presencia de
sedas humerales tipo bent (sedas dobladas en un angulo de 45°, en contraposicion a las sedas rectas de las

moscas no expuestas), y alas tipo Notch (alas que muestran una muesca en el borde de la hoja del ala). La



aparicion de este tipo de alas recuerda mucho a las producidas por el gen Bd' (Beaded- Serrate)
(Lindley & Grell, 1972). De esta manera, las alas tipo Notch son una fenocopia, inducida por la
exposicion a teratogenos (Lynch et al., 1991; Munoz et al., 2003).
El uso del tercer estadio larvario para la administracion del compuesto toxico permite al organismo
continuar con su desarrollo debido a que la respuesta hormonal es muy baja y se asegura que el
organismo pueda entrar a la siguiente fase de su ciclo de vida, la pupacion y es posible evaluar el dafio en
los biomarcadores expresados en la fase adulta. Los agentes con actividad teratogénica no necesariamente
causan lesiones al ADN pero si interfieren con la regulacion y expresion de los genes que actuan en la

diferenciacion de la fase adulta (células imagales), recobrando fenocopias.

2.6 Generalidades de la familia Phoridae

Moscas pequenias, alrededor de 0.5-5.5. mm de largo; de color negrusco, marrén o amarillento. Con gran
nimero de sedas en la cabeza patas y en otras partes del cuerpo. El téorax a menudo con apariencia
jorobada. Alas por lo general largas, comiinmente café claro, rara vez con marcas oscuras, venacion
distintiva (el margen costal (C) marcado extendiéndose cerca de la mitad de la longitud del ala; la vena
escutelar (Sc) usualmente corta y en algunos casos ausente; R; y Ry4is atestadas cerca del margen costal,
R, simple o con una bifurcacion anterior; las venas restantes M, M, CuA;, A+ CuA; son delgadas y no
muy marcadas, las venas mediales se encuentran libres y usualmente no llegan al borde del ala; la vena
anal (A) es simple; en la figura 5B se muerta le venacion de M. scalaris). En algunas especies, la hembra

presenta alas cortas o ausentes; algunas hembras son apteras (Mc Alpine et al., 1981).



2.6.1 Distribucion y Diversidad

La Familia se encuentra dividida en 6 subfamilias, tres de las cuales aparecen en la region Neartica.
Alrededor de 225 géneros y mas de 2500 especies de Phoridos son conocidos en la fauna mundial. En
Norte América existen aproximadamente 356 especies reconocidas, distribuidas en 48 géneros. Cerca
de1250 spp se encuentran incluidas en el gigantesco y cosmopolita género Megaselia (Mc Alpine et al.,

1981).

2.6.2 Clasificacion taxonémica (Se tomd de McAlpine et al. 1981-1987 en Borror et al., 1989).

Phylum. Artrhopoda.
Clase. Insecta.
Subclase. Neoptera.
Infraclase. Endopterygota.
Orden. Diptera.
Suborden. Brachycera.
Familia. Phoridae.
Genero. Megaselia.

Especie. Megaselia scalaris. (Loew, H)

2.6.3 Generalidades de Megaselia scalaris

El color del cuerpo es amarillento, el cual se oscurece al pasar el tiempo viéndose mas pardo. En la region

del abdomen, presenta pigmentacion oscura en cada segmento. Presentan gran cantidad de sedas en la



cabeza, en la region del noto del torax, y en las patas; en éstas se observa un gran desarrollo
muscular sobre todo en el fémur y en la tibia; presenta antenas aristadas, la venacion de las alas se
caracteriza por ser paralela, la forma de las antenas es aristada (Fig. 9 A, B, C). Son moscas muy activas,
rapidas, se mueven a saltos; se encuentran en sitios con gran humedad, o cerca de muchos tipos de plantas
en descomposicion o animales, incluyendo cadaveres (Greenberg & Wells, 1998). Existen reportes de
casos relacionados con la myasis, o parasitismo de o6rganos o tejidos de vertebrados de sangre caliente por
estos organismos los cuales se introducen al cuerpo a través de heridas y llevan a cabo su desarrollo
larvario alimentandose de los tejidos del hospedero (Hira ef al., 2004). Otra caracteristica de Megaselia es
que puede crecer en gran variedad de medios, incluyendo carne en descomposicioén (Harrison & Cooper,

2003), razén por la que se les utiliza en medicina forense como indicadores de tiempo.

Trocanter

Femur

Tibia

Tarsos

Fig 5. A) Cabeza, antena aristada; B) Venacion caracteristica del ala; C) pata del mesotorax.

- Larva
Se reconocen tres estadios larvarios. Las larvas se caracterizan por tener forma cilindrica, que disminuye

hacia la cabeza (acron). La region cefalica esta formada por dos l6bulos. Las antenas tienen forma de



domo o cupula con seis papilas sensoriales localizadas a los lados de las antenas, cuatro estan
asociadas en grupo y dos no estan asociadas. El complejo del palpo maxilar, presenta seis papilas mas o
menos distribuidas en forma de arco. Los ganchos bucales aparecen cada uno como lobulos
semicirculares con un margen periférico con apariencia de sierras, estos presentan cambios minimos a
través de los estadios larvarios (Boonchu et al, 2004). Las diferencias entre los tres estadios larvarios

radican en el tamafio, nimero y localizacion de los espiraculos y en la forma del labium.

Ademas, las larvas presentan un comportamiento diferente a las de D. melanogaster; al exponer a larvas
de M. scalaris a una solucion de levadura al 2% llegan a formar burbujas de aire en el tubo digestivo para
flotar en el medio acuoso. Se ha propuesto la hipdtesis de que ésta es una adaptacion relacionada con los
ambientes acudticos en los cuales también se puede desarrollar la fase larvaria (Harrison & Cooper,

2003).

ler estadio larvario.

Mide aproximadamente 750 um de longitud. Presenta un labrum tuberculado localizado entre las bases de
los ganchos bucales poco desarrollados, mientras que el labium aparece aplanado, de estructura
bilobulada que se curvea centralmente; tiene un par de antenas que se encuentran en la parte dorsal de
cada lado de la region cefalica (Fig 6). Presenta también espinas rudimentarias en la parte dorsal y lateral
del cuerpo y espiraculos discoidales posteriores localizados en la parte dorsal del segmento caudal. Cada
uno de estos espiraculos discoidales sostienen dos aberturas rectas que se unen ventralmente (Boonchu.

et. al., 2004).



Fig 6. Region cefalica del ler. estadio larvario. Se muestran las antenas (A), labrum (LB) ganchos bucales (MH) y el labium
(L) la flecha senala los complejos de los palpos maxilares. Fotografia de microscopia electronica. Tomada deBoonchu et al.,
2004

2° estadio larvario.

La morfologia de este estadio es muy similar a la del primer estadio, se observa un aumento de tamafio
mide alrededor de 2 mm y una coloracion mas blanquecina, La cavidad oral es mas desarrollada y
evidente que la de la larva de primer estadio. Los ganchos bucales se observan mas desarrollados y el
labium aparece con forma triangular y se curvea centralmente (Fig 7). Cada espiraculo protoracico es una
estructura papiliforme circular que contiene dos aberturas rectas que se fusionan en una sola. A la inversa,
los espiraculos discoidales posteriores aparecen delgados y fusionados a la mitad. La terminacion
extendida de la placa del espiraculo contiene dos aberturas rectas. Por ltimo, los espiraculos protoracicos

aparentemente estan ausentes en la larva de ler estadio (Boonchu. et al., 2004).

Fig. 7. Region cefalica del 2 ° estadio larvario. Se muestran la antena (A), los ganchos bucales (MH), el complejo de los
palpos maxilares (MPC) y los surcos orales (OG) y el labium sefialado con una flecha. Fotografia de microscopia electronica.
Tomada de Boonchu et al., 2004



3er estadio larvario.

Se observa de color crema-blanco, mide aproximadamente 4mm de longitud. El labium, es de forma
triangular, mas o menos alargada (Fig. 8). Los espirdculos anteriores estan localizados en cada borde
latero-posterior del protérax. Un par de espiraculos posteriores sobresalen dorsalmente en el segmento 12.
Cada uno aparece como en forma de plato alargado, el cual estd constrefiido centralmente (Sukontason et

al., 2002).

Fig. 8. Region cefalica del tercer estadio larvario. Se muestran las antenas (A), el complejo de los palpos maxilares (MPC), el
labium (L), los ganchos bucales (MH) y los surcos orales (OG) sefialados con una flecha. Fotografia de microscopia
electronica. Tomada de Sukontason. et al., 2002

Pupa.

Ocurre al finalizar el tercer estadio, es su ultima muda en la que la cuticula se endurece y se vuelve rojiza.
Tiene forma oval, algo puntiaguda en el final porque los extremos de la larva siguen relativamente
inalterados, es convexa en la parte dorsal y algo convexa ventralmente y aplanada. Con un par de 6rganos
respiratorios (cuernos), localizados dorsalmente en el segundo segmento abdominal (Mc Alpine et al.,

1981).



2.6.4 Dimorfismo sexual.

El dimorfismo sexual es positivo hacia la hembra, siendo ésta de mayor tamafio que el macho, también es
posible observar con minimo detalle los cambios estructurales en la parte posterior del abdomen para
determinar el sexo fenotipico en la placa genital (Fig. 10). Otra caracteristica que la distingue claramente
de Drosophila melanogaster es que el dimorfismo sexual es evidente a partir del segundo estadio larvario,
asi como en la pupacion, siendo el tamafio de las larvas y pupas hembras, claramente de mayor tamafio
que las de sexo masculino, esta caracteristica es de gran importancia para analizar el efecto de los

tratamientos durante el desarrollo de hembras y machos.

Fig. 9. Dimorfismo sexual de M. scalaris, mostrando las diferencias en la placa genital.

2.6.5 Determinacion del sexo

M. scalaris presenta tres cromosomas homomorficos pareados, incluyendo a los cromosomas sexuales,

que corresponden al segundo par. El sexo es determinado por la presencia o ausencia de un factor



determinante de machos, el cual se produce por la accidén de un gene epistatico y dado que este factor
determinante de machos puede saltar de cromosoma en cromosoma no hay un ligamiento al sexo clasico,
sino s6lo un ligamiento parcial del sexo (Crew, 1970), esto se refiere a que la determinacion del sexo no
estd dada por una compensacion de dosis de cada progenitor como ocurre en otros organismos. Se han
reportado cuatro casos en los cuales la funcioén del determinante primario de machos ha sido transferido
del cromosoma original Y a un nuevo locus en uno de los autosomas e incluso al cromosoma X original,

presumiblemente por una transposicion (Traut, 1994).



3. Justificacion

El estudio de las perturbaciones ambientales, producidas por factores de origen natural o antropogénico,
hace necesario caracterizar sistemas in vivo alternativos con la finalidad de cubrir mayor variedad de
ambientes ya que un so6lo organismo no es suficiente debido a las limitantes inherentes a sus
caracteristicas biologicas. El uso de insectos como sistemas se prueba ha sido una alternativa que muestra
un gran potencial para la evaluacion de genotoxicidad. Sin embargo es imprescindible poder correlacionar
la respuesta obtenida en diferentes modelos para poder cubrir un rango mayor de posibilidades sobre el
impacto de las perturbaciones ambientales. D. melanogaster es uno de los organismos mejor estudiados
que ha mostrado ser sensible ante diversos genotoxicos. Es prioritario determinar si la respuesta a la
exposicion de agentes genotoxicos mostrada por este diptero puede estar presente también en otros

dipteros, lo que ampliaria el abanico de opciones que podrian ser utilizadas en diversos ambientes.



4. Objetivos

Generales:
- Determinar la actividad teratogénica, causada por la griseofulvina (GF) y colchicina (CO)
(teratogenos de referencia) en Megaselia scalaris
- Obtener evidencias de la utilidad de la prueba de teratogénesis realizada en M. scalaris para

identificar los efectos de actividad genotoxica durante el desarrollo larvario.

Particulares:

- Identificar los biomarcadores de respuesta a la actividad teratogénica en M. scalaris

- Proponer a Megaselia scalaris como un biomonitor de efecto, alternativo a D. melanogaster.



5. Hipétesis

Con base en la alta conservacion de los genes que disparan la formacion de los diversos patrones
corporales a lo largo del desarrollo en los diferentes grupos de animales, se espera que los organismos de
M. scalaris al ser expuestos a compuestos con actividad genotoxica probada (teratogénesis) muestren
biomarcadores similares a los descritos para D. melanogaster, D. hydei y D. virilis (Arellano-Aguilar,
1995; Muioz, 1997; Bautista, 2005), mostrando asi una sensibilidad caracteristica de los biomonitores y
aportando evidencia de la alta conservacion de las cascadas de expresion génica para la formacion de
estructuras corporales.

De igual forma, mediante el indicador de efecto, el Indice de Sobrevivencia (IS) se comparara el efecto de

los agentes seleccionados a concentraciones sub-letales con el organismo de referencia, D. melanogaster.
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