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RESUMEN.

En este trabajo se expuso a organismos correspondientes de la especie Daphnia
magna a paracetamol por 21 dias durante 3 generaciones distintas, para
determinar el efecto del paracetamol en la modificacion en la expresion genética
de los genes detoxificadores Hormone-Like receptor-96 (HR-96), Glutation-S-
transferasa (GST) y Citocromo P 314 (CYP314) mediante la técnica de RT-qPCR.
Para esto, el organismo fue identificado mediante técnicas moleculares,
obteniendo en un 100% la identidad de Daphnia magna. Las generaciones
utilizadas corresponden a: Los organismos iniciales, la reproduccion del dia 10 y
la reproduccién del dia 21, a las cuales se les nhombré como grupo 1, 2 y 3

respectivamente.

Los resultados obtenidos de la modificacion en la expresion genética muestran
una inhibicién significativa para los genes HR-96 (G1: 32.58%, G2: 27.08%) y
GST (G1: 33.22%, G2: 20.16%) para luego aumentar su expresion genética
respecto al basal, de forma no significativa en HR-96 (G3: 9.68%) y significativa
en GST (G3 9.68%). Ademas, se determinaron concentraciones letales y
subletales del paracetamol a través de bioensayos agudos de 48 horas,

obteniendo resultados de LC50 de 14.795 mg/L y LC10 de 1.120 mg/L.
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ABSTRACT

In this work, 30 organisms of Daphnia magna specie were exposed to
paracetamol for 21 days for 3 generations, to determine the effect of
paracetamol in the genetic expression of 3 different gene targets: Hormone Like
Receptor-96 (HR-96), Glutathione-S-transferase (GST) and Cytochrome P 314
(CYP314) using the RT-gPCR technique. For this, the organism was identified
by molecular techniques, obtaining 100% identity of Daphnia magna. The
generations used correspond to: The initial organisms, the reproduction on day
10 and the reproduction on day 21, which were named as groups 1, 2 and 3

respectively.

The results obtained from the modification in gene expression identified a
significant inhibition for the genes HR-96 (G1: 32.58%, G2: 27.08%) and GST
(G1: 33.22%, G2: 20.16%) genes, to later increase their gene expression
respect to their baseline, not significantly in HR-96 (G3: 9.68%) and significantly
in GST (G3 9.68%). In addition, the lethal and sublethal concentrations of
paracetamol were determined through acute 48-hour bioassays, obtaining

results of LC50 of 14,795 mg/L and LC10 of 1,120 mg/L.

Vi



1. INTRODUCCION

Actualmente existe una gran problematica debido a la cantidad de sustancias
toxicas que estan presentes en el ambiente. Estas sustancias derivan de los
procesos industriales, de la actividad humana y de los actuales sistemas agrarios
cada vez mas intensos, las cuales van afectando dafinamente el

ecosistema(Plaa et al., 1982; Sanchez-Bayo et al., 2012).

En los ultimos afios se han encontrado nuevas sustancias toxicas en el ambiente,
los que han sido asignados como contaminantes emergentes. Estos son
sustancias previamente desconocidas como contaminante o no reconocidas
como tal, cuya presencia en el medio puede provocar consecuencias
desconocidas(Rosenfeld & Feng et al., 2011). Entre los contaminantes
emergentes encontrados en el medio acuatico cabe destacar farmacos,
pesticidas, hormonas y productos de higiene y cuidado personal(Langdon et al.,

2011).
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Figura 1-1: Ciclo de contaminacion del agua(Barcel6, 2014).

Mundialmente el uso de medicamentos ha aumentado progresivamente durante
las ultimas décadas y actualmente se ha detectado la presencia de varios
farmacos en el ambiente, especialmente en ecosistemas acuéticos(Fent et al.,
2006; Petrovi¢ et al., 2003; Veiga-Gomez etal., 2017). En general se han
encontrado numerosas familias de medicamentos; antibiéticos, antiinflamatorios
no esteroidales (AINEs), B-bloqueadores, antidepresivos, tranquilizantes vy, los

mas prevalentes, analgésicos y antipiréticos(Nikolaou et al., 2007).

Mas de 200 farmacos se han reportado en rios a nivel mundial, con
concentraciones entre ng/L hasta pg/L en aguas superficiales(Buser et al., 1999).

Antibidticos se han encontrado en altas concentraciones, llegando a niveles de



6,5 mg/L para ciprofloxacino(Chen & Zhou, 2014; Hughes et al., 2013), causando
aumentos en la resistencia bacteriana, esto representa un gran problema para la

salud mundial en este siglo.

Estudios realizados en Inglaterra detectaron 70 compuestos diferentes, 60 de
ellos son compuestos farmacéuticos, por ejemplo tramadol, que fue detectado
con concentraciones de 6 ug/L, ibuprofeno y paracetamol, en concentraciones de
2,2 pg/L y 1,3 pg/L respectivamente(Petrie et al., 2015). Dentro de la Unién
Europea se han realizado diversos estudios, uno de ellos analiz6 33 compuestos
en aguas superficiales, ellos identificaron productos de limpieza vy
mayoritariamente farmacos(Ebele et al., 2017), como 17B-estradiol (E2), 17a-
etinilestradiol (EE2) y diclofenaco como sustancias peligrosas(Sanchez et al.,

2011).

Chile no se encuentra ajeno a esto, el consumo de medicamentos ha aumentado
progresivamente en la poblacion, asi la Encuesta nacional de salud, 2009-2010,
muestra que los analgésicos son los mas consumidos con un 22.7%, entre ellos
aspirina y paracetamol(Minsal, 2013). El hecho de la presencia de medicamentos
en el ambiente se debe a la mala eliminacion de ellos y a su facil llegada a los

cuerpos de agua. Estos son eliminados a través del desagiie de las casas o bien



arrastrados por la precipitacion y lixiviados de los rellenos sanitarios(Gracia-Lor

et al., 2012).

En nuestro pais las normativas vigentes no consideran a los farmacos como
contaminante, por lo que no existe un control en su eliminacion, actualmente solo
existen procedimientos de eliminacidn para industrias y centros asistenciales, por

ejemplo:

» Nch 409/1. Of2005 Agua potable: Esta norma establece los requisitos de

calidad que debe cumplir el agua potable en el territorio nacional. Dentro
de del pardmetro tipo Il, criterios para elementos o sustancias quimicas de
importancia para la salud, no se consideran los farmacos como un

elemento de importancia(NCh409, 2005).

> Ley 19300 Ley sobre bases generales del medio ambiente: En la

enumeracion de proyectos o actividades susceptibles a causar impacto
ambiental, en cualquiera de sus fases, no fueron considerados los
procesos en industria farmacéutica, como tampoco la eliminacién de

medicamentos(Ministerio de ambiente, 1994).

» D.S 90/00 Norma de emisiéon para la requlacién de contaminantes

asociados a las descargas de residuos liguidos a aguas marinas vy

continentales superficiales: Establece en una lista los contaminantes con




sus valores maximos y carga diaria, entre los cuales no figuran

medicamentos(D.S 90/00, 2001).

> Circular N°B35/38 Ministerio de Salud, Instrucciones para el adecuado

proceso de eliminacion de residuos de medicamentos en mal estado vy

vencidos generados en establecimientos de salud: Circular que describe y

agrupa medicamentos segun el dafio que pueden provocar, e indica que
los medicamentos deben ser eliminados por el alcantarillado, ya que las
concentraciones detectadas en fuentes de agua potable no revisten

riesgos para la salud de la poblacién(Minsal., 2012).

> NCh 1333 Of78 Requisitos de calidad de agua para diferentes usos:

Norma que describe los requisitos minimos de calidad para distintos usos.
Dentro de la tabla de contaminantes no se encuentra ningun

medicamento(NCh1333., 1978).

Dentro de los medicamentos, el paracetamol es ampliamente usado debido a su
alta efectividad como analgésico y antipirético, actuando como antagonista de la
ciclooxigenasa 3 (COX-3), mecanismo similar al de los AINEs, que después es
metabolizado y eliminado por la orina. Su gran efectividad y bajo costo ha hecho

que sea usado en forma abusiva como analgésico de prioridad por la poblacion



chilena, lo que ha ocasionado un aumento en el nimero de intoxicaciones y
hepatotoxicidad por el mal uso de este medicamento. Las propiedades
fisicoquimicas de este farmaco(PubChem, s. f.), indicadas en la Tabla N°1, le
permiten disolverse y distribuirse sin problemas en fuentes de agua, pudiendo

afectar de esta forma en el ecosistema acuatico.

Tabla 1-1: Propiedades fisicoquimicas del paracetamol.

Solubilidad Log ' /2€"

Compuesto Tipo Estructura quimica N° cas 9 agua
en agua Kow (horas)

Paracetamol H 360h

. 103-90-
CsHoNO,  Analgésico NYC“e' 0390- 1 410 046 (15
2 .
PM=151,17 0 dias)
g/mol HO

Debido a las propiedades de estos compuestos, no es posible eliminarlos
facilmente en las plantas de tratamiento de aguas servidas (PTAS) de Chile a
través de los tratamientos convencionales, donde el tratamiento predominante es
el de Lodos Activados, con un 59% entre todas las PTAS del pais(Sistemas de
Tratamiento de Aguas Servidas, s. f.). Algunos estudios han demostrado que la
adicion de tratamientos con irradiacion UV y H202” permite una mayor eliminacion
de farmacos presentes en el agua, entre un 45% a un 86%(Kdohler et al., 2012;

Zupanc et al., 2013).



A causa de esto, se ha investigado la prevalencia de medicamentos en agua
potable, donde un andlisis el afio 2017 en el rio Biobio y en la planta de
tratamiento de agua “La Mochita”, se obtuvieron resultados positivos para
sucralosa, cafeina, trimetoprim y paracetamol(Ramire et al., 2017). Al momento
de este andlisis se encontraron concentraciones de paracetamol de 0.360 pg/L 'y
0.590 pg/L en el rio Biobio; y 0.040 ug/L en la planta de tratamiento, las cuales
se describieron sin efecto en la salud del ecosistema debido a no demostrar tener

una accion en su capacidad regenerativa.

Previas investigaciones han demostrado que este analgésico tiene efectos
neurotoxicos y de estrés oxidativo en organismos acuaticos, especialmente en el
suborden Cladocera y Rotifera, familia de organismos de gran sensibilidad a
cambios en el ambiente acuético(Oliveira et al., 2015). Otros trabajos sugieren
que el paracetamol inhibe significativamente las enzimas acetilcolinesterasa,
glutation-s-transferasa dependiente de selenio y catalasa, lo que se traduce en
toxicidad neurologica e inactivacion enzimatica(Daniel etal.,, 2019). Sin
embargo, no existen estudios a nivel genético que determinen el efecto de este

medicamento en el ecosistema acuatico.

Para determinar qué efecto tiene un contaminante en el ecosistema acuatico,

como sera el paracetamol en este caso, se deben realizar una serie de estudios



de toxicidad en los cuales se deben usar organismos que cumplan con
caracteristicas especificas, como ser altamente sensibles a cualquier cambio en
Su ecosistema, poseer estabilidad genética, tener un ciclo de vida corto y una alta
tasa de reproduccion, estar distribuido ampliamente a nivel geografico y que sea
de facil manipulacién. Estos organismos son llamados bioindicadores, entre los
cuales se utilizan microalgas, Diplodon chilensis, Onchorhynchus Mykiss y

Daphnia magna.

Con los organismos anteriormente nombrados se realizan bioensayos de
toxicidad realizados bajo condiciones de laboratorio, lo que permite determinar
de forma cuantificable el efecto de compuestos quimicos en el ecosistema. Se

pueden realizar dos tipos de bioensayos de toxicidad(Utrillas et al., 2004):

» De Toxicidad Aguda: Donde se observan los efectos que se producen a

corto plazo por la exposicion del organismo a una determinada
concentracion del quimico. Ya sea a las 24 horas 0 48 horas. De aqui se

pueden obtener distintos tipos de resultados como:

e Concentracion Letal 50 (LCso): Concentracion de la sustancia toxica
que produce la muerte del 50% de la poblacion expuesta, después

de un determinado periodo de exposicion.



e Concentracion Letal 10 (LC10): Concentracion de la sustancia toxica
gue produce la muerte del 10% de la poblacion expuesta, después

de un determinado periodo de exposicion.

e Concentracion Efectiva 50 (ECso): Concentracion de una sustancia
en la que se observa un efecto agudo en el 50% de la poblacion

expuesta, después de un determinado periodo de exposicion.

e Concentracion de Inhibicion (ICsp): Concentracion estimada que

podria causar la reduccion de parametros biolégicos, como

fecundidad, crecimiento, etc de la poblacion expuesta.

» De toxicidad crénica: Donde se observan los efectos de la exposicion del

organismo por 21 dias. Tienen como objetivo estimar la mayor
concentracion no efectiva o segura de los agentes toxicos ensayados y

establecer limites de tolerancia para la presencia de estos contaminantes.

En estos estudios se utiliza mayoritariamente el organismo Daphnia magna, un
crustaceo planctonico de agua dulce, de la familia Cladocera, que se emplea

como bioindicador en ecosistemas acuaticos gracias a su alta sensibilidad a una



amplia gama de productos quimicos, ciclo de vida corto, alta reproduccion a
través de partenogénesis, por lo que posee alta estabilidad genética y facil
manipulacion en el laboratorio(Ebert et al., 2005). Ademas, estéa distribuido en
varias fuentes de agua dulce a nivel mundial, encontrandose alrededor de todo
el planeta. Estos crustaceos desempefian un papel clave en la transferencia de
energia y nutrientes a las redes alimentarias superiores, por lo que también es

una importante especie como centinela ecolégico(Barata et al., 2001).

Se ha observado que hay ciertos genes metabdlicos que se modifican con
facilidad por sustancias quimicas, los que posteriormente son heredados a sus

generaciones, produciendo asi una alteracion a largo plazo del ecosistema.

Para determinar si un compuesto, o farmaco en este caso, puede generar 0 no
un impacto sobre la expresion genética de estos genes anteriormente descritos,
es necesario realizar una técnica que permita medir cuanto se expresan los
genes. Para lograr cuantificar la expresion de un gen es necesario recurrir a la
técnica de qPCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real), también
llamada PCR en tiempo real o PCR cuantitativa.). La PCR en tiempo real se basa
en el principio de la PCR desarrollado por Kary Mullis, que permite detectar ADN

a partir de pequefias cantidades, amplificAndolas hasta mas de un billon de

10



veces(Mullis, 1990), lo que hace que sea la técnica méas sensible para la

deteccion de acidos nucleicos (ADN y ARN)(Wong et al., 2005).

La PCR en tiempo real permite cuantificar expresién génica a través de una
cuantificacion relativa, midiendo los cambios en el estado basal del gen de interés
Versus un gen que tenga una expresion constante, llamados también controles
enddégenos o genes “Housekeeping”, los que actuaran como control. Esto
permite observar diferencias entre el control endégeno, que no cambiara por

ningun estimulo y el gen que estamos estudiando(Aguilera et al., 2014).

El paracetamol fue elegido como el medicamento a estudiar, al ser uno de los
medicamentos mas consumidos por la poblacién chilena segun la “Encuesta
Nacional en Salud” anteriormente nombrada, la “Revisién de la Evidencia del
Mercado Nacional de Farmacos”(Cenafar, 2013), y también en el dltimo registro
entregado por el Instituto de Salud Publica (ISP), el afio 2016, el que presentd
los resultados de los 20 medicamentos mas vendidos en el pais, siendo el
paracetamol el niumero uno, con una cantidad de 3.97 millones de unidades

vendidas(ISP, 2016).

11



En cuanto a los genes, aquellos relacionados a la metabolizacion y detoxificacion

del paracetamol son:

1. Glutation-S-transferasa (GST) es una de las principales enzimas encargadas
de la detoxificacion de radicales oxidativos en los organismos. Se ha
reportado que para Daphnia spp, la catalasa (CAT) y superdxido dismutasa
(SOD) son las enzimas encargadas de proteger las células de radicales
oxidativos por distintos factores, ya sean enddégenos como exdgenos. La
activacion de estas enzimas varia dependiendo de oxigeno y exposicion a
UV(Borgeraas et al.,, 2002; Rozas etal., 2016). La GST interactia
conjugando el metabolito secundario prooxidante del paracetamol como es

el NAPQI.

2. Citocromo P 314 (CYP314) es la enzima principal de este organismo para
sintetizar edcisona, hormona esteroidal principal en el proceso de muda de
caparazon. La ecdisoma junto a su receptor son capaces de regular genes
involucrados en el desarrollo y reproduccién de invertebrados(Rewitz &
Gilbert et al., 2008). La familia de citocromos actia metabolizando el

paracetamol para que este sea eliminado del organismo.

3. Hormone-Like receptor 96 (HR96) es un receptor que juega un rol principal
en la detoxificacion de xenobidticos y proteccion contra diversas sustancias

12



guimicas. Se ha observado que este receptor se activa por una gran cantidad
de principios activos(Karimullina etal.,, 2012). La modificaciébn en la
expresion de este gen se observa en alteraciones alimenticias, aumentando
la resistencia a la desnutricion y alteracion en los niveles de

triglicéridos(Karimullina et al., 2012; Sengupta et al., 2016).

Para determinar la posible accion modificadora del paracetamol en la expresion
genética de este organismo, se analizara la expresion de estos genes a travées
de la técnica de RT-gPCR, técnica que permite transcribir el ARN mensajero en
ADNc o ADN complementario y asi obtener cuanto se esta sintetizando para

estos genes.

13



2. HIPOTESIS

Producto de la actividad del paracetamol, se hipotiza que la exposicion cronica
de Daphnia magna a este farmaco producira un cambio en la expresion de genes
gue codifican las enzimas HR-96, CYP314 y GST, responsables de los

mecanismos de detoxificacién celular.

3. OBJETIVOS:

3.1.Objetivo general:

Evaluar el efecto de la exposicion crénica del paracetamol en genes de

detoxificacion en Daphnia magna.

14



3.2.0bjetivos especificos:

» ldentificar de forma molecular la especie de prueba Daphnia
magna.

» Determinar las concentraciones letales y subletales para D. magna
del paracetamol.

» Determinar el efecto del paracetamol sobre la expresion genética
de
- Hormone-Like receptor 96 (HR96)
- Citocromo P 314 (CYP314)
- Glutation S-transferasa (GST)

» Cuantificar la diferencia de expresion entre los genes de

metabolismo expuestos a paracetamol y los de control.

15



4. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1.Bioensayos con Daphnia magna.

4.1.1. Mantencién de cultivos

60 neonatos de Daphnia magna (menores de 24 horas de edad) se tomaron por
ensayo, dividiendo una mitad como poblacion de control y la otra mitad como
poblacion expuesta a 1 mg/L de paracetamol. Cada poblacion se coloco por
separado en un litro de medio de cultivo, compuesto por sales inorganicas de
CaCOs, KCI, NaHCOs y MgSO4 disueltas en agua desionizada, el que fue
cambiado 3 veces por semana. Al medio de cultivo se le midi6 pH, el que estuvo
entre 7.8 y 8.0, la conductividad no superé los 10 uS/cm y el oxigeno disuelto
saturado fue sobre el 85% a 20°C. Estas fueron alimentadas con 0.5 ml/L de
suspension proteica Trout Chow cerophyl-yast y 0.5 ml/L de microalgas
Selenastrum capricornutum y Chlorella vulgaris 3 veces por semana. Durante
todo su ciclo vivieron en camaras de fotoperiodo, donde tuvieron ciclos de luz y
oscuridad dentro de 24 horas y mantuvieron una temperatura de

20°C(NCh02083, 1999). El dia 10 se tomaron los neonatos para realizar nuevos
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cultivos de control y de exposicion a 1 mg/L de paracetamol, mientras que el dia
21 se realiza el mismo procedimiento a la misma concentracion, pudiendo
observar asi el efecto de la cronicidad del paracetamol en los genes de
metabolismo a estudiar. Luego de 21 dias de desarrollo, las Daphnias fueron
sacrificadas y procesadas para extraer ARN y ser amplificado mediante la técnica
de PCR en tiempo real. Ademas, cada bioensayo conté con 3 réplicas para cada

generacion (dia 1, 10 y 21), obteniendo asi un n=3.

4.1.2. Obtencion de concentracion de concentracién letal y subletal

Basado en experimentos preliminares(Du et al., 2016; lannacone & Alvarifio et
al., 2009) y en concentraciones ambientales reportadas, se seleccionaron 5
concentraciones de forma ascendiente (1, 60, 120, 180 y 240 mg/L) para obtener
las concentraciones letales y subletales, como LC50 y LC10, a través de un
bioensayo de toxicidad agudo. Este bioensayo consistié en la exposicion de 20
neonatos de D. magna por concentracion, distribuidos en 5 neonatos por
recipiente, en un volumen total de 10 mL. Los neonatos tuvieron menos de 24
horas al momento de iniciar el bioensayo y fueron expuestos por 48 horas sin
alimentacion o cambio de medio. Pasado este periodo se procedio a realizar el

recuento de muertes de los organismos.
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Para obtener los valores de concentracion letal, se analizaron los resultados por
el método estadistico Spearman-Karber a través del programa de analisis EPA
Probit versibn 1.5. Para calcular homogeneidad de datos se realizé Chi
cuadrado. Los valores de LC10 a LC90 se informaron como media, con intervalos

de confianza del 95%.

4.2.Modificacidon genética por paracetamol en D. magna.

4.2.1. Extraccion de ADN mitocondrial para identificacién molecular.

30 Daphnias en estado adulto fueron reunidas en grupos de 10 en tubos de
homogeneizacion para ser procesadas con el kit de extraccion de ADN en
columna “QlAamp Fast DNA Tissue Kit” donde se siguio el protocolo de
extraccion del respectivo kit y homogeneizadas por un homogeneizador 3D

“Precellys”. EI ADN fue extraido y congelado a -80°C para posterior uso.
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4.2.2. Extraccion de ARNm y transcripcion reversa.

Cada bioensayo fue separado en grupos de 10 Daphnias adultas, de 21 dias, en
tubos de homogeneizacién y agregado 1 ml de Trizol, posteriormente fueron
homogeneizadas en el homogeneizador 3D “Precellys” y se extrajo el ARN
siguiendo el protocolo de extraccién por Trizol en columna en un nuevo tubo
eppendorf. En este tubo se agregaron 200 uL de cloroformo y se centrifugd a
méxima potencia por 15 min. a 4°C. Se traslado la fase superior que contiene
ARN a un nuevo eppendorf donde se agregd 500 pL de isopropanol, se incubd
por 10 min. y se volvié a centrifugar a max. potencia por 15 min. a 4°C.
Posteriormente se elimino el sobrenadante y se lavo el sedimento con 500 pL de
etanol al 75%, se centrifugd a max. potencia por 5 min. a 4°C. Se elimino el
sobrenadante y se dej6é secar por 10 minutos. Los sedimentos fueron

resuspendidos en 20 pL de agua libre de nucleasas.

El ARNm extraido fue transformado a ADN complementario (cDNA) a través del
proceso de transcripcidn reversa gracias al kit “Omniscript® Reverse
Transcription”. En este proceso se realiz6 primero un mix con el 10x Buffer RT,
mix de dNTP, random primers 10uM, la transcriptasa reversa Omniscript y el ARN
templado. Se mezcl6 por vortex y centrifugé brevemente. Posteriormente se dej6

incubar la mezcla a 37°C por 60 minutos. EI cDNA fue cuantificado por el
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fluorémetro DeNovix “DS-11 FX +”, serie S-03577 con absorbancia entre 260 y

280 nm.

4.2.3. PCR para identificaciéon molecular.

Del ADN mitocondrial se amplificaron las subunidades rRNA 12S y16S en el
termociclador “Step-One” de Termofisher, serie 2710004779. Se utilizéla enzima
polimerasa “MyTaq Red DNA Polymerase” junto a sus nucleétidos y partidores
indicados en la tabla 4-1, obtenidos por bibliografia, como también disefiados por
“Primer3”. Las condiciones de reaccion para el gen 12S fueron: Denaturalizacion
inicial por 5 min. a 94°C, 35 ciclos de denaturalizacion por 30 seg. a 94°C,
annealing por 30 seg. a 56°C y extension por 1 min. 45 seg, seguido de una
extension final por 10 min. a 72°C(Zuykova et al., 2013). Las condiciones para el
gen 16S fueron: Denaturalizacion inicial por 2 min. a 94°C, 35 ciclos de
denaturalizacion por 30 seg. a 94°C, annealing por 30 seg. a 56°C y extension
por 1 min. 45 seg. a 72°C, seguido de una extension final por 2 min. a 72°C.
Posteriormente los productos de amplificacion fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 60 volts por 180 minutos con bromuro
de etidio como intercalante. EI ADN fue purificado a través del kit “Genejet gel
extraction” para luego ser enviado a secuenciar a la “Pontifice Universidad

Catdlica” en Santiago.
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4.2.4. RT-gPCR de genes HR-96, CYP 314y GST.

Se realiz0 la técnica de cuantificacion de la reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real (RT-PCR) para analizar la respuesta de la expresidon genética de
D. magna expuesta a paracetamol. Los primers utilizados en la qPCR fueron
disefiados de acuerdo a secuencias a existentes, descritos en la tabla 4-1, donde
el GAPDH y Act(Heckmann et al., 2006) fueron usados como estandar interno,
mientras que los otros 3 genes fueron usado para analizar la respuesta de la
expresion genética en D.magna post exposicion al paracetamol. Como muestra
la tabla 4-2 se utilizaron primers ya descritos en publicaciones anteriores donde
demostraron tener un buen funcionamiento y ademas se realiz6 una curva

estandar para determinar la eficiencia de ellos.

Tabla 4-1: Partidores utilizados en PCR para identificacion molecular de Daphnia

magna.
Tamafio
Genes Forward primer Reverse primer amplicon  Origen
(pb)
12S ATGCACTTTCCAGTAC AAATCGTGCCAGCC 602 GenBank:
(bibliografia) ATCTAC GTCGC JN903683
12 S ACTGCACCTTGACCT  AAAGGTTTTGGCGGC 501 GenBank:
(Primer3) GAAGT ATTCT U34738
16 S TTTGTAAATAGCCG GGGTCTGATCGTCC 169 GenBank:
(bibliografia) CAGT TTCAAA AY921452
16 S GTACCGTCTGCTCAA  GGGTCTGATCGTCCT 189 GenBank:
(Primer3) - TGCAA - TCAAA , - AY921452
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La expresion de los genes a trabajar fue cuantificada por el termociclador “Step-
One” de Termofisher, serie 2710004779. El kit para su amplificacion y deteccién
fue “Brilliant 1l Sybr green gPCR master mix”. Cada mix contuvo un volumen de
reaccion de 25 pL, el cual contenia 12,5 uL Sybr green mix taq (x5), 1 yL de cada
primer, 2 uL de cDNA, 0,375 pL fluoréforo ROX y fue completado hasta 25 uL
con H20 libre de RNAsas. La concentracion de cDNA con la que se trabajo fue
de 100 ng/uL. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 15 min. a 95°C
y 40 ciclos de 30 seg. a 95°C, 1 min. a 50°C y 30 seg. a 72°C(Liu et al., 2017).
Al final de cada reaccion se realiz6 un analisis de curva de melting para
determinar la formacion de productos especificos y presencia dimeros. Cada
reaccion fue realizada en triplicado para confirmar reproducibilidad de los

resultados.

Tabla 4-2: Partidores utilizados en PCR en tiempo real de cada gen.

Tamaio
Genes Forward primer Reverse primer amplicon Origen
(pb)
HR96 GTCTGGGAAAGTTTG GAACCTGCGTGAACAGC 179 GenBank:
(Bibliografia) TGGAGTAT ATCTA JQ026113.1
CYP314 ACTATGTATGGACTTCCC TTATCGCGGGTGT 194 GenBank:
(Bibliografia) TGGTG CAACG AB257771.1
GST GGGAGTCTTTTACCACCG TCGCCAGCAGCATACT 155 GenBank:
(Primer3) TTTC TGTT KF736983.1
GAPDH GGCAAGCTAGTTGTCA TATTCAGCTCCAGCAG
(Primer3) ATGG TTCC 89 AJ292555
Actina GAGACCGTCTACAACT GTGTCGACAGAGACAA
(Primer3) CGAT ' TGAG 491 AJ292554

22



4.3. Andlisis estadistico.

El analisis estadistico para los resultados del QPCR fue realizado por el software
GraphPad Prism 8.0.1. Se utiliz6 el andlisis test t en cada columna para evaluar
la significancia o diferencia entre los grupos expuestos y el control. Los

resultados experimentales fueron informados como media + desviacion estandar.

4.4. Andlisis de expresion genética.

Los resultados fueron analizados mediante el método AACT donde se
compararon los genes target HR96, GST y Citocromo 314 con el gen de

referencia utilizado GAPDH.

Se realiz6 una curva estandar de dilucion para validar los resultados y comprar
la eficiencia de los partidores utilizados en cada gen. La curva consto de 5
puntos, los cuales fueron concentraciones decrecientes por un factor de dilucion
1:3 comenzando por una concentracién de 1000 pg/uL. Cada punto fue realizado
en triplicado para mayor validez en los resultados. El umbral obtenido en esta
curva fue utilizado para obtener los CT en los gPCR a realizar. La eficiencia

obtenida de los partidores se mantuvo dentro de los rangos de 95-105
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5. RESULTADOS

5.1.1dentificacion molecular de Daphnia magna.
En la figura 5-1 se puede observar la electroforesis de la amplificacion de los
genes de D. magna en un gel de agarosa, realizada con los partidores
sintetizados en Primer3, obteniendo resultados para el gen 12S un tamafio de
aproximadamente 600pb y para el gen 16S un tamarfo aproximado de 200pb,
los mismos resultados que los informados en bibliografia(Zuykova et al., 2013).
Los fragmentos de ADN fueron secuenciados en el laboratorio de la PUC, donde

se obtuvieron las secuencias presentadas en la tabla 5-1.

La amplificacion del fragmento del gen 12S produjo una secuencia de 243 bp,
la cual se compar6 con secuencias del mismo gen para el organismo Daphnia
magna a traves del banco de genes NCBI. Al realizar el BLAST se obtuvo una
similitud del 99.16% hasta 100% observable en la tabla 5-2. La amplificacion
del fragmento del gen 16S produjo una secuencia de 157 bp, que fue

comparada con secuencias disponibles en el NCBI del mismo gen. Se le realizd
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un BLAST a la secuencia, dando una similitud de hasta 99.34%, observable en

la tabla 5-3.

A) Electroforesis genes 12Sy 16S

B) Alineamiento Gen 12S:

Sequence ID: U34738.1 Length: 501

Score Expect Identities Gaps Strand
388 bits(210) 2e-107 228/237(96%) 0/237(0%) Plus/Plus

Query 7 AAACATCCTTTTGGAGTAATCTGACAACGGAGGTATACAAGTTAAACAAATGAAGGTAAG 66

) \IIIIIII\I\II\I\IIIII\I\ CULLECLLELEEELL I|||\I\I|\I\II|I|I
Sbjct 195 AAACATCCTTTTGGAGTAATCTGACAACGGAGGTATACAAGCTAAACAAATG 254

Query 67 ATAAAACGAGGGTTATCGATTACAAGACAAGCTCCTCTGTTTGGTTAGAATGCCGCCAAA 126

Sbjct 255 ATAARAACGAGGGTTATCGATTATAAGACAAGCTCCTCTATTTGGTTAGAATGCCGCCAAA 314

Query 127 ACCTTTGGGTTTGAAGAACAACTTTTACTACCCTATTACCTATTGTAGAGAATAACAGGG 186
\IIIIIII\I\II\I\III I\I\I\\I [LEELLL I\I\IIIII\I\II\I\IIIIII

Sbjct 315 CTTTGGGTTTGAA CTTTTACTACCCTATCACCTATTGTAGAGAATAACAGG 374

e T T ST, =

Sbjct 375 TATCTAATCCTGGTTTTTGGCCCCTTTTTTTTATATCCCTTCAAATAATTAAAGATA

C) Alineamiento Gen 16S:

Sequence ID: AY921452.1 Length: 491

Score Expect Identities Gaps Strand
261 bits(141) Z2e-69 148/151(98%) 1/151(0%) Plus/Plus

Query 4 ATTCTGACTGTGCT -AGGTAGCATAATCATTAGTCTTTTAATTGGAGGCTGGTATGAATG 62

sbjct 59  ATTCTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCATT. GGGGLTGGTATGAATG 118
e ?n|?’???T?’T?‘|"?T???T|WT\Tﬁﬁ’ﬁ‘fh?’T’?ﬁﬁ?ﬂﬁﬁ?ﬂ?ﬁm -
Sbjct 119 ACGAGACGAGAAAATGACTGTCTCTATAATAAACCTTGAATTTCATTTCTGAGTGAARAA 178

Query 123 GCTCAGATAATTTTGAAGGACGATCAGACCC 153

|||II\II\I\II\II\III\\I\I\II\II
Sbjct 179 GCTCAGATAATTTTGAAGGACGATCAGACCC 209

Figura 5-1: A) Electroforesis de genes 12S y 16S de organismoD. magna
realizada a 60V por 240 minutos con bromuro de etidio como intercalante. Primer
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fragmento amplificado del gen 12S, secuencia U34738, con un tamafio de
amplicon observable de ~600pb y tamafio informado de 501 pb. Segunda
amplificacion del gen 16S, secuencia AY921452, con un tamafio de amplicon
observable de ~200pb y tamafo informado de 189pb. B) Alineamiento del gen
12S con la secuencia U34738, obteniendo una similitud de un 96% en esta
secuencia parcial del gen. C) Alineamiento del gen 16S con la secuencia
AY921452, utilizada para la sintesis de los partidores que se usaron en la
identificacién, obteniendo un porcentaje de similitud de 98% en esta secuencia
parcial del gen.

Tabla 5-1: Secuencias de los genes 12 Sy 16S, obtenidas luego de secuenciar
en laboratorio de genética en la PUC.

Gen Secuencia

12S-RNA  TTTTTGAAACATCCTTTTGGAGTAATCTGACAACGGAGGTATACAAGTTAAACAAATGA
AGGTAAGATAAAACGAGGGTTATCGATTACAAGACAAGCTCCTCTGTTTGGTTAGAAT

(243 pb) GCCGCCAAAACCTTTGGGTTTGAAGAACAACTTTTACTACCCTATTACCTATTGTAGAG
AATAACAGGGTATCTAATCCTGGTTTTTGGTCTCTATTTTTTATATTCCTTCAAATAATTA
AAGATA

16S-RNA  CGCATTCTGACTGTGCTAGGTAGCATAATCATTAGTCTTTTAATTGGAGGCTGGTATGAAT
GACGAGACGAGAAAATGACTGTCTCTATAATAAACTTTGAATTTCATTTCTGAGTGAAAAAG

(157 pb)  CTCAGATAATTTTGAAGGACGATCAGACCCCAAA

Tabla 2-2: Comparacion de secuencias parciales del gen 12S obtenidas del
banco de genes NCBI.

L N° pares Porcentaje
Descripcion de bases identificacion GenBank
12S ribosomal RNA gene 0 0 JN903681 -
Europa 427 — 438  99.16% - 100.00% IN903683
125 ribosomal RNA gene 433 99.58% DQ116603.1
LlJZSSA”bosoma' RNA gene 399 97.05% AY921467.1
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Tabla 5-3: Comparacion de secuencias

banco de genes NCBI.

parciales del gen 16S obtenidas del

Descripcidn N° pares de Porcentaje GenBank
bases identificacion

16S ribosomal RNA GQ343274 -
0

gene 272 99.34% GQ343302

égﬁe”bosoma' RNA 272 99.34% KF993366

16S ribosomal RNA MF346501 -
(0)

272 99.34% MF346511

gene

5.2.Determinacion de concentracién letal y subletal.

Luego de 48 horas de exposicion se hizo el recuento de muertes respectivo en

cada concentracién y se analizaron los resultados de mortalidad por el programa

estadistico probit. Se obtuvo una concentracion letal 50% (LC50) de 14.795 mg/L

y una concentracion letal 10% (LC10) de 1.120 mg/L descritos en la figura 2.
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Efecto del paracetamol en D. magna
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Figura 5-2: Concentraciones letales (LC) por paracetamol luego de 48 horas,
n=>5.

5.3. Modificacion en expresion genética por paracetamol.

5.3.1. Amplificacion genes de referencia GAPDH y Actina.

Como se puede observar en la figura 5-3, en A) la amplificacién del gen GAPDH
es constante y no se ve modificado por el efecto del paracetamol, por lo que es
posible usarlo como gen de referencia para normalizar los datos. Se puede
determinar una correcta amplificacion sin produccion de dimeros entre los
partidores o productos secundarios ya que en la curva de melting en B) se puede
observar un solo peak en todas las réplicas. Ademas, en C) se determiné la
eficiencia de los partidores, obteniendo una eficiencia entre los rangos de 95y

105%.
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Figura 5-3: Perfil de amplificacion del gen GAPDH. A) Perfil de amplificacion,
n=8. B) Curva de melting con un solo peak, sin presencia de dimeros ni productos

secundarios.

obteniendo una eficiencia de 97,06%.

C) Curva estandar formada por 5 puntos en diluciones de 1:3,
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La amplificacion del gen Actina es observable en la figura 5-4, demostrando en
A) que el perfil de amplificacion de este gen se ve modificada por la accion del
paracetamol, por lo que se determind que no es Util como gen de referencia en
este experimento. En B) se puede observar una curva de melting poco estable

en la altura obtenida entre las réplicas, pero un solo peak.

Amplificacion Act
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Figura 2-4. Perfil de amplificacion del gen de referencia Act, n=3. A)
Amplificacion de Act. B) Curva de amplificacion del gen.
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5.3.2. Efecto del paracetamol en la expresion de HR96 mRNA.

El gen HR96 fue amplificado y analizado su perfil de expresiéon en la figura 5,
obteniendo resultados positivos para analizar la modificacion de este gen en los
grupos generacionales de D. magna, donde en puede observar en B) se puede
determinar que no la amplificacion fue especifica, sin productos secundarios ni
dimeros entre sus partidores. Ademas, la eficiencia en C) obtenida esté entre los

rangos de 95y 105%.

El perfil de expresién del gen HR96 fue analizado en la figura 5-6, en tres grupos
generacionales distintos. El primero grupo se refiere a los neonatos iniciales del
experimento que se mantuvieron con vida hasta el dia 21 para ser procesados
en el momento de la etapa adulta donde dejan de ser reproductivos. El segundo
grupo se formé a partir de la primera reproduccion que tuvo el grupo 1, los cuales
se mantuvieron 21 dias también. Mientras que el grupo 3 se formoé a partir de la
reproduccién del dia 21 del grupo 1, teéricamente la tltima reproduccion, el cual

se mantuvo igual por 21 dias.

Este gen fue significativamente inhibido durante el paso de las generaciones
(excepto en el grupo 3). Se puede observar un aumento gradual en la expresion

del gen con el paso de las generaciones, al comparar el efecto que tuvo en los
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tres grupos. La inhibicion maxima se puede apreciar en el primer grupo, el cual

no ha tenido exposicion previa al farmaco, resultando en una disminucion en su

expresion genética de un 32.58%. El grupo 2, que tuvo 10 dias de contacto previo

en las madres, muestra aun una inhibicién significativa del gen, pero muestra un

incremento en comparacion al primer grupo, disminuyendo su expresion en un

27.08%. El grupo 3, que tuvo 21 dias de contacto previo, muestra una induccién

no significativa del gen, observandose un aumento de un 9.68%.
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Figura 5-5: Amplificacion gen HR-96. A) Curva de amplificacion, n=9. B) Curva
de melting constante, sin presencia de dimeros o productos secundarios. C)
Curva estandar compuesta por 5 puntos con diluciones 1:3, dando una eficiencia
de 96,49%.
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Figura 5-6: Modificacién genética del gen HR-96 en los grupos 1, 2 y 3. (Data

presentada como promedioxSD n=18). Diferencias significativas estan indicadas

por un asterisco * (* Significa P<0.01). Datos normalizados por gen de referencia
GAPDH
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5.3.3. Efecto del paracetamol en la expresiéon de GST mRNA.

El gen GST fue amplificado y analizado su perfil de expresion en la figura 5-7,
obteniendo resultados positivos para analizar la modificacion de este gen en los
grupos generacionales de D. magna, en el que la amplificacién demuestra tener
un producto Unico en su curva de melting, observandose un solo peak en ella 'y

una eficiencia dentro del rango de 95 y 105%.

La modificacion en la expresion genética de este gen puede observarse en la
figura 5-8, al comparar los perfiles de expresion genética del control con el grupo
expuesto a paracetamol. Luego de 21 dias de exposicion para los 3 grupos, la
expresion genética fue significativamente inhibido para los grupos 1y 2, mientras
el grupo 3 tuvo contrariamente una induccion significativa. El grupo 1 disminuyé
la expresion del gen en un 33.22%, el grupo 2 disminuyd en un 20.16% y el grupo

3 aument6 en un 13.51%.
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Figura 5-7: Perfil de amplificacion del gen GST. A) Curva de amplificacién
obtenida por 40 ciclos a 52°C. n=9. B) Curva de melting con un solo peak, sin
dimeros ni productos secundarios. C) se observa la curva estdndar de este gen,
compuesta por 5 puntos en dilucion de 1:3, obteniendo una eficiencia de 98,11%.
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Figura 5-8: Modificacion genética del gen GST en los grupos 1, 2 y 3. (Data
presentada como promedioxSD n=18). Diferencias significativas estan indicadas

por un asterisco * (* significa P<0.05, ** significa P<0.01). Datos normalizados
por gen de referencia GAPDH.
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5.3.4. Efecto del paracetamol en la expresion de CYP314 mRNA.

La amplificacion de este gen no fue posible realizarse con éxito luego de realizar
varias pruebas. En la figura 5-9 se muestran las distintas temperaturas que se
trataron, en las que no se logré obtener resultados positivos para este gen,
mostrando una débil amplificacién en los ciclos finales, que podia no ser el
producto buscado. Al observar la curva de melting se pudo determinar que hay
mas de un peak en ella, por lo tanto, en se estan produciendo dos productos
distintos, siendo el mas pequefio un posible dimero de los partidores o un
producto secundario no especifico. En el perfil de C) de la figura 5-9 se puede
observar un alta amplificacion pasado el ciclo 38.

Amplificacion CYP 46°C Amplificacion CYP 48°C

A) B) .
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Cycle
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Figura 5-9: Amplificacion del gen CYP 314 en gradiente de temperatura de 46°C
a 52°C con 100 ng/uL de cDNA. A) amplificacién a 46°C, n=2 con negativo. B)
Amplificacion a 48°C, n=2 con negativo. C) Amplificacion a 50°C, n=2 con
negativo. D) Amplificacion a 52°C, n=3 con negativo. E) Curva de melting CYP
314 a 52°C, con peak principal y previo segundo peak con probabilidades de
dimero o producto secundario.
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6. DISCUSION

6.1.Identificacion molecular de Daphnia magna.

La identificacion molecular de este organismo se realizé a través de la
secuenciacion de los genes anteriormente sefialados 16S y 12S, que fueron
establecidos como genes altamente estables y con una secuencia Unica para
cada tipo de Daphnia(Zuykova et al., 2013). De ambos genes, el resultado mas
importante era el del gen 12S, ya que este habia demostrado tener una mayor
eficacia en la capacidad identificatoria de este crustaceo, aunque en este caso
ambos resultados permiten tener una seguridad de casi el 100% en ambos

genes.

Realizar una identificacion molecular de un organismo permite tener una certeza
absoluta de que se esta trabajando con esa especie, ya que las identificaciones
morfologicas permiten un rango de error mayor, al depender de una buena
observaciéon y un ojo entrenado en el caso de crustaceos tan pequefios como lo
es este. Este tipo de identificacion permite eliminar la presencia de un observador
experimentado o factores fisiologicos del animal, como que tenga mal
formaciones que no permita una correcta observacion, o que el microscopio o

lupa utilizada esté en malas condiciones lo que no permita una buena
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identificacién y produzca errores al hacerla(Surajit et al., 2014). Por ejemplo, la
identificacién taxon6mica de D. magna se realiza a través de la observacion de
su postabdomen, donde en su zona inferior se debe ubicar una garra
postabdominal(Standard Methods, 2017). En este caso solo se necesita
asegurarse de que el producto amplificado sea el correcto, lo que facilmente
puede visualizarse a través de un gel de agarosa con un marcador de pares de

bases que contenga entre sus rangos el tamafio buscado.

6.2. Concentracion letal y subletal de paracetamol.

Los resultados obtenidos de este bioensayo muestran un rango de
concentraciones letal menor a los informados en publicaciones anteriores de
distintos autores, informando valores de LC50 de 2,99 mg/L hasta 40 mg/L(Du
et al., 2016), obteniendo en este trabajo un LC50 de 14,795 mg/L y un LC10 de
1,120. Al haberse observado esta diferencia entre los resultados obtenidos de
este trabajo con los ya informados se puede determinar que el paracetamol
posee una actividad toxica en concentraciones menores a las informadas en las
publicaciones que hay en este momento. Ademas se informa en varios paises
que este es uno de los medicamentos mas presente en agua debido a su alto
consumo a nivel mundial(Kolpin et al., 2002). Estudios en distintos seres vivos
de ecosistemas acuaticos demuestra tener un efecto toxico a nivel fisioldgico

40



en todos los organismos testeados, causando mortalidad en ellos(Nunes et al.,
2014) pero sin disminuir su reproduccién. El dafio que puede producir en el
ecosistema acuatico por este farmaco puede ser potencialmente alto, debido a
su alta solubilidad en agua y a su facil penetracion en las células gracias al
pequefio tamafio que tiene. Ademas, se debe recordar que todos los estudios
realizados han sido realizados en condiciones de laboratorio, con paracetamol
puro y sin otro compuesto en el medio, condiciones ideales que no se
encuentran en el ambiente. En este se encuentra con mezclas complejas de
otros compuestos farmacéuticos, productos de higiene personal, hormonas,
metales pesados, pesticidas, etc(Kolpin et al., 2002). Lo que puede modificar el
efecto de ellos o del mismo paracetamol, produciendo una potenciacion de sus

actividades toxicas.

6.3. Efecto del paracetamol en expresidon genética.

Cuando un organismo es expuesto a un compuesto toxico, este respondera
metabdlicamente de la forma mas 6ptima para poder eliminar y evitar el dafio
de este contaminante. Para poder lograr esto, activa mecanismos de
detoxificacion y protecciones contra el estrés que puedan provocar distintos
tipos de sustancias. El paracetamol tiene una compleja actividad oxidante
cuando se estudia su mecanismo de detoxificacion, ya que su metabolito
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conjugado NAPQI y APAP-SG (acetaminofeno glutation conjugado) han
demostrado tener distintos mecanismos toxicos a nivel celular(Rousar et al.,
2010).

Durante los ultimos afios se han publicado numerosos estudios sobre nuevos
mecanismos por los que el paracetamol es capaz de producir dafio oxidativo a
nivel hepatico y celular. De los genes estudiados, HR96 y GST mostraron que,
en presencia de este farmaco, su expresion geneética se ve inhibida en
aproximadamente un 30% y que este efecto se puede mantener durante

algunas generaciones hasta que se desarrolla la resistencia necesaria.

El mecanismo por el que puede ocurrir esto puede ser por los metabolitos NAPQI
y el recientemente estudiado APAP-SG(Rousar et al., 2010), que indican que, el
paracetamol en dosis altas o cronicas, se metaboliza en el metabolito toxico
NAPQI, el cual es conjugado por la GSH a APAP-SG. Este ultimo al aumentar

en concentracion ha demostrado inhibir enzimas antioxidantes como la GSH.

Este mecanismo podria explicar el efecto contrario esperado de este farmaco, ya
gue estudios similares con lbuprofeno y diclofenaco en D.magna, han obtenido
resultados de sobreexpresion de estos genes, la cual es la respuesta esperable
al poder producir estrés oxidativo estos compuestos. Sin  embargo, el

mecanismo propuesto anteriormente solo se ha estudiado en ratas, las cuales
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tienen un mecanismo de detoxificacion mas desarrollado que el organismo

tratado en este trabajo.

El gen CYP314 se intenté amplificar variando la concentracion de cDNA entre
100 y 200 ng, se cambiaron las condiciones de reaccién buscando una
temperatura de hibridacion capaz de unir los partidores a la hebra de ADN,
haciendo un barrido desde 46°C hasta 52°C y aumentando la cantidad de ciclos
hasta un maximo de 40 ciclos sin tener resultados positivos en ninguna de estas

modificaciones.

Se realiz6 un BLAST a los partidores obtenidos desde bibliografia, el cual indicé
gue las temperaturas de fusion de ambos partidores tenian una diferencia de mas
de 5°C, lo cual dificulta obtener una temperatura de hibridacién donde ambos
partidores trabajen de manera Optima. Esto posiblemente repercutié en los
resultados de la PCR obtenidos, mostrando nula amplificacion en comparacion

con los otros dos genes tratados.

Estudios realizados de este gen han demostrado que este se ve inhibido por
contaminantes farmaceéuticos, presentando una relacion inversa entre cantidad
ROS y actividad enzimatica(Wang et al., 2016). Estos estudios han demostrado

gue la enzima es susceptible a contaminantes ambientales y que su actividad se
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ve inhibida inicialmente, pero luego logra estabilizarse, efecto que se ha podido

observar en los genes que se estudiaron en este trabajo también.

Cabe resaltar que el efecto producido por el paracetamol disminuye con el paso
de las generaciones, observandose que la ultima reproduccion que tiene la
primera generacion, tendra desarrollada parcial o totalmente una resistencia al
estimulo que produce este compuesto. Esta es una respuesta poco estudiada
en el organismo D. magna al tener una reproduccion por partenogénesis. Este
organismo, al ser un bioindicador se espera que tenga una alta estabilidad
genética y que por lo tanto no traspase resistencias o cualquier tipo de
modificacion, teoria que ha cambiado en los Ultimos afios gracias a nuevos
estudios los que demuestran que este crustaceo tiene la capacidad de adaptarse

y traspasar resistencias a sus préoximas generaciones.

En cuanto a los genes de referencia utilizados en este trabajo, ambos fueron
obtenidos de bibliografia en la que se trabajé igual con compuestos
farmacéuticos(Liu et al., 2017), al igual que de una lista publicada con los genes
mas estables para el organismo de prueba D. magna, los cuales eran posibles
usarlos como genes de referencia(Heckmann et al., 2006), de los cuales solo el
GAPDH result6 ser capaz de mantener su perfil de amplificacidén estable frente al

efecto del paracetamol. El perfil de la Actina se vio modificado por la accién del
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paracetamol, posiblemente por el efecto inhibitorio a nivel de expresion genética

que se ha estado observando Ultimamente en este compuesto.
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7. CONCLUSIONES

Segun lo analizado en esta investigacion, se puede concluir que el paracetamol
tiene un efecto toxico inhibidor en la expresion genética de los genes de
detoxificacion HR96 y GST, sin haberse podido obtener resultados positivos en
la expresion genética del gen CYP 314, permitiendo asi aceptar la hipotesis
realizada en este trabajo, que el paracetamol tendria un efecto modificador en la

expresion de estos genes.

El efecto que presentd tener el paracetamol se puede describir como una
inhibicion aguda en el tiempo, donde la disminucion en la expresion genética
obtenida de ambos genes fue estadisticamente significativa, observandose en el
altimo grupo un aumento en su expresion, lo que puede interpretarse como una
resistencia desarrollada por el organismo. Al igual, se puede observar que la
primera generacion expuesta tuvo un alto porcentaje de inhibicion, siendo mayor
a 30% en ambos genes, provocando que los organismos sean un tercio mas
sensible a cualquier sustancia toxica, lo que puede conllevar a una mayor

mortalidad de estos crustaceos en una etapa temprana del contaminante.
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A través de los resultados, se puede interpretar que D.magna tiene la capacidad
de entregarle a los neonatos resistencias desarrolladas o inicios de ella, al
observar como los perfiles de expresion fueron aumentando al comparar las
primeras reproducciones con las Ultimas de la misma poblacion inicial. Por lo
tanto, el efecto de este fa&rmaco se verd disminuido con el paso de las
generaciones, mostrando su maximo potencial inhibitorio en la primera poblacion
expuesta junto a sus primeras reproducciones, hasta que se logre desarrollar una
respuesta del organismo que sea capaz de contrarrestar el efecto del

paracetamol.

Se deben realizar més estudios con estos nuevos contaminantes como son los
compuestos farmacéuticos, realizando mezclas complejas entre ellos o con otros
contaminantes presentes en los sistemas acuéticos para asi poder determinar
que actividad desarrollan, ya que todos estos contaminantes estan juntos
presentes en el agua y no aislados. El dafio que presenta el paracetamol para el
ambiente no se considera como significante ya que no disminuye la tasa de
reproduccidon y que es posible desarrollar y traspasar verticalmente la resistencia
a este compuesto, pero si se consideran todos los otros contaminantes que hay
en el agua, es probable que los organismos no sean capaces de adaptarse y que
su tasa de reproduccion si se vea afectada. Esto puede afectar fuertemente todo

el ecosistema acuatico y como consecuencia todo el resto de los ecosistemas.
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Por lo tanto, es necesario mejorar las formas en que se estan eliminando los
productos farmacéuticos, al igual que los pesticidas y productos de higiene, para
que no sigan aumentando las concentraciones de estos compuestos en

ecosistemas donde no deben estar presentes
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