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INFORMACION DEL CENTRO DONDE SE HA REALIZADO EL TRABAJO:

La Universidad Nacional de Educacion a Distancia (UNED), fue fundada en 1972 y se
trata de una universidad publica espafola, cuya sede central se encuentra en Madrid en
los campus de Ciudad Universitaria y de Senda del Rey, aunque cuenta con numerosos

centros asociados tanto en Espafia como en el extranjero.

El presente trabajo fue llevado a cabo en el Grupo de Biologia y Toxicologia Ambiental
del Departamento de Fisica Matematica y de Fluidos de la Facultad de Ciencias de la
UNED. El propésito del este grupo es el monitoreo ambiental y la evaluacion del riesgo
ecotoxicologico de diferentes contaminantes emergentes de origen antropogénico. El
objetivo es evaluar el dafo a nivel molecular y celular en organismos centinela, lo que
permitira predecir los potenciales efectos adversos en las poblaciones, las comunidades y

los ecosistemas.
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“Evaluacion del daiio en el ADN y de los efectos moleculares y
celulares de los nanoplasticos (NPs) de poliestireno (PS) en
Chironomus riparius.”
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Resumen del trabajo

Desde la década de 1950, la produccion del plastico ha superado la de cualquier
otro material, siendo tinicamente el 9% de la produccién mundial la que ha sido reciclada,
por lo que la mayor parte ha terminado en vertederos o en el medio ambiente. Los
nanoplasticos (NPs), se describen como particulas de material pléstico de entre 0,001 y
0,1 um. La toxicidad ambiental que estos NPs pueden producir tras su liberacion al medio
ambiente cada vez toma mas relevancia. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar
los efectos genotoxicos y citotoxicos que tienen los NPs de poliestireno (PS) en un
organismo de referencia como bioindicador de la calidad del agua, como es Chironomus
riparius. Para ello, se llevé a cabo un estudio de supervivencia, donde las larvas expuestas
a diferentes concentraciones de NPs de PS durante 96h no vieron afectada su
supervivencia. Las concentraciones empleadas en estos ensayos fueron similares a las
medioambientales. Ademas, se analiz¢ la actividad transcripcional de genes relacionados
con las rutas de estrés celular (hsp27, hsp60, hsp70 'y hsp90), estrés oxidativo (SODMn),
sistemas de reparacion del ADN (ATM, xrccl, NLK y DECAY), sistema endocrino (EcR,
E74, E93 Y DRONC), la respuesta en el desarrollo (FKBP39), transporte de oxigeno
(HbC) y el sistema inmune (proPO). En todas las rutas estudiadas se observaron cambios
en la expresion génica. Finalmente, se evaluo el daio genotdxico producido por los NPs
de PS, mediante el ensayo cometa, que demostré que a mayor concentracion de NPs se
produjo un mayor dafio genotdxico. Los resultados obtenidos en el presente estudio
(Figural) demuestran la toxicidad y el riesgo que los NPs de PS suponen para los

ecosistemas acudticos, y mas concretamente para los invertebrados.
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Introduccion

En la actualidad la contaminacién ambiental es uno de los problemas mas graves

y criticos del mundo, ya que esta afectando a la fauna y a la flora del planeta.

Se denomina contaminacion ambiental a la presencia de agentes fisicos, quimicos
y bioldgicos, o una combinacion de los mismos, en la atmoésfera, agua o suelo. Su
presencia en determinadas concentraciones resultan perjudiciales tanto para la salud
humana, como para los seres vivos en general, ademas de causar dafio a los bienes
materiales y perjudicar el uso y disfrute del entorno o recurso natural que esta siendo

contaminado (Palacios Anzules & Moreno Castro, 2022).

Durante los siglos XIX, XX y XXI el desarrollo cientifico y tecnologico, junto
con el crecimiento de la poblacién humana, han repercutido de manera negativa sobre los
ecosistemas. Las actividades antropogénicas han desencadenado fendomenos globales
tales como el cambio climético, la destruccion de la capa de ozono, el efecto invernadero
y la lluvia 4cida. Estos fendmenos han impactado sobre los recursos naturales, incluida el
agua; donde una alteracion negativa de su cantidad y calidad traen consigo importantes
prejuicios sobre la supervivencia de los seres vivos, entre los que se encuentra el ser
humano. El cambio climatico y la contaminacion son los factores principales que afectan
a la calidad y cantidad del agua disponible para el ser humano. A nivel global se estima
que 2 millones de toneladas de desechos son arrojados diariamente al agua, donde
destacan, efluentes quimicos e industriales; fertilizantes y pesticidas; efluentes

domésticos y plasticos (Quiroga et al., 2010).

El plastico es un material sintetizado desde hace 150 afios, y su invencion supuso
una revolucion por ser resistente, ligero y con bajo coste de produccion. Desde la década
de 1950, su produccion mundial ha superado la de cualquier otro material, donde la mayor
parte del plastico producido esté disefiado para ser desechado tras un Uinico uso. Por este
motivo, los envases plasticos representan alrededor de la mitad de todo el plastico
mundial. Unicamente el 9% de los 9.000 millones de toneladas de plastico producidas en
el mundo han sido recicladas, por lo que la mayor parte ha terminado en basureros,
vertederos y en el medio ambiente. Se prevé que si la situacion actual de produccion,

consumo Yy las practicas de gestion continuian a este ritmo, para el afio 2050 habra 12.000
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millones de toneladas de basura pléstica en vertederos y entornos naturales (MITECO,

2018).

Los nanoplésticos (NPs) se describen como particulas de material plastico cuyo
tamafio se encuentra entre 0,001 y 0,1 um (Koelmans, 2019). Estos nanomateriales (NMs)
pueden ser clasificados segtin su origen en primarios o secundarios. Por un lado, los NPs
primarios, son aquellos que son intencionadamente producidos en forma de
nanoparticulas y que son directamente liberados al medio ambiente con este tamafio. Por
otro lado, los NPs secundarios, son aquellos que surgen de la degradacién de materiales
plasticos de mayor tamafio emitidos al ambiente, que a través de factores bidticos y
abioticos (luz solar, temperatura, abrasion o degradacion bioldgica) se fragmentan y
desgastan hasta dar lugar a particulas que alcanzan la nanoescala (Agencia Catalana de
Seguridad Alimentaria (ACSA), 2019; Bergmann et al., 2015). Los NPs pueden tener
diferentes estructuras, como nanoesferas o nanopeliculas. Los polimeros plasticos mas
frecuentes en los ecosistemas acudticos son las nanoparticulas de polietileno (PE),

poliamida (PA), polipropileno (PP) y el poliestireno (PS) (Mattsson et al., 2018).

La toxicidad ambiental que estos NPs pueden producir tras su liberacion al medio
ambiente, cada vez toma mads relevancia. Esto se debe a que presentan propiedades
caracteristicas de las nanoparticulas, cuyas propiedades fisicas, quimicas y eléctricas
difieren considerablemente de las del propio material original. Los efectos toxicos se
deben principalmente, a la composicion quimica, la forma y sobre todo a su pequefio
tamafio. Estas nanoparticulas presentan una mayor area superficial por unidad de masa,
lo que las hace mas reactivas, afectando asi a su capacidad para interaccionar con otros
elementos y con componentes bioldgicos. Por este motivo, los NPs debido a sus
propiedades tinicas de nanoescala, presentan una mayor facilidad para atravesar barreras
bioldgicas, penetrar a través de tejidos y acumularse en los 6rganos. Ademas, la elevada
area superficial de estas nanoparticulas, aumenta su reactividad, lo que a su vez eleva su
biotoxicidad, pudiendo afectar al comportamiento y el metabolismo de los organismos

(Mattsson et al., 2018; Nel et al., 2006).

El poliestireno (PS), es un polimero transparente compuesto por monomeros de
estireno y se caracteriza por ser soluble en disolventes organicos, como ésteres, cetonas
e hidrocarburos aromaticos. Es resistente a acidos, sales, aceites minerales, acidos
organicos y alcoholes. Se trata de un pléstico, sélido y duro, ampliamente utilizado para
la fabricacion de productos como envases transparentes, articulos de laboratorio y

3



Universidad
Europea MADRID

material médico desechable. Ademas, la espuma de poliestireno es un excelente aislante
térmico por lo que es utilizado en la construccion en techos y paredes, aunque también en
congeladores y refrigeradores (Hwang et al., 2020). Las particulas de PS representan
entorno al 10% de las particulas de plastico en el agua y sedimentos sin tratar. Sin
embargo, pese a que representa una minoria de la contaminacion plastica ambiental, la
informacion relativa a su toxicidad es muy limitada (Qiao et al., 2022). Por lo que el uso
de NP de PS para la realizacion de ensayos de ecotoxicidad en modelos animales que
habitan en ecosistemas acuaticos, abre las puertas a la compresion de los mecanismos de
toxicidad que presentan estos NPs, permitiendo asi conocer y predecir los posibles

peligros para los seres vivos, incluido el hombre (Revel et al., 2018).

De entre los macroinvertebrados mas utilizados en ensayos de ecotoxicidad
acuatica, destaca el diptero C. riparius, que es considerado un organismo de referencia
como bioindicador de la calidad del agua por organismos internacionales como la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) (Weltje & Bruns,
2009). Esto es debido a que presentan una amplia distribucion y son un elemento clave
en la cadena tréfica de los ecosistemas acuaticos. Existen varias pruebas estandar
desarrolladas por la OCDE y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA) (OCDE, 2010, 2011). Sin embargo, existe un vacio en el andlisis de los
mecanismos implicados en los efectos y la respuesta a los toxicos. Se trata de un mosquito
que presenta un ciclo de vida corto, constituido por cuatro etapas (Figura 2) (Armitage

et al., 1995).

Larvas, estadios

AW

Figura 2: Ciclo de vida del diptero Chironomus riparius (Urien Crespo, 2017).
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El ciclo vital de C. riparius, tiene una duracion de tres a cuatro semanas en
condiciones de cultivo de laboratorio, siendo la temperatura y la disponibilidad de

alimento los factores mas influyentes. Consta de las siguientes etapas (Figura 2):

1. Embrion: las puestas son depositados por las hembras en la superficie del agua,
y pueden contener alrededor de 600 huevos que eclosionan en pocos dias.

2. Larva: esta fase comprende cuatro estadios con una duracién aproximada de una
semana. Durante los tres primeros, las larvas construyen pequefios tubos con
sedimentos, algas y fibras de seda secretadas a través de sus glandulas salivales.
Estos conductos que construyen pueden acumular toxicos, por lo que son
relevantes desde un punto de vista ecotoxicoldgico. Las larvas del cuarto estadio
generalmente son las elegidas para los ensayos de ecotoxicidad y suelen ser
seleccionadas para estudiar los eventos moleculares debido a su gran tamafio en
comparacion con los demds. Ademas, es la etapa mas activa metabdlicamente ya
que, durante el cuarto estadio, se producen varios acontecimientos del desarrollo,
regulados por el sistema endocrino, que preparan al individuo para la pupacion.

3. Pupa: presenta una duracion de apenas unas horas y es el estadio intermedio entre
larva y adulto.

4. Adulto: se caracteriza por ser el tnico estadio aéreo.
Objetivos

El objetivo de este estudio es conocer los efectos genotdxicos y citotoxicos de los
NPs de PS en larvas del cuarto estadio de C. riparius. Para ello, se propusieron los

siguientes objetivos especificos:

e Realizar el andlisis de supervivencia en larvas de C. riparius tras la exposicion
a NPs de PS a diferentes concentraciones (similares a las ambientales)
mediante su exposicion durante 96 horas.

e Analizar los efectos de los NPs de PS en la actividad transcripcional de los
genes relacionados con rutas de estrés celular, estrés oxidativo, mecanismos
de reparacion del ADN, el sistema endocrino, el desarrollo, el transporte de

oxigeno y el sistema inmune.
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e Analizar la genotoxicidad de los NPs de PS mediante el ensayo cometa y
relacionarla con los cambios de expresion de genes involucrados en el

mecanismo de reparacion del ADN en C. riparius.

Materiales y métodos

1. Preparacion de los nanoplasticos
Se adquirieron particulas de poliestireno comercial pristinas con un didmetro de

30 nm y 1,05 g/cm® de densidad, de Thermo Scientific™ (Madrid, Espafia), nimero de
catalogo 5003 A. Los NPs se encontraban en una solucion al 10% en agua con <2% de
surfactante (SDS) para evitar la aglomeraciéon. La solucion patron se diluyo a las
concentraciones de trabajo en agua destilada, y el surfactante se diluy¢ lo suficiente como
para no causar efecto (Martin Folgar et al., 2023). De acuerdo con las instrucciones del
fabricante, la solucion patron se sonicé durante 10 minutos antes de su uso. Las
concentraciones de trabajo de los NPs se eligieron en base al andlisis de supervivencia y
estudios previos del grupo (Martin Folgar et al., 2023). Se eligieron concentraciones de
0,1, 0,5 y 3 ppm para evaluar la toxicidad subletal. También se eligieron estas
concentraciones para imitar las que podrian encontrarse en el medio ambiente (Torres-

Ruiz et al., 2021).

2. Mantenimiento de C. riparius en cultivo
La poblacion empleada fue establecida a partir de larvas de C. riparius

recolectadas de poblaciones naturales y se han mantenido en el laboratorio de la Facultad
de Ciencias perteneciente a la UNED, segun los protocolos estandarizados para test de

toxicidad de la OCDE y la USEPA (OCDE, 2004; USEPA, 2000).

Las larvas fueron mantenidas en medio de cultivo compuesto de CaCl» 0,5 mM,
NaCl 1 mM, MgSO4 1 mM, KH2PO4 0,025 mM, NaHCO; 0,1 mM, y FeCl; 0,01 mM,
alimentadas con comida para peces comercial (TetraMin, Tetra). Los cultivos se

mantuvieron a una temperatura de 18 °C, con aireaciéon constante y ciclos de

luz/oscuridad de 16/8h.

3. Estudio de supervivencia
Se seleccionaron larvas del cuarto estadio de C. riparius (Figura 2). Las larvas se

situaron en 7 vasos de cristal (30 larvas por vaso), con 50 ml de medio de cultivo. El

analisis se componia de un grupo control y seis tratamientos con NPs a diferentes
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concentraciones: 0,1; 0,5; 3; 5; 10 y 20 ppm. El tiempo de exposicion fue de 96h y durante
el transcurso del experimento se les aliment6 a las 48h de exposicion. Se llevaron a cabo

tres replicas experimentales.

4. Exposicion de las larvas a NP
Para llevar a cabo los tratamientos con NPs de PS, se seleccionaron larvas del

cuarto estadio de C. riparius. Las larvas se colocaron en 4 vasos de cristal (5 larvas por
vaso), con 50 ml de medio de cultivo. El experimento se componia de un grupo control y
tres tratamientos con NPs a diferentes concentraciones: 0,1, 0,5 y 3ppm. El tiempo de
exposicion fue de 24h y durante el transcurso del experimento no se les suministrd

alimento ni aireacion. Se llevaron a cabo tres replicas experimentales.

5. Ensayo cometa
El ensayo cometa o electroforesis en gel de una tinica célula fue descrito por Singh

y colaboradores en 1988. Esta técnica permite la deteccion de roturas de ADN de cadena
sencilla y de cadena doble, sitios alcali labiles, sitios de reparacion del ADN por escision
y sitios de sobrecruzamiento del ADN, con la aproximacioén celular de ensayo

citogenético (Singh et al., 1988).

Las larvas de C. riparius fueron expuestas durante 24h a las concentraciones de
NPs y en las condiciones explicadas en el aparatado anterior, se llevaron a cabo 3 réplicas
experimentales. Durante todo el experimento se mantuvieron en condiciones de
oscuridad. A las 24h de exposicidn, se cortaron las larvas y se homogenizaron sobre un
cedazo. El homogenizado se resuspendié en 800 pL de tampon de suspension (20 mM
EDTA, DMSO 10%, PBS 1X) y se centrifugé durante 5 minutos a 1500 rpm y 4°C. Se
descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 250 pL de tampdén de
suspension. Seguidamente, se mezclaron 10 uL de la suspension celular con 100 pL de
agarosa de bajo punto de fusion al 1%. Se extendieron 100 pL de la mezcla sobre un
portaobjetos, y se dejaron gelificar durante 5 minutos a 4°C. Se lisaron las membranas
celulares con tampoén de lisis (10 mM Tris, 100 mM EDTA, 2,5 mM NaCl, 10% DMSO,
10% Triton X-100, pH 10) durante 1h a 4°C. Pasado el tiempo de lisado, se elimino el
tampon de lisis y se incubd con tampon alcalino (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH >
13) durante 30 minutos a 4 °C. A continuacidn, se llevé a cabo una electroforesis a 300
mA durante 25 minutos. Finalizada la electroforesis, se lavaron los portaobjetos con

tampon de neutralizacion (Tris-HC1 0,4 M, pH 7,5) 3 veces durante 5 minutos. Finalmente
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se realiz6 un ultimo lavado con etanol al 70% durante 5 minutos y las preparaciones se

dejaron deshidratar a 45°C.

Para su visualizacion los portaobjetos se tifieron con 100 pL. de SYBR® Gold
Staining Solution (Thermofisher) durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se lavaron
con agua destilada y se deshidrataron a 45°C. Se observaron los portaobjetos empleando
un microscopio de fluorescencia confocal Axiophot (Zeiss) con un sistema de

epifluorescencia y equipado con una camara CCD (Photometrics Cool Snap).

6. Cuantificacion de los cometas
A partir de las fotografias obtenidas se cuantificaron alrededor de 50 células por

tratamiento, obteniendo los diferentes parametros del cometa empleando el programa
Image J. Los parametros seleccionados en este estudio para la evaluacion del dafio

genotoxico fueron el porcentaje de ADN en la cola y el momento oliva.

7. Extraccion de ARN y cuantificacion
El ARN total se extrajo a partir de 5 larvas de C.riparius expuestas durante 24h a

las diferentes concentraciones de NPs y también a partir de las larvas control sin exponer.
Para ello se emple¢ el kit comercial de TRIzol (/nvitrogen). Tras la exposicion las larvas
se conservaron a -80°C. Posteriormente se homogenizaron en 300 uL. de TRIzol. Una vez
homogenizadas, las larvas se congelaron y se descongelaron 3 veces y se centrifugaron a
10.000 rpm a 4°C durante 5 minutos. Se descart6 el pellet y se traspaso el sobrenadante a
un tubo eppendorf limpio. Después, se afiadieron 60 pL de cloroformo, se agito y se dejo
reposar 3 minutos, y se centrifug6 a 10.000 rpm a 4°C durante 15 minutos. La fase acuosa
se traspasé a un nuevo tubo limpio y se afiadié un volumen de isopropanol, se agito y se
dejo reposar 10 minutos a 4°C. Posteriormente se centrifugé 10.000 rpm a 4°C durante
10 minutos, se descarto el sobrenadante y el precipitado de ARN se lavé con 300 pL de
EtOH al 75% frio libre de ARNasas, se centrifugd a 10.000 rpm a 4°C durante 5 minutos

y se elimino el sobrenadante. Finalmente, el precipitado se resuspendi6 en agua DEPC.

7.1 Tratamiento del ARN con ADNasa libre de ARNasas
El ARN se trat6 con ADNasa libre de ARNasas. Para ello, se prepard una mezcla

de reaccion que contenia 5 ul. de Tampén 10 X (Roche), 1 uL de la enzima ADNasa libre
de ARNasa (10 U/ uL) (Roche) y H2O DEPC hasta alcanzar un volumen final de 50 pL.
Se incub6 a 37°C durante 1 hora y 30 minutos. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de
H>O DEPC y 150 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se centrifugo6 a

10.000 rpm, 15 minutos a 4 °C. Se recupero la fase acuosa y se afiadio6 a la columna Phase
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lock gel (5 Prime) junto a un volumen de cloroformo, se mezclé y se centrifugd a 12.000
rpm, 10 minutos a 4°C. Se recogi6 el sobrenadante y se precipité el ARN con un volumen
de isopropanol. Para ello se agit6 y se dejo reposar 10 minutos. Posteriormente, se
centrifugd a 10.000 rpm, 10 minutos a 4°C. Se descartdé la fase acuosa y el ARN
precipitado se lavd con EtOH 75% DEPC vy se resuspendi6 en 50 pL. de H>O DEPC.

El ARN extraido se cuantific6 mediante espectrofotometria obteniéndose un

rendimiento de extraccion de entre 70 y 90 ug. E1 ARN se almaceno -80°C.

8. Sintesis de ADNc
Se llevo a cabo la sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN

extraido mediante una transcripcion inversa, para ello se empled la enzima M-MLV
(Moloney Murine Leukemia Virus) (Invitrogen), se siguieron las instrucciones de la casa
comercial en un volumen final de 20 pL a partir de 500 ng de ARN total. Se llevo a cabo
la preparacion de la mezcla reaccion 1 [1 pl Oligo dT (500 pg/ml), 500ng de ARN, 1 pl
dNTPs (10mM) y HoO DEPC hasta alcanzar un volumen final de 12 pL]. Una vez
preparada la mezcla de reaccion 1, se incubd 5 minutos a 65°C. Transcurrido el tiempo,
se situo en hielo, para detener la reaccion. A continuacion, se afiadié la mezcla de reaccion
2 [4 wul Bufter 5X (Invitrogen), 2 uL DTT (0,1 M), 0,5 uL MMLV (200 U/uL) y H,O
DEPC hasta alcanzar un volumen final de mezcla de reaccion 2 de 8 uL]. Se incubd a
37°C durante 50 minutos, y finalmente se inactivo la reaccion a 70°C durante 15 minutos.

El1 ADNc sintetizado se almaceno a -20°C.

9. Andlisis de expresion mediante reaccion en cadena de la polimerasa
a tiempo real (RT-PCR)

Los genes de interés fueron amplificados mediante PCR en tiempo real (RT-PCR)
a partir del ADNCc sintetizado que servira como molde para analizar el perfil de expresion
del ARN mensajero (ARNm), empleando un termociclador CFX96 RT-PCR system (Bio-
Rad). Los oligonucleodtidos empleados se muestran en la tabla 1. Los oligonucledtidos se
usaron a una concentracion final de 10 uM. Se prepar6 una solucion de ANTPs 10 mM y
tampon de reaccion 10X (sin MgCly) y se suplementd con 25 ng de ADNc, MgCl, 50
mM, 40 pL. de ADN polimerasa (Biotools DNA Polymerase 1U/uL Ref. 10014) y 25 uL
de Eva Green (Biotium EvaGreen® Dye, 20X in Water Ref. 31000). El volumen de
reaccion fue de 10 pL, y las placas utilizadas fueron placas multiwell (Sarstedt). Los
genes de referencia seleccionados fueron GAPDH vy la proteina ribosomal L13. El

programa empleado consistio en:
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05°Cermmemmeee 30°
T 5

S 15> — 40 ciclos
65°Crmmermeee 10"
65°Cwmemmmmeev 5

T 5

10.Analisis de datos
El anélisis estadistico de los datos para la busqueda de diferencias significativas

de las muestras tratadas respecto a las muestras control en cada uno de los parametros del
estudio, se llevdo a cabo mediante la exposicion de C. riparius a NPs a diferentes
concentraciones, con 3 réplicas experimentales. Los niveles de expresion de ARNm de
cada una de las muestras fueron normalizados frente a los genes de referencia GAPDH y
rpL13 (Tabla 1), y el andlisis estadistico se llevo a través del programa informatico /BM
SPSS Statistics 27 empleando como método paramétrico ANOVA. Por otro lado, los
parametros (porcentaje de ADN en la cola y el momento oliva) obtenidos en el ensayo
cometa, se normalizaron con respecto a las muestras control y para la evaluacion de
diferencias significativas se realizd el test de comparacion multiple de Dunnett’s. Se
consideraron estadisticamente significativos aquellos resultados con un p-valor <0,05, p-

valor <0,01 y p-valor <0,001.
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Simbolo del

Nombre del gen gen Funcién Eficiencia Secuencia Referencia
o | owon | PORn® | gsiy | COCRTCHIONONOOTS | s
Ribosomal protein L13 pL13 Srﬁ)?)l;zlri?ﬁ 97,3% E:: ﬁg&g%%&ﬁ%ﬁ.’éﬁ%gﬁ%gg% (Morales et al., 2011)
Heat shock protein 90 hsp90 Resgsuterzztsa al 108,1% ;:: #gﬁ?ggéﬁ?:;iﬁggéféé;g (Carrasco-Navarro et al., 2021)
Heat shock protein 70 hsp70 Resgsuterzztsa al 102,8% ;:: ﬁ&%ﬁéﬁ%ﬁi&iﬁiﬁﬂG (Morales et al., 2013)
Heat shock protein 27 hsp27 Resg:terzztsa o 24,4% ;:: ;gréé%\'(lzﬁgﬁggﬁgngAﬁATG (Martinez-Paz et al., 2014)
Heat shock protein 60 hsp60 Resg;iz';a al 105% ;:: ?ggl(éziggACEAEZAA(;AEC(SAGIIF%G (Martin-Folgar & Martinez-Guitarte, 2017)
ey | e | hmerciiid | e | FSACATICCATIOOTAST
AtaXia;]:ilfarlgideCtaSia ATM RepAaDr;CiSé;de 102% ;:: QCCQEET%CC(;TT%?A'AAL?F%GA$(§€ (Aquilino et al., 2018a)
NEMO-like kinase NLK Reigﬁfié’gBde' 98,3% ;:: %ﬁ&%ﬁﬁgﬁ#ﬁ;gg é:(T; c (Aquilino et al., 2018a)
s | oecar | heprscon Sl | gyen | £ AMACTOTICCOATIITSEE
Super oxide dismutase SODMn Estrés oxidativo 107,2% ;:: ?é%}i%%&igé%g;gggﬁg& (Carrasco-Navarro et al., 2021)
Death reg(l:.laizl[:)%;eNeddZ—like DRONC Sistenzgoe_réc;ocrino 99,3% ;:: g#ég;?igégﬁiﬁg&%%ﬂggg (Martin-Folgar & Martinez-Guitarte, 2019)
o | e | SR | g | b CHCOCGECOCOTY
Ecdysteroid—Ersgulated gene E74 Sistem(;oe_rllzc)locrino 93,5% ;:: g%%%;GGﬁéigggéﬁﬁ_ﬁggG (Morales et al., 2013)
ECdysone_iggl;CEd protein ES3 Sistem(;oe_nEc)locrino 107,1% ;:: %%g%?g%%ﬁﬁég?égﬁ?gch (Mufiz-Gonzalez, Novo, et al., 2021)
Hemoglobin C Hb C Phrgsq%i;ﬁ?t:}ndae 109,25% | B AACCTECCTTTEOROGTATO (Ha & Choi, 2008)
Prophenoloxidase ProPO Sistema inmune 108% ;:: %Eiﬁéﬁiﬁggﬁggiziﬁ'% (Mufiiz-Gonzalez & Martinez-Guitarte, 2020)

Tabla 1. Cebadores empleados para la amplificacion del ADN a través de RT-PCR.
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Resultados y discusion

1. Estudio de supervivencia
Los resultados obtenidos en el estudio de supervivencia tras 96h de exposicion de

las larvas del cuarto estadio de C. riparius a diferentes concentraciones de NPs de PS
(0,1, 0,5, 3, 5, 10 y 20 ppm), no mostraron apenas mortalidad, presentando asi una
supervivencia superior al 90% (datos no mostrados). Por lo que se puede concluir que los

NPs de PS no afectan a la supervivencia de las larvas.

Los tratamientos a bajas concentraciones de NPs de PS (0,1, 0,5 y 3 ppm) durante
24h, fueron seleccionados para la evaluacion del dafio genotdxico y los estudios de
cambio de expresion génica, con el objetivo de identificar la respuesta temprana de los

genes sensibles relacionados con diferentes rutas metabolicas.

2. Analisis de expresion tras la exposicion de larvas de C. riparius a
NPs de PS durante 24h

El andlisis de la expresion génica de C. riparius se llevo a cabo mediante RT-PCR
como se detalla en el apartado 8 de la seccion de Materiales y Métodos, empleando como
genes de referencia GAPDH y rpL13, ambos genes se expresan de manera constitutiva
en la célula y estan implicados en rutas de sintesis de energia y la sintesis de proteinas

respectivamente.

Los genes de interés se analizaron y clasificaron segun su funcion, en 6 grupos:
estrés celular, estrés oxidativo, reparacion del ADN, sistema endocrino, desarrollo,

transporte de oxigeno y sistema inmune.

2.1. Estrés celular
Las proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSPs), son una familia de

proteinas altamente conservada presentes tanto en células eucariotas como en procariotas.
Estan implicadas en multitud de procesos fisiologicos. Los genes que codifican para las
HSPs forman parte de un subconjunto de un grupo mas grande de genes que codifican las
chaperonas moleculares (Nollen & Morimoto, 2002). Estas proteinas, participan tanto en
el plegamiento correcto de los péptidos nacientes, como evitando la acumulacion celular
de proteinas mal plegadas (Madrigal-Matute et al., 2009). Los niveles de expresion de las
HSPs en condiciones normales son bajos. Sin embargo, su expresion aumenta bajo la

presencia de factores como el aumento de temperatura, infecciones, hipoxia,
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tumorogénesis, contaminantes, etc. En artropodos, también son inducidos en presencia de
factores ambientales estresantes, como la desecacion y la presencia de metales pesados
(Hoffmann et al., 2003; Parsell & Lindquist, 1993) y concretamente en C. riparius se ha
evaluado la respuesta de las HSPs a diferentes xenobidticos como metales pesados
(Cadmio), bisfenol (BPA, BPS, BPF), oxido de tributilestafio (TBTO), pentaclorofenol
(PCP), ftalatos, polifenol, nanotubos de carbono (MWCNT), MPs y 6xidos de grafeno
(sGO, mlGO, 1GO) (Carrasco-Navarro et al., 2021; Herrero et al., 2018; Martinez-Paz
et al., 2019; Martin-Folgar, Esteban-Arranz, et al., 2023; Martin-Folgar & Martinez-
Guitarte, 2017, 2019; Morales et al., 2020; Muiiiz-Gonzalez, Novo, et al., 2021; Park &
Kwak, 2008). En insectos, las HSPs también estdn involucradas en algunos procesos
bioldgicos importantes tales como, el crecimiento celular, la diferenciacion, la diapausa,
la apoptosis, la fluidez de membrana y la resistencia al hambre (Arrigo, 1998). Dado que
la expresion de las enzimas HSPs son esenciales en el mantenimiento de la homeostasis
celular, estas proteinas han sido propuestas como biomarcadores de biomonitoreo

ambiental (Gupta et al., 2010).

v Fragmentacion @
[ IN ] mitocondrial ( Dark )
: Formacién del
apoptosoma
> «— (oRICE) «—

Figura 3. Esquema de las posibles acciones de las proteinas antiapoptdticas (HSP70, HSP27 y HSP60)
cuyos genes han sido estudiados en la via de la muerte celular programada. La actividad de la HSP27, la
HSP70 y la HSP60 en diferentes puntos de la ruta pueden inhibir la apoptosis. INK (proteina quinasa
activada por estrés/quinasa N-terminal de Jun). Imagen propia generada en biorender.
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Para el estudio del efecto que tienen los NPs de PS sobre el estrés celular de las
larvas de C. riparius tras 24h de exposicion, se eligieron los genes hsp27, hsp60, hsp70 y

hsp90. Algunas de sus funciones son:

e HSP27: esta implicada en la termotolerancia y la proliferacion celular. Ademas, de
actuar como chaperona (Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019). Se ha descrito
la funcioén de la proteina HSP27 como regulador de la apoptosis (Figura 3), ya que
inactiva la cascada de caspasas, mediante su union con la proteina equivalente a la
caspasa 3 y el citocromo C liberado de las mitocondrias impidiendo la formacion del
apoptosoma (Wang et al., 2014a).

e HSP60: pertenece a la familia de chaperonas mitocondriales, aunque también se ha
detectado su presencia en la membrana citoplasmatica de algunas células. Participa
en el transporte y plegamiento de proteinas desde el citoplasma hacia la matriz
mitocondrial (Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019). Ademas, se ha descrito
la actividad antioxidante de la HSP60, participando en la defensa de las células frente
al estrés oxidativo y la accion de los radicales libres. Esta proteina mitocondrial actua
afectando a la cadena respiratoria, y a la sintesis de ATP, limitando la liberacion del
citocromo C (Kazmierczuk & Kilianska, 2010).

e HSP70: se localiza en citoplasma y dentro de algunos organulos. Actia como
chaperona y colabora junto a HSP90 y otras chaperonas, al plegamiento correcto de
los polipéptidos durante la traduccion de los mismos, mediante su unidon a segmentos
hidrofobicos. Ademas, participa en la translocacion de los polipéptidos hacia los
diferentes compartimentos celulares. Y a su vez colabora a la eliminacion de proteinas
defectuosas o dafiadas mediante su interaccion con el extremo C-terminal (proteina
CHIP) de HSP70, ya que es una E3 ubiquitin ligasa (Guerrero-Rojas & Guerrero-
Fonsecaz, 2019). Por otro lado, HSP70 media la inhibicion de la muerte celular
inducida por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), ademas de modular la
fosforilacion de JNK inhibiendo asi la apoptosis inducida estrés (Wang et al., 2014a).

e HSP90: es una de las proteinas mas abundantes de la célula, se encuentra tanto en el
citoplasma como en la superficie celular, e incluso se excreta extracelularmente.
Participa en la regulacion de mas de 100 proteinas entre las que se encuentra P53,
muchas de las proteinas que regula se caracterizan por ser mediadores de las

transduccion de sefiales y del control del ciclo celular. Por lo que la HSP90 ha sido
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relacionada como una de las principales HSPs implicadas en el desarrollo y la

progresion de tumores (Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019).
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Figura 4: Grafica en la que se muestra la expresion normalizada de los diferentes genes de las HSPs (hsp27,
hsp90, hsp70 y hsp60) en larvas de C. riparius, tras su exposicion a diferentes concentraciones (control
(©); 0,1 ppm; 0,5 ppm y 3 ppm) de NPs de PS tras 24h. Se marcan con un * los genes que presentaron una
diferencia de expresion significativa con p <0,05 y con ** si p <0,01. Los resultados fueron analizados con
el programa SPSS, empleando ANOVA.

Los resultados obtenidos en el anélisis de expresion génica (Figura 4) muestran,
por un lado, un descenso de la expresion en los genes de hsp27, hsp60 y hsp90 donde se
puede apreciar que este descenso es dosis dependiente respecto al grupo control,
especialmente en Asp90 donde el descenso es estadisticamente significativo. Mientras
que, por otro lado, la expresion de Asp70 aumenta a las diferentes concentraciones
estudiadas, aunque lo hace de manera independiente de la dosis de NPs de PS

suministrada.

El descenso en la expresion de las HSPs puede sugerir una respuesta deficiente al
estrés. Sin embargo, como se indico anteriormente, las HSPs estan implicadas en los
procesos de regulacion de la apoptosis (Figura 3), por lo que este descenso de la expresion
podria estar relacionada con los mecanismos de activacion de la apoptosis, justificando
la regulacion a la baja de la expresion obtenida de Asp27 y hsp90. Resultados similares
fueron obtenidos en larvas de C. riparius expuestas a nanotubos de carbono (Martinez-

Paz et al., 2019).
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Por otro lado, el aumento de la expresion a las concentraciones de 0,1 y 0,5 ppm
del gen hsp70, demuestra su activacion en respuesta a estrés oxidativo y/o en la regulacion
de la apoptosis. Otros estudios también han reportado la induccioén de Asp70 en D.
melanogaster en presencia de contaminantes ambientales, metales pesados y
nanoparticulas de plata (Ahamed et al., 2010; Siddique et al., 2008, 2009), la induccion
en la expresion de 4sp70 y la inhibicion significativa de Asp27 en presencia de sulfatiazol
(Park & Kwak, 2018). La sobre expresion de asp70 en C. riparius, sugiere que esta
proteina podria ser un biomarcador util para la evaluacion del dafo producido por los

nanomateriales.

2.2. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo consiste en la sobreproduccion de especies reactivas de

oxigeno (ROS) que conducen al dafio celular relacionado con los mecanismos de defensa
y el desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes. La enzima superoxido
dismutasa (SOD) estd implicada en el mantenimiento de la homeostasis celular
protegiendo a la célula del estrés oxidativo producido por ROS, por lo que se caracteriza
por ser un potencial biomarcador de ecotoxicidad (Birben et al., 2012). SOD es una
metaloenzima que cataliza la dismutacion de superdxido en perdxido de hidrogeno y
agua. La enzima manganeso superoxido dismutasa (SODMn) se caracteriza por estar

presente en mitocondrias (Ahmad & Pardini, 1990).

Los resultados de este trabajo (Figura 5) muestran un descenso significativo de la
expresion del gen SODMn tras 24h de exposicion a las concentraciones de 0,5 y 3 ppm
de NPs de PS con respecto al control. Aunque el resultado obtenido a 0,1 ppm no es
estadisticamente significativo, presenta también un descenso de su expresion. Este
descenso en la expresion de SODMn sugiere un agotamiento gradual de esta enzima y
como consecuencia indica la incapacidad de SODMn para extinguir el exceso de radicales
superoxidos. Se obtuvieron resultados similares tras exponer larvas de C. riparius durante
48h en presencia del antibidtico sulfadiazina (SDZ) (Xie et al., 2019). Ademas, estudios
previos en embriones de pez cebra tratados con nanoparticulas de plata (AgNPs)
mostraron también un descenso en la expresion de SODMn (Lu et al., 2022). Sin embargo,
otros estudios muestran un incremento de la expresion de SODMn tras la exposicion de
embriones de pez cebra a NPs de PS (Martin-Folgar, Torres-Ruiz, et al., 2023). El exceso
de ROS inducidos por los NPs de PS puede conducir a la toxicidad celular (Q. Liu et al.,

2020), mientras que la disminucion de la expresion de la enzima SODMn podria reflejar
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esta toxicidad y la inhibicion de la respuesta antioxidante por agotamiento (Mu et al.,
2016). No obstante, aun se necesitan mas estudios para conocer la respuesta antioxidante

frente a NPs de PS en organismos acuaticos y las causas de estas diferencias.
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Figura 5. Gréafica en la que se muestra la expresion normalizada del gen SODMn en larvas de C. riparius,
tras su exposicion a diferentes concentraciones (control (C); 0,1 ppm; 0,5 ppm y 3 ppm) de NPs de PS tras
24h. Se representan con ** los genes que presentaron una diferencia significativa respecto al control con
un p <0,01. Los resultados fueron analizados con el programa SPSS, empleando ANOVA.

2.3. Reparacion del ADN
La genotoxicidad produce dafio en el ADN y esta causada principalmente por

radiacion UV y por compuestos quimicos. Este dafio en el material genético puede llegar
a ser reparado a través de proteinas implicadas en los mecanismos de reparacion del ADN,
que son capaces de llevar a cabo diferentes mecanismos de reparacion como, la reparacion
por escision de bases (BER), reparacion por escision de nucledtidos y la reparacion de
roturas de doble cadena (Figura 6) (Liu et al., 2018). Es por este motivo, que la
genotoxicidad es considerada como uno de los parametros de toxicidad mas importantes

a la hora de evaluar los riesgos ambientales (Aquilino et al., 2018b).

El ensayo cometa permite detectar de manera tanto cuantitativa como cualitativa
bajos niveles de dafio en el ADN en cualquier tipo de célula eucariota. Por tanto, mide el
dafio directo e indirecto producido en el ADN, lo que nos proporciona informacién acerca
de la cantidad de células dafiadas y de la gravedad. Sin embargo, también es necesario

conocer los efectos de la expresion génica de los genes implicados en la reparacion del
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ADN (xrccl, ATM, NLK Y DECAY) con el objetivo de conocer su actividad
transcripcional (De Lapuente et al., 2015).

Radiacion UV
compuestos
quimicos
SSB | DSB
DDR sistema
PARP
REPARACION
. DSB
REPARACION

Caspasas

pS3 - — | Apoptosis

Figura 6. Ruta de respuesta al dafio producido en el ADN. Imagen propia generada en Biorender.

En la Figura 6, se muestra que los dafios fisicos y quimicos pueden afectar y
fragmentar el ADN. En este caso los mecanismos de reparacion se activarian para reparar
dicho ADN, ya que las roturas del ADN de doble cadena (DSB), generan inestabilidad
genomica. De manera que el sistema de deteccion y reparacion de dafio (DDR) conduce
a la activacion de la proteina ataxia-telangiectasia mutada (ATM), que esta implicada en
la transduccion y amplificacion de la sefial del dafio. Esta proteina, participa en la
fosforilacion de proteinas involucradas en la reparacion del dafio de ADN de doble
cadena, y contribuye a llevar a cabo la activacion del punto de control del ciclo celular
(Martin et al., 2009). Ademas, el gen xrccl, codifica para una enzima que participa en los
mecanismos de reparacion por escision de bases (BER), por lo que estd implicada en los
procesos de reparacion de roturas de ADN de cadena sencilla (SSB) (Brem, 2005). Por
otro lado, la proteina NLK, que pertenece a la familia de NEMO-like kinasas, estéa
implicada en la transduccion de sefiales. Estudios recientes han demostrado su actividad
en los mecanismos de reparacion del ADN. Esta proteina, participa en la activacion de

p53 como respuesta al dafio genotoxico (Wang et al., 2014b). De manera que la no
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activacion de NLK conlleva a la inactivaciéon de p53, evitando la activacion de la

apoptosis celular en este punto.

Finalmente, DECAY es una caspasa efectora de clase II, cuya expresion en células
in vitro induce la apoptosis. Esta proteina comparte homologia con las caspasas 3 y 7 en
mamiferos. En Drosophila, esta involucrada en procesos de muerte celular programada

durante el desarrollo (Dorstyn et al., 1999).
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Figura 7. Grafica en la que se muestra la expresion normalizada de los genes Xrccl, ATM, NLK y DECAY,
en larvas del cuarto estadio de C. riparius, tras su exposicion a diferentes concentraciones (control (C); 0,1
ppm; 0,5 ppm y 3 ppm) de NPs de PS tras 24h. Se representan con * los genes que presentaron una
diferencia significativa respecto al control con un p <0,05 y con ** aquellos con p <0,01. Los resultados
fueron analizados con el programa SPSS, empleando ANOVA.

Los resultados obtenidos tras 24h de exposicion de larvas de C. riparius a las
diferentes concentraciones de NPs de PS (Figura 7), muestran un descenso en la expresion
de los genes ATM, NLK, DECAY y xrccl, Siendo estadisticamente significativo este
descenso en el gen NLK. La disminucion de la expresion no aparenta ser dosis
dependiente en ninguno de los casos. Estos resultados sugieren que los NPs de PS inhiben
la expresion de ATM, al igual que otros compuestos como la cafeina, esta inhibicion esta
asociada con inestabilidad genomica, inmunodeficiencia y susceptibilidad al cancer, entre

otros (Weber & Ryan, 2015). Otros estudios también han demostrado inhibicion de xrccl
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en presencia otros compuestos xenobiodticos como el cadmio (Cd) o el plomo (Pb), e
impidiendo asi su funcion en los mecanismos de reparacion BER (Antoniali et al., 2015;
X. Liu et al., 2018). En estudios previos obtuvieron resultados similares tras la expresion
de C. riparius a nanotubos de carbono (Martinez-Paz et al., 2019). La inhibicion de NLK
y DECAY sugiere que no se esta llevando a cabo la activacion de la apoptosis, ni procesos

de muerte celular programada.

2.4. Sistema endocrino
Los disruptores endocrinos (EDC), son sustancias capaces de alterar procesos

fisiologicos, bioquimicos y moleculares en un organismo al interferir con las redes de
regulacion hormonales endogenas. Las afecciones de esta disrupcion pueden alterar a
diferentes procesos como el desarrollo, el crecimiento, la reproduccion, inmunologicos y

neurologicos (Cuvillier-Hot & Lenoir, 2020).

La hormona de la ecdisona, también llamada 20-hidroxiecdiecdisona (20-E), es
un esteroide cuya funcion es regular la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular a
lo largo del ciclo vital de los insectos (Riddiford et al., 2000). Ademas, los pulsos de la
hormona ecdisona controlan la metarmorfosis, regulando la transformacion de larva a
pupa (Figuras 2 y 8) (Schwedes & Carney, 2012). La ecdisona desencadena una cascada
de transcripcion génica al unirse al receptor de hormonas nucleares. Este receptor, es un
heterodimero constituido por el receptor nuclear de la ecdisona (EcR) y la proteina
utraespicula (USP) (Yao et al., 1992). La union de 20-E a su receptor nuclear EcR/USP
(Figura 8), actua como un factor de transcripcion dependiente de ligando que activa un
conjunto de genes tempranos, entre los que se encuentran £74, E75, Broad y E93 (Figura
8) (Bernardo et al., 2014). En presencia de la ecdisona, los genes de respuesta temprana
median la activacion de los genes de respuesta tardia, que a su vez regularan la expresion

de los genes efectores a través de la union especifica al ADN.

La expresion del gen EcR es inducida en presencia de ecdisona, este gen es
especifico para cada tejido y etapa, ya que desempefia un papel dual, actuando como
activador o represor de los genes tempranos (Li et al., 2016). Por un lado, E74 es uno de
los primeros genes inducidos por ediesteroides, y actia como un factor de transcripcion
clave durante la metamorfosis (Planello et al., 2015). Por otro lado, £93 controla tanto en
insectos hemimetabolos como holometébolos el paso a la diferenciacion adulta, ya que la
ausencia de esta proteina estd relacionada con la continuidad de la juventud (Ureda et al.,

2014). Ya que, es un factor de transcripcion que favorece la expresion de genes de la
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etapa adulta, y codifica para un regulador de esteroides que induce la respuesta primaria

a la ecdisona (Uyehara et al., 2017).

Los picos de expresion de la ecdisona regulan la muda, la proliferacion,
diferenciacion y muerte celular, de manera estrictamente controlada y sincronizada.
Durante la transicion de larva a pupa, los tejidos larvarios obsoletos se eliminan y
reemplazan por tejidos adultos. E-20 controla la regulacion positiva de genes apoptoticos
de entre los cuales se encuentra DRONC, la cual es una caspasa similar a (Nedd-2).
Ademas, E-20 regula negativamente la expresion de genes inhibidores de la apoptosis

(Kilpatrick et al., 2005).

Genes tempranos
E75, Broad, E93y E74

Genes tardios

Genes efectores
O o HR3, HR4, Kruppel-homolog 1, Va/DRONC
® HR38, E78y FTZ-F1
® 0e @
(- 19) ° S Metamorfosis

Figura 8. Ruta de la ecdisona (20-E), la union de 20-E a su receptor nuclear ECR/USP desencadena una

casacada trancripcional que conduce a una serie de cambios. Imagen propia generada en Biorender.

Los resultados obtenidos en este trabajo (Figura 9) muestran, un descenso
significativo en la expresion de los genes EcR, E93 y E74 respecto a la muestra control,
tras 24h de exposicion a los NPs de PS. Mientras que la expresion del gen DRONC no
cambia a 0,1ppm, por el contrario a 0,5 ppm y 3 ppm la expresion comienza a descender.
Estos resultados indican una alteracion en la ruta de la ecdisona, lo que conlleva a una
inhibicién de los genes de respuesta temprana y como consecuencia a una desregulacion
en la expresion de los genes efectores (DRONC). El descenso en la expresion obtenido
del gen EcR, sugiere un descenso en los niveles de 20-E. Este resultado también se obtuvo
en larvas de C. riparius expuestas a microplasticos (MPs) de PS durante 48h y en
presencia de nonifenol (NP) durante 24h (de la Fuente et al., 2022; Muiiz-Gonzalez,

Silva, et al., 2021). EcR también disminuy¢ su expresion tras la exposicion de C. riparius
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al plastificante ftalato de butilbencilo (BBP) y bisfenol S (BPS) (Herrero et al., 2015,
2018). Por lo que estos resultados sugieren que un descenso en la expresion de EcR, E74,
E94 y DRONC inducido por los NPs de PS, podrian estar impidiendo la activacion de la

cascada de respuesta a la ecdisona y por tanto retrasando la metamorfosis.
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Figura 9. Grafica en la que se muestra la expresion normalizada de los genes EcR, E93, E74, Y DRONC,
en larvas de C. riparius, tras su exposicion a diferentes concentraciones (control (C); 0,1 ppm; 0,5 ppmy 3
ppm) de NPs de PS tras 24h. Se representan con * los genes que presentaron una diferencia significativa
respecto al control con un p <0,05 y con ** aquellos con p <0,01. Los resultados fueron analizados con el

programa SPSS, empleando ANOVA.

2.5. Desarrollo
El desarrollo y el crecimiento en insectos estd regulado por dos hormonas

lipofilicas, 20-hidroxiecdisona (20-E) (Figura 8) y la hormona juvenil (JH). El
mecanismo de accion de la JH atn sigue siendo desconocido. Sin embargo, se sabe que
durante el desarrollo de las larvas la JH modula la acciéon de la 20-E retrasando la
metarmorfosis. Estudios recientes han descubierto que dos proteinas Chd64 y FKBP39
desempefian un papel fundamental en la interaccion entre JH y 20-E, aunque atn se
desconoce la base molecular de esta interaccion. Se ha demostrado que estas dos proteinas

se unen al elemento de respuesta de JH (JHRE) y al receptor nuclear EcR/USP, lo que
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sugiere que estas dos proteinas son necesarias para la accion de la JH y por tanto estan

implicadas en el desarrollo (Y. Li et al., 2007).

Ademas, las proteinas FKBP, son un grupo de proteinas muy conservadas que
participan en la regulacion transcripcional y la modificacion de las histonas. FKBP39,
juega un papel esencial en la inhibicion de la autofagia mediante la regulacion de la via
del factor de transcripcion FOXO (via del receptor de la insulina) (Juhész et al., 2007),
de manera, que para que la metamorfosis tenga lugar se tiene que producir la induccién
de la autofagia. Es decir, los niveles de FKBP39 durante el paso de larva a pupa, han de
ser bajos (Carrasco-Navarro et al., 2021). Ademas, presenta un dominio similar a la
nucleopasmina (NPL) lo que le otorga la funcidn de regulacion de la cromatina (Ghartey-

Kwansah et al., 2018).
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Figura 10. Grafica en la que se muestra la expresion normalizada del gen FKBP39, en larvas de C. riparius,
tras su exposicion a diferentes concentraciones (control (C), 0,1 ppm; 0,5 ppm y 3 ppm) de NPs de PS tras
24h. Se representa con * las concentraciones que presentaron una diferencia significativa respecto al control
con un p <0,05 y con ** aquellas con p <0,01. Los resultados fueron analizados con el programa SPSS,
empleando ANOVA.

Los resultados obtenidos (figura 10), muestran un descenso significativo de la
expresion del gen FKBP39, respecto a la muestra control, tras 24h de exposicion a los
NPs de PS. La regulacion a la baja del gen FKBP39 también se obtuvo en larvas de C.
riparius expuestas a 6xidos de grafeno con diferentes tamafios y dimensiones (Martin-
Folgar, Esteban-Arranz, et al., 2023). En este sentido, los NPs de PS parecen afectar la

expresion de este gen, pero aun se desconoce el efecto que esto pude tener a nivel de la
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metamorfosis, aunque, es posible que la metamorfosis no se vea afectada debido a la

inhibicion de la expresion de este gen.

2.6. Proteina transportadora de oxigeno
Desde un punto de vista evolutivo, generalmente se admite que la presencia de

hemoglobinas (Hbs) en invertebrados revela la adaptacion de estos organismos a
condiciones ambientales desfavorables, ya que la Hb les permite mantener un
metabolismo aerobico en condiciones de hipoxia. A pesar de esta peculiaridad, hay pocos
estudios toxicologicos que se hayan centrado en las hemoglobinas de los quironémidos
como indicador de toxicidad (Choi & Roche, 2004). La Hb de quironémidos presenta
caracteristicas interesantes, como una alta afinidad por el oxigeno, una localizacion
extracelular y un alto grado de polimorfismo (Osmulski & Leyko, 1986). La Hb de
manera fisiologica participa en el transporte y el almacenamiento del oxigeno. Ademas,
se ha propuesto la actividad de la Hb en el metabolismo de compuestos xenobidticos en
ambientes altamente contaminados, permitiendo la supervivencia de los quironomidos.

(Choi & Ha, 2009).
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Figura 11. Grafica en la que se muestra la expresion normalizada del gen HbC, en larvas de C. riparius,
tras su exposicion a diferentes concentraciones (control (C); 0,1 ppm; 0,5 ppm y 3 ppm) de NPs de PS tras
24h. Se representa con ** las concentraciones que presentaron una diferencia significativa respecto al
control con un p <0,01. Los resultados fueron analizados con el programa SPSS, empleando ANOVA.

Los resultados obtenidos en el presente estudio (Figura 11), muestran un descenso
altamente significativo de la expresion del gen HbC con respecto a la muestra control,
tras 24h de exposicion a los NPs de PS. Este descenso de la expresion aparenta ser dosis
dependiente, ya que, aunque la expresion permanezca constante a las concentraciones de
0,1 ppm y 0,5 ppm, el descenso producido a la concentraciéon de 3 ppm es altamente

superior. Estos resultados concuerdan con la inhibicion de la eritrogénesis tras la
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exposicion a nanoparticulas de plata (AgNPs) en embriones de pez cebra (Cui et al.,
2016), y con el descenso significativo en los niveles de hemoglobina en Myoxocephalus
scorpius expuesto naturalmente a un alto contenido de bifenilos policlorados (PCB)
(Khan, 2011). Sin embargo, la expresion génica de la hemoglobina en Daphnia magna y
C. riparius tras la exposicion a contaminantes ambientales no se vio modificada (Ha &
Choi, 2008, 2009). En el presente estudio se ha demostrado que los NPs son capaces de
alterar el perfil de expresion de la HbC, hasta casi inhibir su expresion. Sin embargo, hay
que profundizar mas en el efecto que tienen los NPs sobre las Hbs. Estos resultados

postulan a la HbC como una buena candidata como biomarcador de efecto de los NPs.

2.7.Sistema inmune
Para la evaluacion de los efectos de los NPs de PS sobre el sistema inmune en C.

riparius, se eligié el sistema profenoloxidasa (proPO), implicado en la cascada de la
melanizacion, para la defensa celular mediante los procesos de fagocitosis y
encapsulacion (Figura 12). Este tipo de respuesta pertenece a la respuesta de la inmunidad

innata en artrépodos e invertebrados (Shi et al., 2014).

La activacion de proPO es un proceso estrictamente controlado (Figura 12), donde
ciertos productos microbianos, como los peptidoglicanos o los lipopolisacaridos (LPS) de
bacterias y hongos, también conocidos como PAMPS (patrones moleculares asociados a
patogenos), desencadenan la activacion del sistema proPO al entrar en contacto con las
proteinas de reconocimiento especificas. No obstante, esta activacion también puede
ocurrir en caso de lesiones en la cuticula y la presencia de células con apoptosis alterada
(Cerenius et al., 2008). La activacion del sistema proPO da lugar a una cascada de serina
proteasas que estan implicadas en la activacion del precursor de la enzima activadora de
la profenoloxidasa (proPAP), de manera que pasa de su forma inactiva a su forma activa
(PAP). PAP lleva a cabo la escision proteolitica de la profenoloxidasa a fonoloxidasa
(PO). PO participa en la oxigenacion de compuestos fenolicos como la tirosina, para dar
lugar a quininas. Donde la enzima fenoloxidasa-monofenil-L-dopa emplea quinina para
la polimerizaciéon de melanina, la cual es utilizada en los procesos de melanizacion,

implicados en la respuesta frente a patdgenos (Sheehan et al., 2018).
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Figura 12. Sistema profenoloxidasa (proPO). La activacion del sistema proPO causado por PAMPS,
desencadena los procesos de melanizacion implicados en la inmunidad innata de C. riparius. Imagen propia

generada en biorender.

Los resultados obtenidos tras 24h de exposicion a los NPs de PS (Figura 13),
muestran un incremento estadisticamente significativo de la expresion del gen proPO, en
comparacion con la obtenida en la muestra control. Este incremento de la expresion es
aparentemente dosis dependiente, ya que a mayor concentracion de NPs de PS, mayor
expresion del gen proPO. Este resultado estd respaldado por otros estudios realizados
sobre camarones de Macrobrachium nipponense y camarones patiblancos Litopenaeus
vannamei, tras su exposicion a MPs (Li et al., 2020; Wang et al., 2021). En C. riparius
también se produjo un aumento de la expresion del gen proPO en presencia de ibuprofeno
y del filtro ultravioleta benzofenona-3 (BP3) (Muiiz-Gonzélez, 2021; Mufiiz-Gonzalez
& Martinez-Guitarte, 2020). Nuestros resultados parecen demostrar que los NPs también
son capaces de activar la respuesta inmune de C. riparius siendo reconocidos por el propio
organismo como un patogeno. Este gen se postula como un buen biomarcador de

expresion para evaluar los efectos de los micro- y nanomateriales de pléstico.
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Figura 13. Grafica en la que se muestra la expresion normalizada del gen proPO, en larvas de C. riparius,
tras su exposicion a diferentes concentraciones (control (C); 0,1 ppm; 0,5 ppm y 3 ppm) de NPs de PS tras
24h. Se representa con * las concentraciones que presentaron una diferencia significativa respecto al control
con un p <0,05. Los resultados fueron analizados con el programa SPSS, empleando ANOVA.

3. Ensayo cometa
Para la evaluacion del dafo genotdxico producido por los NPs de PS en larvas del

cuarto estadio de C. riparius, se realizd el ensayo cometa (electroforesis en gel de una
sola cé¢lula) en condiciones alcalinas, ya que permite la deteccion de roturas en el ADN
de cadena simple y de doble cadena, actividad de reparacion incompleta y sitios alcali
labiles (Singh et al., 1988). Para la cuantificacion del dafio se seleccionaron dos
parametros obtenidos tras el ensayo cometa: el porcentaje de ADN en la cola y el
momento oliva. Donde, por un lado, el porcentaje de ADN en la cola ofrece informacion
acerca del dafio total producido en el ADN por el compuesto genotoxico. Mientras que,
el momento oliva relaciona el dafo total con la media del tamafio de los fragmentos

(Martinez de Paz, 2014).

- ID)-

Figura 14. Imagenes de microscopia de fluorescencia donde se muestran células de C. riparius tras el

ensayo cometa. La imagen a) muestra una célula control, no tratada con NPs de PS. La imagen b) muestra
una célula con dafio genotoxico tras la exposicion con NPs de PS a una concentracion de 3ppm durante

24h.
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En este estudio nos propusimos ver los efectos de los NPs de PS en larvas de C.
riparius a diferentes concentraciones (0,lppm, 0,5ppm y 3ppm) durante 24h. Los
resultados obtenidos en este estudio (Figura 15), muestran diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la muestra control, tanto en el porcentaje de ADN en cola,
como en el momento oliva. El analisis demuestra que los NPs de PS son capaces de
producir dafio en el ADN de C. riparius. Por este motivo, las roturas en el ADN pueden
servir como indicador de genotoxicidad causado por NPs de PS. Estos resultados
concuerdan con los estudios de genotoxicidad con NPs llevados a cabo en el mejillon
marino (Mytilus galloprovincialis) (Gongalves et al., 2022), en Drosophila melanogaster
(Turna Demir et al., 2022), en lineas celulares humanas como Caco-2 y HepG2
(Roursgaard et al., 2022).Y en peces como Ctenopharyngodon idella juveniles expuestos
a NPs de PS (Guimaraes et al., 2021).
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Figura 15. Grafica en la que se muestra la expresion normalizada del momento oliva (imagen a) y del
porcentaje de ADN en cola (imagen b), en larvas de C. riparius, tras su exposicion a diferentes
concentraciones (control (C); 0,1 ppm; 0,5 ppm y 3 ppm) de NPs de PS tras 24h. Se representa con *** las
concentraciones que presentaron una diferencia significativa respecto al control con un p <0,001. Los
resultados fueron analizados con el programa SPSS, empleando ANOVA.
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Conclusiones

En el presente trabajo, se llevé a cabo un estudio de supervivencia en un modelo
de referencia como bioindicador de calidad de agua, C. riparius, donde la exposicion a
diferentes concentraciones de NPs de PS durante 96h no afect6 a la supervivencia de estas
larvas. Por otro lado, se analizaron los efectos que los NPs de PS a bajas concentraciones
y a un tiempo corto de exposicion, tienen sobre los genes seleccionados en este estudio y
que estan implicados en diferentes rutas en C. riparius. Concretamente se analizaron las
rutas de estrés celular, estrés oxidativo, respuesta al dafio en el ADN, sistema endocrino,
respuesta en el desarrollo, transporte de oxigeno y sistema inmune. Los resultados
mostraron cambios significativos en la expresion de practicamente todos los genes

estudiados.

En primer lugar, la ruta de estrés celular, presentd una activacion de la expresion
del gen Asp70, lo que sugiere un exceso de estrés oxidativo causado por los NPs de PS.
La HSP70 podria estar actuando impidiendo que se desencadenen procesos apoptoticos.
Mientras que, por otro lado, la inhibicion de los genes Asp27, hsp60 y hsp90 indican una
respuesta ineficiente al estrés, lo que podria generar problemas en el plegamiento de

proteinas y en la apoptosis celular.

En segundo lugar, la inhibicion transcripcional del gen SODMn, podria estar
ocasionada por un exceso de ROS, que no permite a la célula llevar a cabo una respuesta
antioxidante debido al agotamiento. El exceso de ROS puede conducir al dafio oxidativo
en el ADN. Esto parece ser corroborado tanto a través del ensayo cometa, donde se
observa dafio en el ADN a todas las concentraciones de NPs de PS estudiadas; como por
la inhibicion de la expresion de los genes implicados en la reparacion del ADN (ATM,
NLK, xrccl y DECAY). Es posible que los mecanismos de reparacion no tengan la
capacidad para responder a este dafio. Estos resultados sugieren que la sobreacumulacion

de ROS generada por la exposicion a NP de PS, parece desencadenar dafio genotoxico.

En tercer lugar, el descenso de la expresion de genes endocrinos (EcR, E74, E93
y DRONC), sugiere una inhibicioén de la cascada de respuesta a la ecdisona, pudiendo
provocar un retraso de la metamorfosis. Ademas de verse alterado también el perfil de

expresion de FKBP39, pudiendo afectar al desarrollo de C. riparius.
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En cuarto lugar, la inhibicion de la expresion de HbC implicada en el transporte
de oxigeno, sugiere que la supervivencia de C. riparius en ambientes contaminados por
NPs de PS puede verse comprometida. Sin embargo, hacen falta més estudios para
conocer el porqué de esta inhibicion. No obstante, la respuesta de HbC en presencia de

NPs de PS, la propone como un buen biomarcador de ecotoxicidad por NPs.

Finalmente, la activacion del sistema inmunoldgico, sugerido por un incremento
en la expresion del gen proPO, indica que los NPs de PS podrian ser reconocidos por las
células como patogenos, desencadenando la cascada de melanizacion implicada en la

inmunidad innata en invertebrados.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran tanto la inhibicion de los genes
apoptéticos (DRONC, DECAY y NLK), como de los genes implicados en los mecanismos
de reparacion en el ADN (ATM y xrccl). Por lo que, es posible, que el exceso de ROS
podria desencadenar dafio genotoxico (ensayo cometa), que junto con la inhibicion de los
genes de reparacion del ADN y los genes apoptoticos, podrian conducir a la célula a

desarrollar procesos oncogénicos. Aunque se necesita profundizar mas en este campo.

Este estudio, destaca la toxicidad y el riesgo de los NPs de PS, en los ecosistemas
acuaticos y concretamente a los invertebrados. Ademas, este trabajo abre nuevas lineas
de investigacion, tanto para seguir evaluando los efectos de estos nanomateriales a nivel
celular y molecular, como para evaluar como estos contaminantes podrian afectar a las

siguientes generaciones.
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ANEXO IX

Titulo del Trabajo: Evaluacion del dafo en el ADN y de los efectos
moleculares y celulares de los nanoplasticos (NPs) de poliestireno
(PS) en Chironomus riparius.
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