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RESUMEN

El dietil ftalato (DEP) es un disruptor endécrino que altera la actividad hormonal
normal tanto en humanos como en animales. El DEP se utiliza indiscriminadamente
en la industria debido a sus propiedades fisicoquimicas y es comdn encontrarlo en
productos como maquillaje, cremas, jabones, biberones; perfumes; entre muchos
otros. Ademas de sus efectos adversos sobre los sistemas endodcrinos, estudios
recientes han demostrado que este compuesto también afecta el desarrollo del
sistema nervioso durante la gestacion, contribuyendo a ser uno de los factores
desencadenantes para el desarrollo de patologias neuroendocrinas como la
depresion y la demencia. Su efecto sobre el proceso de mielinizaciéon y de
locomocion no ha sido estudiado. Estos datos hacen necesaria la evaluacion de los
peligros asociados a su exposicion Por lo anterior, el objetivo de la presente tesis
fue determinar el efecto del DEP sobre la locomocion y mielinizacién en el modelo
embrionario de pez cebra (Danio rerio). Para este fin, los embriones fueron tratados
con dosis de 50, 500, 5000, 25000 pg/L durante las primeras 120 horas post
fertilizacion y se evaluo su efecto sobre la locomocion, el contenido de mielina y la
expresion de genes asociados al proceso de mielinizacion. Se encontré6 una
alteracion en la locomocion utilizando el sistema a blanco y negro y en la evaluacion
de la respuesta evocada al tacto. En esta Ultima prueba encontramos que las larvas
tratadas con la dosis méaxima 25000 pg/L aumentan el tiempo de reaccion y la
velocidad de respuesta disminuia. Adicionalmente se encontré una disminucion de
la intensidad de las fibras de mielina visualizadas con la tincion con Black Gold Il en
las larvas tratadas con 500, 5000 y 25000 ug/L de DEP. La expresion del gen de la
proteina béasica de la mielina (mbp) mostré6 una disminucién en todas las dosis
después del tratamiento. En conjunto, los resultados obtenidos muestran que la
exposicion a dosis elevadas de DEP disminuye la formacion de mielina en las larvas

de pez cebra, repercutiendo en su locomocion.

Palabras clave: disruptor enddcrino, dietil ftalato, mielina, pez cebra.



ABSTRACT

Diethyl phthalate (DEP) is an endocrine disruptor that disrupts normal hormonal
activity in both humans and animals. It is used indiscriminately in the mexican
industry due to its physicochemical properties and it is common to find it in makeup,
creams, soaps, baby bottles; perfumes; among many others. In addition to its
adverse effects on the endocrine systems, recent studies have shown that this
compound also affects the development of the nervous system during pregnancy,
contributing to be one of the triggering factors for the rise of neuronal alterations,
however, these studies are focused in behavioral pathologies. Its effect on the
process of myelination and locomotion is almost null. These data make it necessary
to evaluate the dangers associated with its exposure. Therefore, the objective of this
thesis was to determine the effect of DEP on locomotion and myelination in a model
of zebrafish (Danio rerio) embryos. For this purpose, the embryos were treated with
doses of 50, 500, 5000, 25000 ug/L during the first 120 hours after fertilization and
their effect on locomotion, myelin content and the expression of genes associated
with the process of myelination was evaluated. An alteration was found in locomotion
using “automated analysis of behavior in zebrafish larvae™ and in the evaluation of
the evoked response to touch. In this last test we found that the larvae treated with
the maximum dose of 25,000 pg/L increased the reaction time and the response
speed decreased. Additionally, a decrease in the intensity of myelin fibers visualized
with Black Gold Il staining was found in fingerlings treated with 500, 5000 and 25000
pg/L of DEP. Protein basic myelin (mbp) expression was decreased at all doses after
treatment. Taken together, the results obtained show that exposure to high doses of

DEP affects locomotion and myelin formation in zebrafish fingerlings.

Key words: endocrine disruptor, diethyl phthalate, myelin, zebrafish



INTRODUCCION

El dietil ftalato (DEP) es un compuesto que altera el equilibrio hormonal debido a su
capacidad de unirse a receptores celulares que sefializan en los sistemas
enddcrinos, por lo que se le reconoce como un perturbador enddcrino. Las vias de
exposicion del DEP en los humanos son transdérmicas, por inhalacion e ingestion
y puede ser acumulado en diferentes 6rganos y tejidos. Esta acumulacion produce
toxicidad, la cual varia en intensidad de acuerdo con la dosis y tiempo de exposicion,
ontogenia, asi como la presencia de patologias (Gore et al., 2015). El DEP es
empleado principalmente para proporcionar flexibilidad a los plasticos por lo que se
encuentra en diversos productos de consumo y uso diario como pinturas, juguetes,
envases de comida; farmacos, cepillos de dientes, shampoos y perfumes (ATSDR,
1995; You et al., 2018; Garcia et al., 2018). Los niveles de ftalatos en orina han sido
relacionados con alteraciones conductuales como problemas de conducta, aumento
de ansiedad y TDAH (Engel et al., 2010). Por otro lado, estudios moleculares han
mostrado que el tratamiento con DEP induce un aumento en la expresion de la
proteina bésica de la mielina en embriones de pez cebra, generando alteraciones
en la sintesis de mielina (Xu et al., 2013). Sin embargo, aun se desconoce si el DEP
pudiera impactar en procesos conductuales. Por lo que en el presente estudio se
analizaron los efectos del DEP sobre el proceso de mielinizacién, la expresion de
genes asociados a la mielinizacion y la conducta en el modelo de pez cebra.
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ANTECEDENTES

En la actualidad, los humanos se encuentran expuestos a multiples compuestos
quimicos que pueden perjudicar su salud de forma inmediata y/o a largo plazo. Entre
estos compuestos encontramos a los disruptores endocrinos (DE), los cuales
pueden alterar diferentes sistemas u organos e incluso inducir efectos que son

transmitidos a futuras generaciones (Gore et al., 2015).

En el sistema nervioso, los disruptores endocrinos inducen afectaciones en
procesos neuronales clave como la transmision sinaptica y sintesis de
neurotransmisores o alteraciones de procesos cognitivos asociados al desarrollo de
patologias neurologicas, entre otras (Gore et al., 2015). Las nuevas evidencias
cientificas generan incégnitas sobre el tipo de alteraciones celulares que pueden
inducir los DE, de forma particular, en el proceso de mielogénesis y en la actividad

motora.

1. Disruptores endocrinos

Los DE son compuestos con capacidad de alterar el equilibrio hormonal debido a
su capacidad de unirse a receptores hormonales que sefalizan a los sistemas
enddcrinos. Los encontramos en productos de uso cotidiano como: plasticos,
juguetes, cosméticos, cremas, shampoos, detergentes, materiales de uso médico,
revestimiento de latas, biberones, filtros solares, entre otros, incluso en alimentos
como frutas y verduras. Las vias de exposiciébn a DE son diversas: dérmica, por
inhalacion y por ingestion; posteriormente pueden ser acumulados en diferentes
organos Yy tejidos. Existen multiples factores que determinan la toxicidad de los DE,
las cuales varian de acuerdo con la region demogréfica, naturaleza quimica, dosis,

tiempo de exposicion y la ontogenia del individuo (Gore et al., 2015).
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Los DE son moléculas de alta lipofilicidad que pueden ser almacenados en plasma,
suero sanguineo, leche materna, fluidos corporales (liquido seminal), pulmén, tejido

adiposo e higado, asi como en orina y cabello (Gore et al., 2015).

Sus efectos son inducidos a través de diversos mecanismos de accion, como se
resume a continuacion (Fig. 1): 1. activacion de receptores por la union de los DE a
receptores hormonales, modificando la sefializacion celular; 2. antagonismo de
receptores hormonales, induciendo la inhibicion de los efectos de hormonas
endogenas; 3. alteracion de la expresion del receptor al inducir su degradacion; 4.
alteraciéon de la transduccién de sefiales, ya que pueden modificar las respuestas
intracelulares especificas que dependen del receptor con la union de su ligando,
incluidos los cambios con factores activadores y/o represores; 5. induccion de
modificaciones epigenéticas en células productoras de hormonas o sensibles a las
hormonas, incluyendo modificaciones en el ADN, histonas y del ARN no codificante;
6. alteracion de la sintesis de hormonas, a través de la alteracién de elementos y
factores que participan en su sintesis; 7. alteracion de la distribucién de hormonas
o los niveles de hormonas circulantes, al desplazar a las hormonas de su unién con
proteinas transportadoras; 8. alteracién del transporte de hormonas a través de
membranas celulares, ya que los DE pueden alterar los procesos de selectividad de
transportadores de membrana; 9. alteracion del metabolismo hormonal, al
aumentar la cantidad de enzimas que inactivan y/o degradan a las hormonas,
induciendo un aumento desproporcionado de hormona inactivas o una disminucién
de la sintesis de enzimas para la eliminacion o inactivacion hormonal, y 10.
alteracion del destino de las células sensibles a hormonas, ya que los DE interfieren
en la sefalizacion celular y aumentan o disminuyen la proliferacion, diferenciacion

y migracion de células causando anomalias en tejidos (La Merrill et al., 2020).
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Figura 1. Principales mecanismos de accién de los disruptores endocrinos. 1. Agonistas de
receptores, 2. Antagonistas de receptores, 3. Alteracion de la expresion del receptor, 4. Alteracion la
transduccion de sefiales, 5. Induccién de modificaciones epigenéticas, 6. Alteracion de la sintesis de
hormonas, 7. Alteracién de la distribucion y/o niveles de hormonas circulantes, 8. Alteracion del
transporte de hormonas a través de membranas celulares, 9. Alteracion del metabolismo o
aclaramiento hormonal, 10. Alteracién del destino de las células sensibles a hormonas (Modificado
de La Merrill et al., 2020).

A la fecha se han descrito mas de 1,000 compuestos que actiian como DE, entre
los cuales destacan los compuestos organoclorados (DDT, MXC, PCB’s), el
bisfenol-A (BPA), el estrégeno sintético no esteroideo (DES), compuestos derivados
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del 17B-estadiol (EE2); ftalatos; fluorsurfactantes (PFOA); y herbicidas y fungicidas

como el vinclozolin (VZ) e isoflavonas como la genisteina.

Respecto a su actividad biolégica, los DE han sido caracterizados como compuestos
obesogénicos, diabetogénicos y disruptores cardiovasculares que promueven
diversas alteraciones como resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa,
dislipidemias y disminucion de la respuesta inmune (Gore, et al, 2015). Respecto a
sus efectos en el eje gonadal, promueven atresias de ovarios y la disminucion del
namero de células germinativas, alteran el crecimiento del endometrio, incrementan
el ARNm que codifica para hormonas estrogénicas, disminuyen la fertilidad,
aumentan el desarrollo temprano de la menopausia, reducen el peso testicular;
disminuyen el conteo de espermatozoides, y aumentan el desarrollo de

criptorquidias y malformaciones de los érganos sexuales (Gore, et al, 2015).

En sistema nervioso, los DE inducen alteraciones en el desarrollo cerebral e
incrementan conductas depresivas e hiperactividad en humanos (Gore et al., 2015).
Ademas, la exposicion temprana a DE induce diversos cambios celulares como
hipoplasia en la materia blanca cerebral (Fujimoto et al., 2011), disminucion del
namero de oligodendrocitos y retraso del tiempo de mielinizacion (Zoeller et al.,
2000; Fernandez et al., 2010), induccion de la desmielinizacion en el area del
hipocampo (Rosinczuk et al., 2015), inhicién de la proliferacion y diferenciacién de
las células precursoras de oligodendrocitos (Seiwa et al., 2004), reduccion de la
expresion de proteinas de mielina en el hipocampo (mbp, plp y mag) y por tanto
reduccion del namero de axones mielinizados (Tiwari et al., 2015; Xu et al., 2017),
asi como aumento el comportamiento social alterado y de ansiedad en ratas macho
(Luo et al., 2017).

Entre los disruptores de amplio uso en la industria se encuentra el dietil ftalato
(DEP), el cual se ha asociado a alteraciones en sistema nervioso, como se describe

a continuacion.
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1.1 Dietil ftalato (DEP)

El dietil ftalato o acido 1,2-bencenodicarboxilico (DEP), es un éster de acido ftalico,
de estado liquido ligeramente color amarillo, perteneciente a la familia de los DE
(Fig. 2). EI DEP es un compuesto empleado principalmente para proporcionar
flexibilidad a los plasticos por lo que se encuentra en diversos productos de
consumo y uso diario como cintas aislantes, pinturas, juguetes, envases de comida;
muebles; farmacos; cepillos de dientes; shampoos; talcos; perfumes; tortillas de
maiz y harina de maiz; material para intubacién, entre otros (ATSDR, 1995; You et
al., 2018; Garcia et al., 2018).

O
O~ “CHs,
O.__CHjs

O

Figura 2. Estructura quimica del dietil ftalato. Su estructura consiste en un anillo de benceno y
dos grupos funcionales ésteres enlazados por carbonos consecutivos (tomado de National Research
Council, 2008).

El DEP no se encuentra unido quimicamente a los polimeros de los plasticos y por
lo tanto se libera a temperaturas moderadamente altas o cuando los productos que
lo contienen tienen un pH ligeramente acido. Cuando las sustancias que contienen
DEP son perfumes, cremas y talcos, su via de exposicion es a través de la via
dérmica, debido a que estos productos utilizan el DEP como estabilizante, ayudando
a facilitar la disolucion de los componentes del producto y mantener una apariencia
homogénea (National Research Council, 2008). El humano se encuentra expuesto

al DEP a través de inhalacién, ingestion y absorcion dérmica (ATSDR, 1995). En
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pacientes hospitalizados se ha detectado exposicion a DEP por contacto con tubos
de sondas intravenosas en la nutricion parenteral total o por tubos utilizados para la
respiracion artificial, donde los ésteres de ftalatos son liberados por calor y

transferidos a la mezcla de nutricion (Genuis et al., 2012).

La presencia de DEP en el ambiente es variable, siendo en suelos agricolas de 0.26
a 2.53 mg/kg; en agua subterranea de 6.70 ug/L™ y en aire de 136—-203 ng/mL. En
estudios recientes se determinaron las concentraciones del DEP en diversos
alimentos de la canasta basica en México como se muestran en la Tabla 1 (Garcia
et al., 2018).

Tabla 1. Concentraciones de DEP en productos de la canasta basica de México
(Garcia et al., 2018).

Alimento Concentracion maxima
(Hg/kg)

Abarrotes 2.5
Aceites y grasas 154
Aderezos y salsas 84
Cérnicos y aves 1.4
Cereales y tubérculos 558
Frutas y verduras 2.0
Pescados y mariscos 9.3
Embutidos y lacteos 11

En productos de uso dérmico, la exposicion reportada de DEP se encuentra entre
1-15 g/kg/dia (Genius et al., 2012) y en fluidos bioldgicos la concentracién del metil-
ftalato (MEP), metabolito del DEP con actividad biolégica, es de 5.69-535 ug/g
(Tabla 2).
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Tabla 2. Concentraciones de MEP en suero, sudor y orina (ng/g). Los datos

muestran la media + DS (Franco et al., 2011).

Poblacioén Orina Suero Sudor
Americana 535 + 1560 5.69 +8.61 91.1+172
Mexicana 83.20 £ DS - -

1.2 Metabolismo del DEP

Al ingresar al cuerpo, el DEP es metabolizado rapidamente por la lipasa salival que
induce una hidrélisis de un enlace alquilo del DEP generando ftalatos de
monoésteres que contienen un &cido carboxilico y un éster en la cadena lateral:
metil-ftalato (MEP), monobutil-ftalato (MBP), metilhexil-ftalato (MEHP), entre otros,
los cuales posteriormente son transformados en metabolitos oxidados por la
oxidacion en su carbono terminal o penultimo de la cadena lateral del éster alquilico
o pueden ser hidroxilados por su carbono terminal denominandose hidroxi ftalatos
u oxo ftalatos. Los metabolitos oxidados poseen actividad disruptiva al generar un
estado de homeorresis en el organismo, en especial los metabolitos de bajo peso
molecular (MEP y MBP), los cuales permanecen en el cuerpo humano y se
bioacumulan en tejido graso, higado y musculo esquelético, o pueden conjugarse
por la glucoronidacién y sulfatacion para su posterior degradacién hepatica y
excrecion via renal-fecal (Fig. 3) (ATSDR, 1995; National Research Council, 2008).
El metabolismo de MEP y MBP depende de factores como la dosis, edad, sexo,

raza y patologias presentes (National Research Council, 2008).
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Figura 3. Metabolismo del DEP. EI DEP ingresa por via oral y es metabolizado por lipasas salivales,
las cuales inducen hidrdlisis de un enlace alquilo generando ftalatos de monoésteres que contienen
un Acido carboxilico y un éster en la cadena lateral. En el intestino, los metabolitos sufren una
segunda biotransformacién, donde sufren una glucoronidacion o sulfatacién en el grupo "R” para su
excrecion via urinaria (Modificado de ATSDR, 1995; National Research Council, 2008).

Los ftalatos pueden unirse y activar a receptores de membrana celular y receptores
nucleares como: receptores de activadores de la proliferacién peroxisomal (PPARS),
receptores X de &cido retinoico (RXR), receptores para acido retinoico (RAR), entre
otros, asi como atravesar estructuras como la barrera hematoencefalica y placenta,
y su acumulacion induce alteraciones del sistema nervioso (Cheng et al., 2012, Tao
et al., 2019).

1.3 Efectos bioldgicos de los ftalatos en sistema nervioso

Los ftalatos inducen distintas alteraciones en el sistema nervioso con implicaciones
funcionales relevantes. En un estudio realizado por Tseng y col. (2013) se encontro

que el tratamiento con los ftalatos DEHP, DBP y DIBP modifican la concentracion
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de especies reactivas de oxigeno como iones de oxigeno y peroxido en las
neuronas, provocando neurotoxicidad y alteraciones en el sistema locomotor de
Caenorhabditis elegans. En un modelo experimental empleando embriones de pez
cebra que fueron expuestos a dosis de 5, 50 y 500 ug/L de DEP, se encontré que
la dosis mas alta de DEP aumento la expresion de mbp (por sus siglas en inglés,
proteina basica de mielina), la cual es una proteina estructural de la vaina de mielina
que rodea los axones de las neuronas e indujo la inhibicion de la enzima

acetilcolinesterasa causando neurotoxicidad en los embriones (Xu et al., 2013).

Estudios epidemiol6gicos han mostrado asociaciones entre los niveles de ftalatos y
la presencia de alteraciones conductuales. En un estudio realizado por Engel et al.,
(2010) se determind la concentracién de los ftalatos MEP (mono-etil ftalato), MiBP
(mono-isobutil ftalato), MBP (mono-butil ftalato) y MMP (mono-metil ftalato) en orina
de madres embarazadas y de sus hijos desde el nacimiento y hasta la edad de 9
afios, y se encontré que existia una asociacidén positiva entre la concentracion de
ftalatos y problemas de conducta y de externalizacion, asi como con un mayor

namero de nifios con diagnéstico con TDAH y ansiedad aumentada.

2. Neuronay glia

El sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP) se componen
de sustancia gris y sustancia blanca, la primera abarca las células de la glia y
neuronas (somas) y la blanca incluye todas las fibras nerviosas; el color blanco es
proporcionado por el alto contenido de lipidos presente en la mielina. La neurona es
la unidad funcional del sistema nervioso, es una célula excitable especializada en la
recepcion y transmision de impulsos eléctricos, se encuentra formada por un soma
(cuerpo) y prolongaciones denominadas neuritas. Las neuritas que reciben el
estimulo se denominan dendritas, mientras que la neurita que envia el estimulo se
denomina axon, el cual esta cubierto de mielina que le proporciona mayor

conductividad y mejora la comunicacién neuronal. La neurona se asocia a la glia,
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que se encuentra formada por células de origen nervioso cuya funcion principal es
alimentar, proteger, sostener y actuar como sistema de defensa de las neuronas.
La glia comprende a los astrocitos, oligodendrocitos, microglia; células

ependimarias; células capsulares y células de Muller (Snell, 2007).

Los oligodendrocitos junto con las células de Schwann sintetizan la mielina que
recubre los axones neuronales en SNC y SNP, respectivamente (Fig. 4). Los
oligodendrocitos y células de Schwann se originan durante el desarrollo embrionario

a través de la oligodendrogénesis y génesis de células de Schwann (Snell, 2007).

Célula de

—
Schwann

A4 &> oligodendrocito |k

Figura 4. Interaccidon de un oligodendrocito y una célula de Schwann con la neurona. Se
muestra la interaccién de las dos células mielinizantes con neuronas.

2.1 Oligodendrogénesis

La oligodendrogénesis comienza durante la etapa embrionaria con la formacion de
la capa germinativa ectodermo, la cual da origen a una placa denominada notocorda
en donde se sintetiza la proteina SHH (por sus siglas en inglés, sonic hedgehog)
para iniciar con la neurogénesis (Fig. 5). La expresion de SHH induce la formacién
de areas denominadas "dominios progenitores en el tubo neural”, uno de estos, es
el dominio de precursores de neuronas motoras (pMN), localizado en el eje dorsal-
ventral del tubo neural, el cual genera a las células progenitoras neurales (NPC) que
expresan A2B5 (Rojas et al., 2014; Kuhn et al., 2019) y a las células progenitoras
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de oligodendrocitos de tipo 2 de astrocitos (O-2A). A su vez, las células O-2A,
maduran hacia células precursoras de oligodendrocitos (OPCs), las cuales son
células poligonales y con morfologia bipolar que expresan marcadores especificos
como OLIG2, OLIG1 y SOX10, los cuales son esenciales para la diferenciacion
celular de NPCs hacia OPCs (Barateiro et al., 2016).

Notocorda Inmaduros Maduros  Mielinizantes
— L ] — —
| SHH |
[ A2B5 ]
| SOK10 ]
| Olig 1 |
[ olig 2 |
[ Nkx 22 |
[ cash2 |
I Ermd ]
[ NGZ* |
[ TenesinaC |
[ Tombospondinal |
[ PDGF ]
| FDGFRa ]

=
=l

= ‘
b
(=]

Figura 5. Oligodendrogénesis. Se muestran los distintos tipos celulares del proceso de generacion
de oligodendrocitos que inicia en la notocorda y culmina con oligodendrocitos mielinizantes. Se

indican las proteinas que intervienen en cada etapa de la oligodendrogénesis. Modificado de
Ackerman et al., 2015.

La proliferacion de OPCs se determina por tres oleadas que inician en la zona
ventral posterior al cierre del tubo neural en todos los vertebrados: 1) la primera
oleada genera OPCs en prosencéfalo, los cuales expresan proteina Nkx 2.2,
esencial para la migracion de las células hacia otras regiones del telencéfalo; 2) la
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segunda oleada inicia en la zona dorsal y genera OPCs que expresan proteina
Cash2; y 3) la tercera oleada inicia en zonas de la corteza durante etapas
postnatales y genera OPCs que expresan la proteina Emx1 (Kuhn et al., 2019;
Barateiro et al., 2016). Las OPCs que estan en proscencefalo y zona dorsal
comienzan a expresar diferentes mitdgenos, los principales son los proteoglicanos
de sulfato de condroitina (NG2*) los cuales promueven un aumento de la
proliferacion celular. Las OPCs que se generan en la segunda oleada se
caracterizan por la expresion de factores de supervivencia dada por astrocitos y
neuronas, ademas que representan el 5 - 8% del total de las células gliales tanto en
materia gris como en materia blanca, estas se encuentran localizadas en la materia
blanca expresando NG2* que promueve un aumento en la respuesta proliferativa a
mitdégenos para su maduracion; sin embargo, las OPCs localizadas en materia gris

presentan menor repuesta a mitdgenos (Kuhn et al., 2019).

Posteriormente las OPCs migran desde el dominio pMN a la zona subventricular
(SVZ) del cuarto ventriculo y otras partes del encéfalo (Barateiro et al., 2016) a
través de sefializacion de morfégenos y moléculas de la matriz extracelular como
tenesina-C y trombospondina-1, las cuales actian como mediadoras cerebrales, y
de la activacion de la proteina NG2*, la cual inicia con su actividad reguladora para
la migracion de las OPCs (Baumann, 2001; Ackerman et al., 2016). La migracion de
las OPCs se da en “salto o gateo” a través de los vasos sanguineos del SNC por
sefalizacion de la via WNT (por sus siglas en inglés, Wingless related integration
site) (Kuhn et al., 2019) y de forma multidireccional a través de sefales de atraccion
y repulsién por parte de neuronas y astrocitos (Barateiro et al., 2016). Después de
que las OPC’s migran y se instalan en las areas destinadas, inicia otra proliferacién
celular por sefiales provenientes de astrocitos y neuronas, tales como PDGF (por
sus siglas en inglés, factor de crecimiento derivado de plaguetas), otro fuerte
mitégeno que estimula la proliferacion de las OPC en estos sitios (Barres et al.,
1993) y su receptor la proteina PDGFR-a (por sus siglas en inglés, receptor a del
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factor de crecimiento derivado de plaquetas) que ayuda a la supervivencia celular
(Kuhn et al., 2019).

Para todas las oleadas de generacion de OPCs, se presenta un mecanismo
intrinseco de tiempo el cual tiene dos componentes: 1) un componente que cuenta
el tiempo de division celular y 2) un componente efector para la proliferacion que
detiene el ciclo celular por medicidon del tiempo, al inhibir a la cyclina D1 y c-Myc
(Calza, 2015; Gao et al., 1998), el cual estd determinado por cierto numero de
divisiones por célula de OPC (Billon et al., 2001; Gao et al., 1998). Este mecanismo
no considera el numero de divisiones celulares sino el tiempo de division (Ahlgren
et al., 1997) y el numero final de OPCs esta regulado por la proliferacion celular y la

muerte celular programada (apoptosis) (Farsetti et al., 1992; Baumann, 2001).

Una vez concluida la segunda oleada de proliferacion, las OPC maduran hacia
oligodendrocitos premielinizantes (OL-premielinizantes) que expresan Nkx 2.2, la
cual ayuda a que estos se extiendan y envuelvan los axones sin formar mielina
(Ackerman et al., 2015); y al interactuar con un axén pierden su forma bipolar y
pasan a tener morfologia multipolar, comenzando a construir extensiones mayores
sobre los axones expresando tres marcadores: a) 2°, 3 -nucleotidociclico 3-
fosfatodiesterasa (CNPasa), b) O4, presente desde los progenitores tardios y ¢) O1,
presente en OL-premielinizantes (Kuhn et al., 2019; Barateiro et al., 2016). La
maduracion hacia OL-premielinizante es influenciada por sefiales de otras células
como astrocitos y la actividad neuronal, las cuales ayudan a determinar el nimero
determinado de axones por mielinizar (Farsetti et al., 1992; Baumann, 2001); sin
embargo, aun se desconocen las sefiales o receptores que determinan qué axones
deben ser mielinizados, aunque se cree que podria ser por factores propios de la
actividad neuronal (Ackerman et al., 2016).

En esta etapa los OL-premielinizantes son influenciados por el factor de
transcripcion Kruppel-like factor 9 (KLF9), el cual actia como regulador del tiempo
de diferenciacion y maduracion de los OL (Dugas et al., 2012). Ademas, se expresa

GalC, el cual es un lipido perteneciente a los galactocerebrosidos vy
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sulfogalactosilceramidas que actia como marcador temprano de maduracion
(Baumann, 2001). Posterior a su maduracion, los OLs se extienden y retraen hacia
los axones neuronales a través de su citoesqueleto, para asentarse en su posicion
final y dar comienzo a la formacion de mielina. Los OL maduros se caracterizan por
sintetizar proteinas estructurales de la vaina de mielina: MBP, proteina de
proteolipidos (PLP), proteina asociada a glucoproteina (MAG) y glicoproteina de la
mielina de oligodendrocitos (MOG) ademas de expresar el factor regulador del gen
de mielina (MRF) y la proteina del dedo de zinc 488 (Barateiro et al., 2016). Dicha
interaccién con el axdén promueve cambios en la estructura del OL y hace que se
proyecte hacia los axones, permitiendo asi que la mielina se extienda alrededor del
axon. La mielinizacion se realiza de manera lateral y hacia la parte inferior del axén
para la formacion de las capas de mielina. Cabe sefialar que solo los axones de
gran diametro se mielinizan. Una vez concluido el proceso de mielinizacion, la
mielogénesis en OL-maduros sera regulada por la actividad de Ca* y la actividad
neuronal (Kuhn et al., 2019).

2.2 Desarrollo de las células de Schwann

La generacién de las células de Schwann (CS) comienza durante el desarrollo
embrionario cuando surge la capa germinativa denominada ectodermo, el cual da
lugar a la cresta neural en donde se sintetiza la proteina SHH de donde surgen las
células precursoras de las células de Schwann (PSC) (Fig. 6), las cuales expresan
SOX9 y SOX10, que son factores de transcripcion que regulan la migracién y
proliferacion celular. Las SC migran hacia la periferia y una vez que se instalan en
el lugar designado, expresan a las proteinas ErbB2 y ErbB3; posteriormente, las SC
detectan a los axones y realizan la separacion de estos por tamafio, en un proceso
denominado “clasificacién radial”; durante el cual los axones expresan neuregulina
1 tipo 3 (NRG1), la cual deriva de los axones sin mielinizar y su presencia varia

dependiendo del tamafio axonal; los axones de calibre pequefio la expresan en
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menor cantidad, mientras que los de mayor calibre la expresan en altos niveles,
dicha clasificacién de prolongaciones citoplasmaticas entre los diferentes axones
permite separarlos y establecer la relacion 1:1 axon:célula de Schwann (Ackerman
et al., 2016).

Cresta neural Céluladela PSC Inmaduras Maduras Mielinizantes
cresta
- v
— /F—) \'. . . — & — . ®
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Figura 6. Desarrollo de las células de Schwann. Se muestran los distintos tipos celulares del
proceso de generacion de las células de Schwann que inician en la cresta neural y culmina con
células de Schwann mielinizantes. Se indican las proteinas que intervienen en cada etapa de la
formacién de células de Schwann. Modificado de Ackerman et al., 2015.

La diferenciacion de las CS promielinizantes, sus cambios morfoldgicos y la
regulacion de los genes que le confieren la capacidad de mielinizar proporcionan un
aumento de sintesis de lipidos caracteristicos de la vaina de mielina (Ackerman et
al., 2016). Un regulador caracteristico para el desarrollo de las CS es el receptor
acoplado a proteinas G de adhesion (aGPCR), el cual tiene un dominio de
transmembranal de siete pasos acoplado a proteinas G que media la union célula-
célula para la mielinizacion. El receptor GPRC126 genera ligandos denominados
“stachel” los cuales son necesarios para comenzar la mielinizacion. En esta etapa

el GPRC126 se acopla a proteinas G aumentando los niveles de AMPc que activara



a la proteina quinasa a (PKA) dando inicio a la transcripcién de genes (Oct 6) que

promoveran la diferenciacion de las células de Schwann (Ackerman et al., 2016).

La proteina NRGL1 interviene en la migracion de los precursores de las CS,
aumentando el numero de progenitores de CS, promoviendo la supervivencia de las
células y ademas interviene en la clasificacion radial independiente de la
proliferacion, y regulando el espesor de vaina de mielina. La alteracion de esta via
impide la generacion de células precursoras de células de Schwann, asi como su
proliferacion y migracion (Ackerman et al., 2016). La formacion de mielina que se
forma actlia como un aislante para que las sefiales eléctricas se propaguen con mas
rapidez en los axones, haciendo que el estimulo tenga una velocidad alta para llegar
a los espacios sinapticos y asi exista buena comunicacion neuronal (Bauman,
2001). Ademas, funciona como un apoyo metabdlico al axén y genera lactato que

transfiere al axon o axones para generar energia por ATP (Kuhn, et al., 2019).

Las hormonas también participan en el proceso de génesis de las células
mielinizantes, y aunque los mecanismos moleculares permanecen por ser
elucidados, se ha descrito su participacion en la oligodendrogenesis y genésis de
células de Schawnn a través de distintas vias: 1) cortisol, aumenta la diferenciacion,
maduracién, supervivencia y mielinizacion, a través de la fosforilacion de la proteina
SGK1 (kinasa 1 de glucocorticoides), la cual a su vez fosforila a NDRG1 y ambos
aumentan la expresion de N-cadherina y a/f3 catenina, manteniendo la estabilizacién
y unién del axén con los OL promoviendo la mielinizacion; 2) 173-estradiol, aumenta
la proliferacion de las NPC a OPC, aumenta la diferenciacién y disminuye la salida
de las OPC del ciclo celular aumentando asi la proliferacién, ademas, aumenta la
sintesis de actina para conferir mayor estabilidad a la vaina de mielina; 3)
androgenos, aumentan la diferenciacion de los OL; 4) hormonas tiroideas, participan
en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y mielinizacién de los OL y la
muerte de las células oligodendocriticas, y su inhibicion disminuye la proliferacion
de los OL (Long et al., 2021).
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2.3 Composicién de la mielina

La mielina se caracteriza por tener una composicion en SNC 70% de lipidos y un
30% de proteinas, mientras que en SNP es de 71.3% de lipidos y 28.7% de
proteinas. Las proteinas mas abundantes se encuentran la MBP, PLP y PO (Fig. 7),
mientras que las de menor abundancia son CNP, MAG, P2 y PMP-22 (Tabla 3)
(Harry et al., 1998).

CNS

EEEL

Figura 7. Proteinas mas abundantes de la vaina de mielina. Se aprecia la proteina MBP, PLP, y
PO distribuidas en la vaina de mielina y su forma arquitectonica (Tomado de Rasban et al., 2012).

Tabla 3. Porcentaje de proteinas en la mielina del SNC y SNP (tomado de Harry
et al., 1998).

Proteina SNC (%) SNP (%)
MBP 30 18
PLP 50 0.01

PO 0.01 50
CNP 4 0.4
MAG 1 0.1

P2 <1 1-15

PMP-22 <0.01 5-10
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Las proteinas MBP tienen la funcion de estabilizar y formar la vaina de mielina, son
codificadas por el gen Golli y presentan varias isoformas derivadas de splicing
alternativo (Jean et al., 1998). Todas sus isoformas son codificadas por los exones
[, I, IV y VII. Las isoformas mas pequefas en tamafio (kDa) tienen la funcion de

remielinizacioén (1, 1, IV) en lesiones a nivel de la vaina de mielina (GeneCard, 2022).

Las PLP o proteinas de proteolipidos son las de mayor composicion en el SNC,
tienen la funcion de compactacion, estabilizacidbn y mantenimiento de la vaina de

mielina, asi como de supervivencia axonal (GeneCard, 2022).

La proteina p0, también conocida como MPZ, es las mas abundante en el SNP, su
funcién es la de compactacion de estructuras membranales en la vaina de mielina
(Raasakka et al., 2019).

Dichas proteinas se encuentran altamente conservadas en humano, ratén y pez
cebra (Ackerman et al., 2016). Su estudio permite comprender el proceso de
mielinizacion y el rol de factores que pueden afectar su estabilidad y funcionalidad,

y favorecer el desarrollo de patologias asociadas a procesos de desmielinizacion.

JUSTIFICACION

En la actualidad existe un elevado uso de objetos materiales y consumo de
alimentos que contienen disruptores enddcrinos, tales como el dietil ftalato presente
en frutas, verduras, vinos, aceites, cosméticos, juguetes, entre otros. La presencia
de DEP y sus metabolitos se ha detectado en diferentes fluidos biologicos en
humanos. Asimismo, el DEP posee la capacidad de alterar la homeostasis hormonal
y se ha relacionado a la presencia de enfermedades de indole neurolégico, siendo
la glia uno de los posibles blancos de afectacién. El desarrollo de los
oligodendrocitos y células de Schwann en etapas embrionarias puede afectarse por
factores externos o compuestos que alteran la formacion de mielina y repercutir

negativamente en la transmision del impulso nervioso. Por lo anterior, como un
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primer acercamiento para comprender los efectos del DEP en sistema nervioso, en
el presente trabajo nos planteamos evaluar si el DEP podria alterar la formacion de
mielina, empleando el modelo experimental de pez cebra (Danio rerio).

HIPOTESIS

El dietil ftalato (DEP) altera la locomocién y mielogénesis del pez cebra (Danio rerio).

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del dietil ftalato (DEP) en la locomocion y mielogénesis del pez

cebra (Danio rerio).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto del dietil ftalato sobre la locomocién de larvas de pez cebra.

2. Determinar el efecto del dietil ftalato sobre la formacion de las fibras de mielina
en larvas de pez cebra.

3. Determinar el efecto del dietil ftalato en la expresion de mbp, plp, pO y sox10 en

larvas de pez cebra.

MATERIAL Y METODOS

1. Modelo experimental

El pez cebra (Danio rerio) es un vertebrado pequefio de agua dulce y calida

perteneciente de rios y lagunas; y en los ultimos afios se les puede encontrar en
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tiendas de mascotas o acuarios. En efecto, se trata de un pez con un vasto nimero
de ventajas que lo han posicionado como modelo experimental en las
neurociencias. Esta especie se reproduce exitosamente en cautiverio y de una sola
hembra se pueden llegar a obtener hasta 200 embriones, pueden pasar de tener
una sola célula a contar con una cola y corazon en menos de 48 h (Kimmel et al.,
1995).

Su transparencia durante el desarrollo y de manera externa a la madre hace que
sea una forma facil de obtener imagenes del proceso de desarrollo en tiempo real.
En comparacion con otros modelos animales como el raton, su mantenimiento
resulta de bajo costo y dado que alrededor del 70-90% de su genoma se comparte
con el humano, los procesos de mielinizacion, la composicion de la mielina y su
empaguetamiento estan conservados tanto en humanos como en el pez cebra. Sus
embriones son adecuados para identificar farmacos potenciales o sustancias
toxicas, una de las razones por las cuales esta especie es empleada para abordar
preguntas experimentales en diversos campos del conocimiento bioldgico,
incluyendo el proceso de mielogénesis y su alteracion con sustancias disruptoras
(Preston et al., 2015, Ackerman et al., 2015)

Las fases del desarrollo embrionario del pez cebra se organizan por periodos de

tiempo en ocho etapas que se ilustran en la Figura 8.
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Figura 8. Fases del desarrollo embrionario del pez cebra. Las etapas del desarrollo embrionario
se diferencian de acuerdo al nUmero de células y horas. Zigoto, es la uniéon de las dos células
germinativas. Escision, es la division de las células en intervalos de 15 min. Blastula, periodo en el
cual el blastocito comienza a verse como una esfera de células (64 células). Gastrula, comienzan
los movimientos celulares morfogenéticos y se producen las capas germinativas. Segmentacion, se
visualizan las somitas y comienzan a hacerse visibles los érganos primarios, la yema de la cola se
hace prominente y se alarga el embrién. Faringula, en esta fase, el desarrollo tiene semejanza con
otros vertebrados y presenta mejor organizacién de las estructuras que lo componen (0jos, corazon,
saco vitelino, aleta, etc). Eclosion, etapa donde el embrion sale del corion y la morfogénesis es casi
completa. Larva temprana, se caracteriza por el nado de la larva y alta actividad motora (Modificado
de Kimmel et al., 1995)

2. Bioseguridad

Los procedimientos se realizaron de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999. Los

embriones de pez cebra se incubaron a temperatura de 27-28°C. Una vez que la
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hembra liberd los embriones, estos se lavaron cuidadosamente con agua del grifo
para después pasarlos a cajas Petri con su respectivo medio de cultivo y
tratamiento. Los residuos bioldgicos y guantes fueron desechados en bolsa roja. A

continuacion, se describe la metodologia utilizada (Fig. 9).

3. Diagrama metodolégico

Tincion con BGII

S=

—

Reproduccion Tratamiento 20-25min. a 4°C

L {3

Incubacion de Evaluacion de la

embriones locomocion
Mediante sensibilidad

F pg/L; 500ug/L — (}PCR

o

Figura 9. Metodologia. El diagrama muestra los pasos realizados para llevar a cabo el protocolo de
experimentacion, el cual inicia con la reproduccién de los peces hasta obtener los embriones, pasan
a ser incubados y a proporcionarles el tratamiento a las diferentes concentraciones de DEP hasta
llegar a las 120 hpf. Se les evalta la capacidad de locomocion y se sacrifican para analizar el
contenido de mielina (BGlI) y la cuantificacion de genes implicados en la mielogénesis (qQPCR).

4. Metodologia

4.1 Reproduccidén y recoleccion de embriones del pez cebra

Para la obtencién de embriones de pez cebra, se colocaron a los peces adultos en

cajas de reproduccion (un macho y dos hembras), los cuales fueron aclimatados
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con un flujo de agua corriente a 28°C y un fotoperiodo de 16:8 (luz-oscuridad) en la
pecera dentro del laboratorio de "Receptores Nucleares y Neurobiologia™ de la
UNAM durante toda la noche. Al dia siguiente se removio el separador de la caja de
reproduccion y se dejaron juntos para la reproduccion por un tiempo aproximado de
20-25 min, una vez que los embriones fueron expulsados, los peces se trasladaron
a la pecera, mientras que los embriones pasaron a una coladera de plastico con
rejillas muy compactas donde se les dio un cuidadoso lavado con agua corriente y

por consiguiente para ser trasladados a cajas Petri.

4.2. Medio de cultivo embrionario

Los embriones de pez cebra fueron mantenidos en un medio de cultivo embrionario
(ME) que contenia los nutrimentos necesarios para su crecimiento: 5 mM NacCl, 0.17
mM KCI, 0.33 mM CaClz, 0.33 mM MgSOa4 y 5 gotas de azul de metileno (Jung et
al., 2010).

4.3 Tratamiento de embriones con DEP

Los embriones fueron agrupados en cajas Petri (n = 25 grupo) con ME vy fueron
incubados a 28°C durante 120 h, en presencia o ausencia de DEP (50; 500; 5000;
25000 pg/L). Las concentraciones empleadas de DEP equivalen a aquellas
administradas en estudios previos (Xu et al., 2013) y/o concentraciones reportadas
en sangre y orina de humano (Garcia et al.,, 2018). La Tabla 4 muestra las
equivalencias de los tratamientos en molaridad. El tratamiento fue administrado por

inmersion durante cinco dias (120 h) con recambio de medio cada 24 h.
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Tabla 4. Concentraciones experimentales de DEP.

DEP DEP
(Mg/L) (LM)
50 0.22
500 2.2
5000 22.4
25000 112

4.4 Evaluacion delalocomocion por el sistema ablanco y negro automatizado

La evaluacion de la locomocion de las larvas se realizo a las 120 hpf mediante un
sistema de imagen a blanco y negro. El fundamento del sistema es evaluar la
movilidad locomotora de las larvas simulando la corriente de los lagos o rios que
siguen por naturaleza. El sistema consisti6 en una imagen con barras negras y
blancas intercaladas de forma horizontal que se proyectaban en formato de video
creando un movimiento de los colores blanco y negro hacia la parte superior o
inferior de la imagen y colocado debajo de las cajas Petri de los peces. Entre cada
tipo de movimiento, en el video se reprodujo una imagen en blanco para identificar
la posicidn de las larvas entre cada tipo de movimiento (Fig. 10). La evaluacién se
realizé de la siguiente manera (Creton, 2009): las larvas fueron posicionadas en una
caja Petri limpia con un poco de medio de cultivo; posteriormente, la caja fue
colocada sobre una pantalla de laptop que proyectaba la imagen de las barras
blanco y negro para habituar a las larvas al nuevo ambiente visual durante 2 min.
Posteriormente se inici6 la reproduccién del video de las barras blancas y negras
intercaladas con movimiento hacia la parte superior e inferior de la imagen. Se
tomaron fotografias entre cada imagen en blanco para determinar la posicion de las
larvas y se registraron las posiciones de las larvas por cuadrantes superior e inferior.

Dicho proceso se realizé en cuatro ocasiones.
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Desplazamiento

Figura 10. Imagen del sistema de barras a blanco y negro. Se muestra la caja Petri que contenia
a las larvas, posicionada sobre la imagen de barras alternadas de color blanco y negro.

4.5 Evaluacién de lalocomocion mediante respuesta evocada por el tacto

El sistema de locomocién mediante respuesta evocada por el tacto se fundamenta
en la evaluacioén de la respuesta 0 movimiento que resulta de un estimulo de manera
externa en las larvas, el cual se caracteriza por simular una amenaza a la larva, la
cual consiste en proporcionar un pequefo toque en el tronco de la larva y determinar
su reaccion en locomocién. El protocolo consistié en colocar la larva en una caja de
Petri con medio de cultivo templado a 27-28 °C y se procedio a realizar un ligero
toque en el tronco de la larva con una aguja de jeringa para insulina. Se midi6 el
tiempo de reaccién de la larva inmediatamente después del estimulo, la distancia
recorrida por el alevin después de su respuesta, y la velocidad después del estimulo
externo hasta los 0.20 cm como distancia establecida (Sztal, et al., 2016). Los
movimientos de las larvas fueron monitoreados a través de una cadmara de video
durante todo el experimento y los videos obtenidos fueron procesados en el

programa Kinovea (version 0.9.5).

4.6 Anestesiay sacrificio

Una vez concluidas las evaluaciones conductuales se realiz6 el sacrificio de las

larvas mediante frio, para lo cual las cajas de Petri con las larvas fueron colocadas
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sobre camas de hielo durante 25-30 min hasta verificar que su corazén dejaba de

latir mediante microscopia.

4.8 Tincion de la mielina en el pez cebra

Las larvas fueron divididas en dos grupos para destinarlos a tincion con Black Gold
II (BGII) y determinacion de la expresion génica (ver mas adelante) (n=12/grupo).
Las larvas destinadas a tincion fueron colocadas a micro tubos de 1.5 mL, se les
eliminoé el medio de cultivo embrionario y se agregd PFA al 4% (paraformaldehido)
y se incubaron por 24 h, posteriormente el PFA fue desechado y las larvas se
lavaron dos veces con PBS (buffer fosfato salino) y se incubaron en sacarosa al
30% por 24 h.

Para la tincion de las fibras de mielina en el pez cebra se empleé la técnica de BGII
en una preparacion del animal completo o “whole-mount”. EI BGIl es un
aurohalofosfato en polvo color amarillo que se utiliza para marcar tractos y fibras de
mielina tifiéndola de color violeta. La tincion se realizé con el siguiente protocolo: el
BGIll y el tiosulfato (4%)) fueron calentados a 60 °C por 15 min, el BGII caliente fue
agregado a los microtubos con las larvas tempranas previamente fijadas y sin la
sacarosa hasta sumergirlas. Posteriormente, las larvas fueron incubadas al horno
por 45 min a 60 °C y al término de la incubacion, se eliminé el BGII de los tubos y
se lavaron dos veces con agua MilliQ por 2 min cada uno, retirando al final toda la
solucion remanente en el tubo. Finalmente, se agrego el tiosulfato a los tubos y se
llevaron al horno por 3 min a 60 °C, se elimind el tiosulfato y se lavé dos veces con
agua MilliQ por 2 min cada uno. Se prosiguié a la visualizacion de las larvas por
medio del microscopio Zeiss y a la toma de fotografias a través del programa
TCapture.

Las fotografias fueron analizadas con el algoritmo de edicion de imagenes de Matlab
desarrollado por el Dr. Victor De Lafuente Flores del Instituto de Neurobiologia de
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la UNAM, Campus Juriquilla, para detectar la intensidad de color que se tifi6 la
mielina con el BGII.

4.9 Determinacion de la expresion de mbp, pO, plp y sox10

Para determinar el efecto del tratamiento con DEP en la expresiébn de genes
relacionados al proceso de mielinizacion, se extrajo el RNA total de las larvas a las
120 hpf mediante el método del TRIzol. El protocolo consistié en lo siguiente: se
trasladaron las larvas a un microtubo de 1.5 mL sin el ME y se lavaron con agua
destilada dos veces, una vez lavadas y sin ningun liquido las larvas fueron pesadas
en una balanza y se prosiguio a agregar 1 mL de TRIzol por cada 100 uL de muestra
de tejido, se trituré con un mortero hasta que no se visualizd6 ningun tejido.
Posteriormente, se agregaron 0.2 mL de cloroformo por cada 1 mL de TRIzol
utilizado al microtubo, se llevé al vortex por 5 veces y se dejé reposar por 3 min, las
muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Se continué con el pipeteo
del ARN para pasarlo a otro microtubo etiquetado, se afiadié 0.5 mL de isopropanol
por cada 1 mL de TRIzol utilizado, se llevo al vortex y se dejo reposar 10 min a
temperatura ambiente. Una vez terminado el tiempo de reposo se centrifugd a
12,000 rpm por 10 min a 4 °C. Después se removié el liquido del microtubo sin
llevarnos el pellet, se agregé 1 mL de etanol al 75 % por cada 1 mL de TRIzol, se
paso al vortex 2 veces y se centrifugé a 7,500 por 5 min a 4 °C. Se retir6 el etanol
sin llevarnos el pellet. Una vez terminado ese paso se prosiguié a suspender en
pellet en agua libre de ARNasas (20-50 pL) y se diluyd para dejarlo reposar por 5
min en el horno a 60 °C. Por ultimo, se realiz6 la lectura en el equipo nanodrop para

determinar la cantidad de ARN por pL de muestra.

Para la elaboracion de RT, se parti6 de 2,000 ng de muestra de acuerdo con los
datos obtenidos anteriormente en el nanodrop. En un tubo de PCR se prepararon
las siguientes reacciones: en la primera mezcla llevamos a un total de 15 pL de la

muestra, el oligo dT y el agua DEPC. La reaccion fue termociclador con el siguiente

37



protocolo: 70 °C por 5 min, 4 °C por 5 min, y 42 °C por 1 h. Una vez que el
termociclador llegd a los 4 °C, procedimos a agregar los UL que se requerian de la

segunda mezcla.

La segunda mezcla se prepar6 de acuerdo al protocolo del fabricante de la enzima,
agregando 90 pL de Buffer 5x RT, 22.5 uL de dinucledtido, 9 pL de RNA sintetasa,
18 pyL de enzima RT y 40.5 pL de agua libre de ARNasas,

Para la PCR, se realiz6 la mezcla con los oligos y el SyberGreen, partiendo de que
se agregaron 6 pL de esta mezcla a cada tubo. Una vez que las muestras salieron
del termociclador se les agrego6 60 uL de agua de PCR, y agregamos 4 uL de esta
a los tubos con la mezcla del SyberGreen y los oligos sin dejar burbujas, por ultimo,
procedimos a llevar las muestras a un sistema de PCR siguiendo el programa:
desnaturalizacion 94 °C (2min), alineacion 94 °C (15 seg), sintesis de ADN 72 ©C.

4.10 Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el andlisis de varianza (ANOVA)
de una via acoplado a una prueba post-hoc de Tukey para determinar diferencias

entre tratamientos y controles utilizando el programa GraphPad Prism 7.

RESULTADOS

1. Evaluacion de lalocomocién en las larvas tempranas

i.  Sistema de locomocion a blanco y negro automatizado
Este sistema permite visualizar el movimiento de la larva cuando el programa realiza
movimientos de desplazamiento hacia arriba y hacia abajo de una imagen con
lineas negras y blancas intercaladas, se analiz6 esta actividad motora en tres larvas

por cada grupo. Se encontré que las larvas control siguen el patron de las lineas
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blancas y negras durante el ensayo conductual, sin embargo, la mayoria de las
larvas tratadas con DEP pierden este patron conductual (Fig. 11).

Control

50pg/L

500pg/L

5,000ug/L

25,000ug/L

Figura 11. Evaluacién de lalocomocidén mediante el sistema a blanco y negro. Se muestran las
ilustraciones del desplazamiento hacia abajo y hacia arriba de las larvas controles y tratadas con
DEP (n=3). La primera columna muestra la posicién de las larvas antes de la evaluacion y después
de su adaptacion al nuevo ambiente de la imagen. La segunda y cuarta columna muestran el
desplazamiento hacia abajo; mientras que la tercera y quinta columna muestran el desplazamiento
hacia arriba.

ii. Sistema de locomocion por respuesta evocada al tacto.

Este sistema se utilizd para evaluar el movimiento de la larva en respuesta a un
estimulo de sensibilidad proporcionado por un agente externo, como es el toque del
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tronco del pez con una aguja de insulina, el cual simula una amenaza para la larva.
Empleando el software Kinovea (version 0.9.5) se midi6 la distancia recorrida, el
tiempo de reaccion de las larvas y el tiempo para recorrer una distancia
proporcionada (0.20 cm) una vez que estas fueron expuestas al estimulo. Los datos
del analisis de la distancia recorrida de las larvas no mostraron diferencias
significativas entre los grupos (Fig. 12), mientras que el tiempo de reaccion se vio
aumentado en el grupo de 25,000 pg/L (***P<0.0004), es decir, las larvas con el
tratamiento mas agudo reaccionaron al estimulo externo de manera tardia en
comparacion con el control. En cuanto a la determinacion de la velocidad (0.20 cm),
las larvas tratadas a mayor dosis 25,000 ug/L realizaron el recorrido con una menor
velocidad (*P<0.0142).

A Distancia recorrida B Tiempo de reaccion
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Figura 12. Evaluacién de lalocomocién mediante unarespuesta evocada al tacto. Los graficos
muestran los diferentes parametros evaluados en respuesta al estimulo externo (n=13). A. Distancia
recorrida, B. Tiempo de reaccion de las larvas al recibir el estimulo; C. Velocidad del movimiento
(0.20 cm). Los datos fueron analizados con ANOVA de una via (***p<0.0004); (*p<0.0142).

2. Efecto del DEP sobre la formacién de fibras de mielina

Las vainas de mielina de las larvas de pez cebra de 120 hpf fueron tefiidas utilizando
el colorante Black Gold Il. La Figura 13 muestra las fotografias de las larvas
completas tanto del control y tratadas con DEP y el tronco se muestra en una imagen
amplificada. Se realiz6 un andlisis de imagen (Matlab, 2019) para determinar el
porcentaje de intensidad tefiida con BGII del area del tronco (Fig. 14), el cual mostro
una disminucioén de la intensidad de tincion en todos los tratamientos con DEP: 50
pug/L (*P<0.0196); 500 pg/L (**P<0.018): 5000 pg/L (***P<0.0009); 25000 pg/L
(**P<0.0013) (Fig. 15).

A. Control
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B. 50pg/L C. 500pg/L

E. 25000pg/L

Figura 13. Tincion con BGII. Se muestran imagenes representativas de la tincion con BGII de larvas

con o sin tratamiento con DEP.

Control S0ug/L

BGlI

Intensidad 100% 47.8% 49.3% 53.4%

Figura 14. Intensidad de mielina tefiida con BGIl. Se muestran imagenes representativas del
tronco de las larvas para cada tratamiento. La primera fila muestra los troncos tefiidos con BGII, la
segunda fila muestra los troncos con un enmascaramiento de la sefial generada con el programa de
Matlab. Se indica el porcentaje de intensidad de mielina para cada dosis.
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Figura 15. Porcentajes de intensidad de la mielina con BGIl. Se muestran el porcentaje de
intensidad de la tincién con BGII del tronco de las larvas control y tratadas con DEP (n=4). Los datos
fueron analizados con ANOVA de una via, se indica la significancia estadistica *P<0.0196;
**P<0.0018; ***P<0.0009.

3. Efecto del DEP sobre la expresion de mbp, plp, pOy sox10

Evaluamos la expresion génica de mbp, plp, pO y sox 10 (Fig. 16), las cuales fueron
determinadas en las larvas con tratamiento y en los controles (120 hpf) (n=20). Se
observé una disminucién de la expresion de mbp en todos los tratamientos con DEP
(***p<0.005); mientras que en la expresion de pO, plp, y sox10 no se encontraron
diferencias significativas
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Figura 16. Expresion de mbp, pO, plp, sox10 en peces con o sin tratamiento con DEP. Las

gréficas muestran la expresion de A. mbp, B. pO, C. plp; D. sox10. Los datos fueron analizados con
ANOVA de una via **P<0.0015; *P<0.0182; **P<0.0016; ***P<0.0007.

DISCUSION

En el presente estudio se analizaron los efectos del DEP sobre el proceso de
mielinizacion en el SN. Los peces fueron tratados con distintas concentraciones de
DEP durante su etapa embrionaria y se evalué la locomocién del pez cebra
mediante un andlisis de blanco y negro y un analisis evocado a una respuesta.
Ademas, se analiz6 la formacion de mielina mediante la tinciéon de BGIl y la

expresion de genes asociados a la mielinizacion.

El andlisis de la locomocién de las larvas del pez cebra con el sistema a blanco y
negro mostré una disminucién en el desplazamiento en la mayoria de las larvas
tratadas con las dosis mas altas del DEP, limitandose a realizar un solo movimiento
de desplazamiento, quedando en el mismo lugar sin movimiento alguno
posteriormente. De igual manera, los resultados del analisis de locomocion con el
sistema de una respuesta evocada al tacto mostraron un aumento del tiempo de
reaccion y una disminucion de la velocidad Unicamente en las larvas tratadas con

las dosis de 25,000 pg/L al DEP. Al respecto, existen algunos estudios similares que
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muestran resultados contradictorios. Por un lado, los realizados por Tran et al.,
2021, quienes expusieron embriones de pez cebra a diferentes concentraciones de
DEP (0.5, 5, 50, 500, 1000, 10,000 y 100,000 ug/L) desde las 4 hpf hasta las 120
hpfy evaluaron el movimiento de las larvas mediante pruebas de nado e interrupcion
del nado, los autores no encontraron diferencias entre los grupos tratados con DEP
y el grupo sin tratamiento. Nuestros resultados coinciden con los datos obtenidos
de Tran et al., al no encontrar alteraciones del movimiento del pez cebra en las dosis
de 50 y 500 pg/L de DEP.

En contraste Pu et al. (2020) realizaron tratamientos con DEP en embriones de pez
cebra a seis diferentes dosis (1500, 2000, 4000, 6000, 8000 y 10,000 ug/L) desde
las 4 hpf hasta las 120 hpf y evaluaron el movimiento de los embriones a las 24 hpf.
Ellos encontraron que el tratamiento con 8,000 pg/L DEP disminuye el movimiento
de las larvas mientras que la dosis maxima de 10,000ug/L indujo muerte temprana
de las mismas. Los datos obtenidos de Pu et al., aungue no son comparables con
nuestros resultados por el tiempo de medicion de la locomocién y dosis de DEP
empleadas, muestran efectos del DEP en la locomocion de los peces. En conjunto,
la evidencia sugiere que el DEP podria alterar la locomocion de los peces; sin
embargo, es necesario realizar mas estudios para evaluar su efecto en relacion a la

dosis y tiempo de exposicion.

Para determinar el efecto del DEP en el proceso de mielinizacién, evaluamos las
fibras de mielina de las larvas tratadas con DEP a 120 hpf mediante tincidon con
BGII. La tincion con BGII se ha empleado previamente para tinciones en areas de
medula espinal, tectum, telencéfalo en cortes de pez cebra (Larson et al., 2010) y
nuestro estudio analizé la tinciébn con BGII a su exposicién con DEP en una larva
completa (whole-mount) de acuerdo al protocolo de Farias-Serratos et al., 2021.
Nuestros resultados mostraron una disminucion de la tincion a partir de la dosis de
50 pg/L de DEP, lo cual indica una disminucion en la cantidad de mielina en el
sistema nervioso periférico dada por la exposicion al DEP durante la etapa

embrionaria, lo que podria afectar negativamente a procesos de conduccién
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nerviosa neuronal, en este sentido en nuestro estudio observamos afectaciones
funcionales en el movimiento de los peces tratados Unicamente con la dosis méas
alta de DEP; por lo que convendria realizar mas estudios para determinar si los
cambios observados en el depdsito de mielina podrian inducir alteraciones de otros

procesos bioldgicos asociados a sistema nervioso.

Posteriormente, el andlisis de la expresion de genes asociados a la mielinizacion en
sistema nervioso central y periférico: mbp, plp, p0O y sox10 mostraron una
disminucién de la expresion de mbp en las larvas tratadas con DEP a las diferentes

dosis (50, 500, 5000, 25000 ug/L) y no se observaron cambios en plp, pO y sox 10.

La disminucion en la expresion de mbp podria producir una alteracion en la
formacién de la estructura de la vaina de mielina, generando una estructura
inestable y funcional de la misma (Naffaa et al., 2021). Nuestros resultados difieren
de aquellos obtenidos por Xu et al., en el afio 2013, quienes determinaron la
expresion de mbp en larvas tratadas con DEP a tres concentraciones (5, 50,
500ug/L) a 96 hpf y encontraron que en la dosis maxima de 500 ug/L, el DEP indujo
un aumento de la expresion de mbp. Esta discrepancia de los datos de Xu et al. con
los nuestros podrian ser porque los primeros expusieron a los embriones por solo
96 h, mientras que nosotros los llevamos hasta los 120 hpf; ademas, Xu remplazé
las soluciones con el DEP cada 12 h mientras que en esta tesis se realiz6 cada 24
h. A la fecha, no existe evidencia sobre los mecanismos que subyacen el efecto del
DEP en la expresion de mbp; sin embargo, en estudios realizados con otro tipo de
disruptores como el BPA encontraron una disminucion de la expresién de mbp a
nivel SNC, la cual se asocio con una reduccion de la actividad de exploracién en
ratones tratados con 50 mg/kg de BPA durante 15 dias (Luo et al., 2017). Esta
alteracion de la expresion podria estar dada en parte por la interferencia de la
sefalizacion en parte de hormonas tiroideas, al disminuir la expresion de una de las
isoformas de su receptor (TRB1) produciendo una disminucion de la proliferacion,
maduracion y supervivencia celular en las células precursoras de oligodendrocitos

(Tandon, et al. 2020). Ademas, se encontré0 que esta exposicion al BPA causa
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inhibicién de la via del desarrollo Notch, la cual es esencial para la formacién de OL
(Tandon et al., 2020). Lo anterior realza la relevancia de estudiar los mecanismos
de accion moleculares involucrados en los efectos del DEP a nivel de la regulacion

génica en el sistema nervioso.

Nuestro estudio es la primera investigacion que evalla el efecto del DEP sobre la
formacion de mielina y su actividad motora en pez cebra. Nuestro trabajo aprovecho
las ventajas que tiene la tincion de BGII en larvas al brindar una visibn mas completa
de estds y no Unicamente en cortes como se habia realizado anteriormente,
ademas, se puede visualizar la fibra de mielina de manera mas completa. Nuestros
hallazgos dan pauta a estudios posteriores para investigar los mecanismos que
subyacen a los efectos del DEP sobre el proceso de mielinizacion en etapas

embrionarias y adultas.

Por otro lado, entre las limitaciones de nuestro estudio se encuentran evaluar el
efecto de la exposicion a DEP en etapas adultas del pez y a exposiciones por un
tiempo mayor a las 120 hpf, asi como determinar los niveles de DEP durante el
experimento. Seria interesante analizar el efecto sobre la exposiciébn a DEP sobre
la mielinizacibn en etapas adultas y explorar los mecanismos moleculares
implicados, esto debido a que el DEP podria estar afectando de manera diferente al
sistema nervioso, en cuanto al tipo de células, vias de sefalizacién, etc. y de tal
manera posiblemente se encuentre un efecto diferente al encontrado en este
trabajo; asi como comparar los resultados de la tincion de mielina de BGII contra
otra tincién, por ejemplo, el luxol fast blue y dar un seguimiento de la locomocién a
las 48, 72y 96 hpf para poder realizar una comparacion con el cambio de exposicion
al DEP.
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CONCLUSION

El tratamiento con DEP repercute en la locomocion de larvas de pez cebra con la
concentracion méxima del disruptor (25,000 ug/L), y disminuye la formacién de
mielina y la expresion de mbp en larvas de pez cebra tratados con todas las dosis

del disruptor.
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