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1. RESUMEN DEL TRABAJO

Las sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas (PFAS) son contaminantes
emergentes persistentes y de creciente preocupacion ambiental. Entre ellas, el 4cido de
dimero de 6xido de hexafluoropropileno (HFPO-DA), conocido como GenX, se utiliza

como alternativa a PFAS tradicionales, aunque sus efectos sobre organismos acuaticos
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aln no se conocen completamente. Ademas, el incremento de temperatura asociado al
cambio climatico podria modificar su toxicidad. El presente Trabajo Fin de Grado evalu6
los efectos ecotoxicoldgicos y moleculares de GenX en larvas de cuarto estadio de
Chironomus riparius a 20 °C y 28 °C. Las larvas fueron expuestas durante 96 horas a
concentraciones de 10°, 10* y 10° ng/L de GenX. Se analizaron la supervivencia, el pH
del medio y la expresion génica de genes relacionados con estrés celular (hspl0, hsp27,
hsp60, hsp70, hsp90 y fkbp39), detoxificacion (Cyp972, gstOl y MRPI), regulacion
endocrina (EcR, E74, E93, DRONC, Vg, JHAMT y Met) y reparacion del ADN y apoptosis
(Xrecl, NLK y DECAY). Los resultados evidenciaron alteraciones moleculares asociadas
a estrés celular, detoxificacion, regulacion endocrina y dafio genético tras la exposicion a
GenX, observandose ademas la influencia de la temperatura sobre dichas respuestas. En
conjunto, este estudio demuestra que la combinaciéon de contaminacién quimica y
aumento térmico puede afectar procesos celulares esenciales en C. riparius.

Medicion de pH del medio a
diferentes concentraciones de GenX

durante 96 h 20°C +GenX _ 28°C__ 28°C +GenX
Hsp10
Hsp27
) Hsp60
Control 10° ng/L 10° ng/L10” ng/L 10° ng/L 10° ng/L 10* ng/L 10° ng/L Estrés celular e
x3 Hsp90
- 20°C Fkbp3d =
. Cyp9f2 %
7 _ — M M M M Detoxificacién GstO1
N7 Control 10° ng/L10* ng/L10° ng/L MRP1 i ! i ]
Cultivo C. riparius Stock GenX <3 EoR L.
- . E74 !
Exposicion de larvas a - — - Andlisis de
diferentes concentraciones de Extraccién | Sintesis | _,| expresion |— E93 j !
GenX y temperatura durante 96 ARN ADNc por RT-PCR Sistema endocrino ~ DRONC =
hy analisis de supervivencia =S Vg T
I’ 28 °C . J JHAMT T !
Met =
2 led &9 o Xreel 1 L]
Control 10° ng/L10* ng/L 10° ng/L. Reparacién del ADN NLK t t r
DECAY  § | |

Figura 1. Resumen grafico de los ensayos ecotoxicoldgicos y de las respuestas génicas observadas en C. riparius tras
la exposicion a GenX. Imagen propia generada en BioRender.

Palabras clave: GenX (HFPO-DA), PFAS, Chironomus riparius, ecotoxicologia, estrés
térmico, expresion génica, contaminantes emergentes, estrés oxidativo.
2. INTRODUCCION

La contaminaciéon quimica de los ecosistemas acuaticos representa uno de los
principales desafios ambientales a nivel global debido a la liberacion continua de
compuestos sintéticos procedentes de actividades antropogénicas, como la agricultura,
industria y los vertidos domésticos, que favorecen su entrada a ecosistemas acuaticos.!
Estas sustancias pueden deteriorar la calidad del agua y provocar efectos adversos en los
organismos acuaticos, alterando procesos fisioldgicos y metabolicos.? En este contexto,
la preocupacion ha aumentado por los denominados contaminantes emergentes, que se
definen como sustancias quimicas de origen natural o sintético recientemente

identificados en el medio ambiente, o cuyos efectos toxicos ain no se conocen al
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completo.® Este término engloba un amplio grupo de compuestos con diferentes
propiedades fisicoquimicas y comportamientos en el medio ambiente, por lo que se
dificulta su deteccion, evaluacion de riesgos y regulacion. Paralelamente, el cambio
climatico se ha consolidado como uno de los principales factores de alteracion de los
ecosistemas, actuando como un elemento adicional que puede modificar la dindmica y
los efectos de los contaminantes. El calentamiento del sistema climatico, atribuido
principalmente a la actividad humana, ha provocado un incremento aproximado de 1,1
°C en la temperatura media global desde la era preindustrial.* Este aumento de
temperatura afecta a todos los componentes del sistema climatico, incluyendo los
ecosistemas acuaticos, donde se ha observado un incremento del contenido térmico del
océano y un cambio en las condiciones fisicoquimicas del agua.’ El aumento de
temperatura del agua puede modificar la fisiologia de los organismos acuaticos, alterando
tasas metabdlicas, procesos enzimaticos y mecanismos de detoxificacion, lo que puede
influir en su sensibilidad frente a contaminantes quimicos. En este sentido, la interaccion
entre contaminantes emergentes y factores ambientales como la temperatura representa
un area clave de ecotoxicologia, pues el cambio climatico puede potenciar o modificar
los efectos toxicos de estos compuestos. No obstante, la mayoria de los ensayos de
toxicidad se lleva a cabo bajo condiciones experimentales estandarizadas que no
contemplan escenarios de incremento térmico, lo que podria limitar la representatividad
ecologica de los resultados y conducir a una evaluacion imprecisa del riesgo ambiental.
Entre los contaminantes emergentes que mayor preocupacion han suscitado en las
ultimas décadas se encuentran las sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas
(PFAS), un amplio grupo de compuestos sintéticos de gran preocupaciéon ambiental
debido a su elevada persistencia, movilidad y potencial de bioacumulacion, empleados
desde la década de 1940 en numerosas aplicaciones industriales y productos de consumo.®
Estos compuestos se caracterizan por contener cadenas perfluoroalquiladas con el grupo
funcional C,F2n+1, responsable de sus propiedades fisicoquimicas nicas, como la elevada
resistencia térmica y estabilidad quimica,” denominandolos asi como “quimicos
eternos”.® Estas caracteristicas derivan de la gran estabilidad del enlace carbono-fluor, lo
que dificulta su degradacion en el medio ambiente. Gracias a ello, los PFAS han sido
ampliamente utilizados en variedad de productos, como textiles impermeables, envases
alimentarios, espumas contra incendios, dispositivos médicos y productos cosméticos.
Como consecuencia de su uso extensivo, muchos de estos compuestos han sido

detectados en diferentes compartimentos ambientales, como suelo, aguas, organismos e
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incluso en sangre humana.” Aunque existen miles de compuestos perteneciente a esta
familia, gran parte de la investigacion cientifica ha sido centrada tnicamente en el 4cido
perfluoroctandico (PFOA) o el perfluorooctanosulfonato (PFOS).6

Debido a su estabilidad quimica y amplio uso, los PFAS pueden acumularse en
cadenas troficas y ecosistemas desde el inicio de su produccion. La exposicion humana
puede producirse mediante la ingesta de agua potable, alimentos envasados o productos
tratados con PFAS.? Su persistencia, gran distribucion ambiental y potenciales efectos
adversos sobre la salud humana y ecosistemas han generado una creciente preocupacion
cientifica y regulatoria, especialmente en PFAS de cadena larga como el PFOA y PFOS.
Como consecuencia, la industria ha desarrollado compuestos fluorados destinados a
sustituir a los PFAS tradicionales. Entre ellos destaca el 4cido de dimero de oxido de
hexafluoropropileno (HFPO-DA), conocido como GenX (Figura 2), nombre comercial
de la sal amonica del acido HFPO-DA.!? Este compuesto pertenece al grupo de los acidos
perfluoroalquil éter carboxilicos (PFECAs), una subfamilia dentro de los PFAS

caracterizada por la presencia de enlaces éter en su estructura quimica.®

)

S5O or

Figura 2. Estructura quimica del HFPO-DA (GenX). Figura creada con ChemDraw.0
GenX es un compuesto desarrollado para la produccion de fluoropolimeros sin el

uso de PFOA. Estos materiales presentan elevada resistencia térmica, estabilidad quimica
y propiedades antiadherentes, lo que favorece su aplicaciéon en recubrimientos
antiadherentes, textiles repelentes al agua, componentes electronicos, asi como
aplicaciones en la industria farmacéutica, biotecnoldgica y en la fabricacion de
semiconductores.!! Aunque fue desarrollado como alternativa a los PFAS de cadena
larga, el conocimiento acerca de sus efectos toxicos es limitado en comparacion a
compuestos tradicionales como el PFOA o el PFOS. No obstante, diversos estudios han
detectado este compuesto en diversos compartimentos ambientales, especialmente en
aguas superficiales y agua potable en diferentes regiones del mundo proximas a

instalaciones productoras de fluoropolimeros.!%!2

Ademas, se han registrado
concentraciones de GenX de hasta 631 ng/L en aguas superficiales y superiores a 4 ug/L.
en agua potable en zonas proximas a instalaciones industriales productoras de

fluoropolimeros, lo que sugiere su liberacion y persistencia en el medio ambiente.!?



Debido a su presencia en los ecosistemas acuaticos y a la escasez de estudios sobre
sus efectos biologicos, resulta necesario evaluar el impacto potencial de este GenX en
organismos acuaticos. En este contexto, el presente estudio analiza tanto los efectos de la
exposicion a GenX en condiciones Optimas de crecimiento de C. riparius (20 °C), como
bajo un incremento de temperatura asociado a escenarios de cambio climatico (28 °C).

Los macroinvertebrados bentdnicos son ampliamente utilizados en estudios de
ecotoxicologia por su sensibilidad a contaminantes y su estrecha interaccion con el
medio.'* Entre ellos el diptero Chironomus riparius (Figura 3) constituye uno de los
organismos modelo mas empleados en estudios estandarizados desarrollados por
organismos internacionales como la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémicos (OCDE) y la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
(USEPA).!>:16 Esta especie presenta una amplia distribucion en ecosistemas de agua dulce
y desempeiia un papel fundamental en las redes troficas acudticas, participando en la
transferencia de materia y energia desde el sedimento y los productores primarios hacia

niveles troficos superiores.!’

.
x%
1

Figura 3. Anatomia de la larva de Chironomus riparius en su cuarto estadio. Imagen generada con 1A.18
C. riparius presenta diversas caracteristicas que facilitan su uso en ensayos

Cépsula cefalica

Anillos abdominales

Tubulos anales

ecotoxicologicos, como su ciclo de vida relativamente corto, completandose en
aproximadamente 25 dias en condiciones de laboratorio, asi como la posibilidad de
evaluar diferentes parametros biologicos a lo largo de todo su ciclo vital, incluyendo el
desarrollo y la reproduccion.!” Este ciclo comprende diferentes fases bien definidas:

huevos, cuatro estadios larvarios, pupa y adulto (Figura 4).

Adulto

== 1° estadio
i SRR 2° estadio
% &*M\

5 4° estadio \QJ 3° estadio
0 (maduro)

Figura 4. Ciclo de vida de Chironomus riparius. Imagen generada con |A.20
Tras la puesta, los huevos eclosionan en pocos dias dando lugar a las larvas,

consideradas la fase mas relevante desde el punto de vista ecotoxicoldgico. Durante los
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primeros estadios, las larvas habitan en sedimentos donde construyen tubos con particulas
de sustrato y secreciones salivales, lo que las expone directamente a contaminantes
presentes tanto en agua como en el sedimento, lo que permite estudiar distintos escenarios
de exposicion a contaminantes en ecosistemas acuaticos.!” El cuarto estadio larvario es el
mas usado en ensayos ecotoxicologicos debido a su mayor tamafio y elevada actividad
metabolica, facilitando el andlisis de procesos fisioldogicos y moleculares, como
respuestas de estrés, detoxificacion y dafio en el ADN.!>! Posteriormente, las larvas
pasan a la fase de pupa, tras la cual emerge el adulto, unico estadio aéreo del ciclo.!” En
este contexto, el estudio de los efectos de contaminantes emergentes en organismos
acuaticos resulta fundamental para comprender los riesgos asociados a su liberacion en el
medio ambiente. La evaluacion de la respuesta de organismos como C. riparius frente a
estos compuestos permite mejorar el conocimiento sobre el impacto potencial en
ecosistemas de agua dulce. En base a lo anterior, en este trabajo se plantea la hipotesis de
que la exposicion a GenX puede inducir efectos adversos en C. riparius, y que estos
efectos podrian verse potenciados por el efecto de la temperatura.
3. OBJETIVOS

El objetivo general de este Trabajo Fin de Grado (TFG) es evaluar la respuesta
ecotoxicologica del contaminante emergente GenX en larvas C. riparius, considerando
tanto el efecto de diferentes concentraciones ambientales como la influencia de la
temperatura como factor ambiental asociado al cambio climatico.
Se plantean los siguientes objetivos especificos:

- 1- Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de GenX sobre el pH del medio
de cultivo, con el fin de evaluar posibles cambios en las condiciones
fisicoquimicas que pueden influir en la respuesta de los organismos.

- 2- Analizar la supervivencia de larvas de cuarto estadio de C. riparius tras la
exposicion a diferentes concentraciones de GenX durante 96 horas de exposicion,
asi como el efecto de GenX combinado con estrés térmico.

- 3- Determinar los efectos del GenX a nivel molecular analizando directamente
genes implicados en la ruta hormonal de la ecdisona, la respuesta a estrés celular
y el sistema de detoxificacion celular, reparacion del ADN y respuesta al estrés.

- 4- Determinar los efectos combinados del GenX y estrés térmico a nivel molecular
analizando directamente genes implicados en la ruta hormonal de la ecdisona, la
respuesta a estrés celular y el sistema de detoxificacion celular, reparacion del

ADN y respuesta general al estrés.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Preparacion de disoluciones de GenX
El compuesto empleado en este estudio fue 4cido de dimero de o¢xido de

hexfluoropropileno (HFPO-DA, GenX), adquirido en forma liquida (Fluorochem Ltd.;
CAS: 13252-13-6). Se prepard una disolucion madre inicial de GenX de 2 - 10° ng/L (2
g/L) mediante la adicion directa de 59,6 uL de GenX comercial (96% de pureza) a un
volumen final de 50 mL de medio de C. riparius, calculado a partir de la densidad del
compuesto (1,748 g/mL). La disolucidon se mantuvo en recipientes cerrados y protegidos
de contaminacion externa. A partir de esta disolucion madre se realizaron diluciones
seriadas en medio de cultivo con el fin de obtener las concentraciones de trabajo (103, 10*
y 10° ng/L) mediante la transferencia de volumenes conocidos de la disolucion previa a
nuevos volumenes de medio, obteniendo concentraciones decrecientes.

4.2 Determinacion del pH del medio

El pH del medio de cultivo se evalu6 con el objetivo de analizar posibles variaciones
en funcidn de la concentracion de GenX y su potencial efecto acidificante. Para ello, se
prepararon diferentes disoluciones de GenX en medio de cultivo 1X previamente filtrado
con un filtro de 40 pm, mediante diluciones seriadas a partir de la disolucion madre. Se
evaluaron siete concentraciones diferentes de GenX desde 10° a 10° ng/L, incluyendo el
control sin contaminante. El pH se midi6 en distintos tiempos de exposicion (to, 30 min,
1 h,24 h, 48 h, 72 h y 96 h), para evaluar la evolucion temporal del medio. Las medidas
se realizaron por triplicado y el experimento se llevo a cabo en tres ensayos diferentes,
con el objetivo de garantizar la reproducibilidad de los resultados. El pH de cada una de
las disoluciones se midi6 utilizando un pH-metro previamente calibrado, registrandose
los valores correspondientes para cada concentracion.

4.3 Mantenimiento de Chironomus riparius en cultivo

Las larvas de C. riparius empleadas proceden de cultivos mantenidos en el laboratorio
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Educacion a Distancia (UNED),
siguiendo protocolos estandarizados de ensayos ecotoxicoldgicos establecidos por
organismos internacionales.!®?! Los organismos se mantuvieron en un medio de cultivo
preparado a partir de una disolucidon concentrada (10X), posteriormente diluida a una
concentracion de trabajo (1X). El medio final contenia cloruro célcico (0,5 mM), cloruro
sodico (I mM), bicarbonato sdédico (0,1 mM) y fosfato monopotasico (0,025 mM). Las
larvas fueron alimentadas con comida para peces (TetraMin, Tetra) cada 48 horas, a una

temperatura de 20 °C, aireacion constante y fotoperiodos de 16 h de luz'y 8 h de oscuridad.

9



4.4 Analisis de supervivencia

Para evaluar los efectos de GenX sobre la supervivencia de C. riparius, se llevo a
cabo un ensayo de exposicion aguda de 96 horas. Las larvas fueron expuestas a tres
concentraciones ambientales de GenX (10° ng/L, 10* ng/L y 10° ng/L), ademas de un
grupo control sin contaminante. Se realizaron tres tratamientos, empleando 10 larvas en
50 mL de medio de cultivo. Los ensayos se llevaron a cabo bajo a 20 °C y 28 °C, con fin
de evaluar la posible influencia de la temperatura en la respuesta de estos organismos. El
experimento se realizé de forma independiente en ambas condiciones y con alimentacion
cada 48 h. La supervivencia de las larvas se registr6 cada 24 h, considerando como
individuos muertos aquellos que no presentaban movimiento tras estimulacion.

4.5 Exposicion de las larvas a GenX

Para los ensayos, se emplearon larvas de cuarto estadio de C. riparius, seleccionadas
por su mayor tamafio y actividad metabolica. Las exposiciones se realizaron en un sistema
estatico, utilizando unidades de 50 mL de medio con 10 larvas cada una. Los organismos
fueron expuestos a tres concentraciones de GenX (10° ng/L, 10* ng/L y 10° ng/L), junto
con un grupo control sin contaminante. Cada tratamiento se realizd por triplicado bajo
dos condiciones de temperatura (20 °C y 28 °C), siendo esta ultima seleccionada para
simular un escenario de aumento térmico asociado al cambio climéatico. El periodo de
exposicion tuvo una duracion de 96 horas y las larvas fueron alimentadas cada 48 horas.

4.6 Extraccion y tratamiento de ARN

El ARN total se extrajo a partir de larvas de C. riparius procedentes de los diferentes
tratamientos experimentales, asi como de los grupos control. Tras la exposicion, las
muestras se conservaron en -80 °C hasta su procesamiento. La extraccion de ARN se
realizé empleando el reactivo TRIzol (Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabricante.
Las larvas se homogeneizaron en 300 ulL de TRIzol en condiciones de frio.
Posteriormente, las larvas se sometieron a tres ciclos de congelacion-descongelacion y se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, recuperandose el sobrenadante. A
continuacion, se afiadieron 60 uL de cloroformo, se agitd vigorosamente y se incubo
durante 3 minutos. Tras centrifugaciéon a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, se
recuper? la fase acuosa, a la que se le afiadio el mismo volumen de isopropanol para la
precipitacion de ARN. La mezcla se incub6 durante 10 minutos a 4 °C y se centrifugd a
10.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El pellet obtenido se lavé con etanol al 75 % frio,
seguido de una centrifugacién a 10.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente, el

ARN se resuspendi6 en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se almacen6 a -80
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°C hasta su uso posterior. Con el fin de eliminar posibles contaminaciones de ADN
genomico, el ARN obtenido se sometid a un tratamiento con ADNasa libre de ARNasas.
Para ello, se prepard una mezcla de reaccion que contenia el ARN, 5 uL tampon 10X y 1
uL ADNasa (10 U/ uL) (Roche), hasta un volumen final de 50 uL, incubandose a 37 °C
durante 1 hora y 15 minutos. Tras la digestion, se realizd una purificacion mediante
adicion de 100 uL agua tratada con DEPC y 150 ulL de una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se centrifugd a 10.000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. La fase acuosa se recupero y se sometio a una segunda purificacion con
cloroformo utilizando columnas Phase Lock Gel (5 prime) y con centrifugacion a 12.000
rpm, 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se precipité con un volumen de isopropanol. De
esta forma, se dejo reposar 10 minutos y se procedi6 a una centrifugacion a 10.000 rpm,
10 minutos a 4 °C. El pellet obtenido se lav con etanol al 75 % frio y se resuspendié en
50 uL de agua tratada con DEPC. La concentracion y la pureza del ARN se determinaron
mediante espectrofotometria, evaluando las relaciones de absorbancia Azso280 Y A230/260.
La integridad del ARN se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa.

4.7 Sintesis de ADNc

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realiz6 a partir del ARN total
mediante una reaccion de retrotranscripcion utilizando la enzima M-MLV (Moloney
Murine Leukemia Virus) (Invitrogen). Para cada muestra se emplearon 1000 ng de ARN,
ajustando el volumen en funciéon de la concentracion determinada previamente por
espectrofotometria, en un volumen final de 40 pL. Inicialmente, el ARN se mezclé con 2
uL de oligo (dT) (500 ug/uL), 2 uL de dNTPs (10 mM) y agua DEPC, completando el
volumen inicial de reaccion. Esta mezcla se incubd a 65 °C durante 5 minutos para
favorecer la desnaturalizacion del ARN y posteriormente se enfrid en hielo. A
continuacion, se afiadieron los componentes necesarios para la retrotranscripcion,
incluyendo el tampodn de reaccion 5X (Invitrogen), ditiotreitol (DTT) (0,1 M) y la enzima
transcriptasa reversa M-MLV, completando el volumen final de la reaccion. La sintesis
de ADNCc se llevo a cabo mediante incubacion a 37 °C durante 50 minutos, seguida de
una etapa de inactivacion enzimatica a 70 °C durante 15 minutos. El ADNc obtenido se
almacen6 a -20 °C hasta su posterior utilizaciéon en los ensayos de expresion génica
mediante PCR en tiempo real.

4.8 Analisis de la expresion mediante RT-PCR

El analisis de la expresion génica se realiz6 mediante PCR en tiempo real (RT-PCR)

a partir del ADNec sintetizado. Las reacciones de amplificacion se realizaron empleando
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un termociclador CFX96- Real-Time PCR System (Bio-Rad), en un volumen final de 10
uL por pocillo, utilizando placas multipocillo, analizando cada muestra por duplicado. La
mezcla de reaccidn se prepard a partir de una disolucion madre compuesta por 200 uL de
tampon 10X, 40 uL de dNTPs, 50 uL de MgCl, y 680 uL de agua DEPC a la que se
afiadieron 40 uL de Tag ADN polimerasa (Biotools, 1 U/ uL) y el fluor6foro intercalante
EvaGreen® (Biotium). Posteriormente, esta mezcla se combind con el ADNc y agua
DEPC para completar el volumen final de reaccion. Los oligonucleotidos especificos
(forward y reverse) se afiadieron a cada pocillo en forma de mezcla a igual proporcion,
diluidos en agua DEPC. Las condiciones de amplificacion fueron: una desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 30 s, seguida de 40 ciclos consistentes en desnaturalizacion a 95
°C durante 5 s, 58 °C durante 15 s, 65 °C durante 10 s y una extension final a 65 °C
durante 5 s. Se evalud la expresion de genes implicados en diferentes rutas bioldgicas.
Los oligonucleotidos utilizados para cada gen se detallan en la Tabla Al.

4.9 Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utilizaron tres tratamientos. Las diferencias entre los
grupos expuestos a GenX y el grupo control se evaluaron mediante analisis estadistico
empleando el programa IBM SPSS Statistics 27 y las graficas se elaboraron con Microsoft
Excel 365 (Microsoft Corporation). En los ensayos de expresion génica, los niveles
relativos de ARNm se normalizaron utilizando los genes de referencia gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), y proteinas ribosomicas L11 y L13 (rpL11, rpLi3),y
posteriormente se analizaron mediante un analisis de la varianza de una via (ANOVA).
Ademas, se realizo un andlisis ANOVA de dos vias para evaluar el efecto combinado de
la concentracion de GenX y la temperatura, asi como las diferencias entre temperaturas
para una misma concentracion. Los resultados se consideraron estadisticamente
significativos con valores de p < 0,05, p < 0,01 y p <0,001. En las figuras de expresion
génica, las diferencias significativas respecto al control se representaron mediante *, **
y *** mientras que las diferencias significativas entre temperaturas para una misma
concentracion de GenX se indicaron mediante #, ## y ###. Esta simbologia se explicitara
en el pie de figura de la Figura 8, omitiéndose en las figuras siguientes para evitar
redundancias.

4.10 Empleo de herramientas de inteligencia artificial

Se emplearon herramientas de inteligencia artificial como Gemini (Google) para la
generacion de imagenes y para el apoyo en la sintesis y revision incluidos en el presente

trabajo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Variacion del pH en el medio

Se evalud la variacion del pH en el medio de cultivo en funcion de la
concentracion de GenX a lo largo del tiempo de exposicion, con el objetivo de determinar
si este compuesto podia alterar las condiciones fisicoquimicas del sistema y, en

consecuencia, influir en la respuesta Dbiologica de los organismos.
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Figura 5. Variacion del pH del medio en funcién de la concentracion de GenX (103 - 105 ng/L) a lo largo del tiempo
Los resultados mostraron que el pH se mantuvo relativamente estable en el grupo

control y en las concentraciones mas bajas de GenX (10°-10° ng/L), con valores
comprendidos entre 6,7 y 7,0 durante todo el periodo experimental. Estas condiciones se
encuentran dentro del rango considerado Optimo en ensayos ecotoxicoldgicos con
organismos acuaticos, ya que el pH cercano a la neutralidad favorece el mantenimiento
de procesos fisiologicos normales en especies como C. riparius.'>?' En contraste, a
concentraciones superiores (>10° ng/L) se observd una disminucion acusada del pH,
especialmente en 10% y 10° ng/L, donde se registraron valores aproximados de 3,7 y 2,7.
Este efecto acidificante concuerda con la naturaleza quimica de GenX, que cuyo grupo
funcional carboxilico es capaz de comportarse como acido débil en disolucidon acuosa,
liberando protones y contribuyendo a la acidificacion del medio (pKa = 2,8).67!! Sin
embargo, estas concentraciones no se consideraron adecuadas para los ensayos bioldgicos
posteriores, ya que la acidificacion del medio podria generar una situacion multiestrés al
combinar los efectos toxicos de GenX con los derivados del descenso del pH. Por ello,
las concentraciones empleadas en este estudio se seleccionaron a partir de los resultados
del analisis de pH y de su relevancia ambiental.%!1%:12

Diversos estudios han detectado GenX en aguas superficiales y sistemas acuaticos
proximos a fuentes industriales en concentraciones del orden de ng/L.%!%12 En particular,
se han descrito concentraciones de GenX de hasta 812 ng/L en aguas superficiales
contaminadas y valores cercanos a 474 ng/L en agua potable derivada de sistemas
acuaticos afectados.!? Estas evidencias respaldan la seleccion del rango 10° — 10° ng/L

como representativo de escenarios de exposicion ambiental, adecuados para la evaluacion
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de efectos subletales en C. riparius. En conjunto, estos resultados permitieron definir un
rango de concentraciones apropiado para el desarrollo de los ensayos ecotoxicologicos
posteriores, garantizando tanto la estabilidad de las condiciones experimentales como la
relevancia ambiental del estudio.

5.2 Anailisis de supervivencia

Se evaluo la supervivencia de las larvas de C. riparius tras 96 horas de exposicion a
diferentes concentraciones de GenX (10° — 10° ng/L) a 20 °C para determinar posibles
efectos letales en condiciones ambientales relevantes. Como se observa en la Figura 6, a
20 °C los resultados mostraron una elevada supervivencia en todos los tratamientos, sin
apreciarse una relacion dosis—respuesta clara entre la concentracion de GenX y la
mortalidad. Las variaciones observadas entre tratamientos fueron reducidas, indicando la
ausencia de efectos letales significativos del compuesto en las condiciones ensayadas. A
28 °C se observo un ligero incremento de la mortalidad respecto a 20 °C, especialmente
en las concentraciones mas elevadas de GenX. Sin embargo, la mortalidad maxima no
super6 el 33 % en ninguna de las concentraciones, por lo que no fue posible determinar
experimentalmente un valor fiable de LC50. En conjunto, los resultados muestran que el
incremento de temperatura produjo un ligero aumento de la mortalidad incluso en el grupo
control, lo que sugiere que el estrés térmico por si solo puede afectar a la supervivencia
de C. riparius. Ademads, en presencia de GenX, la respuesta varid entre concentraciones,
lo que indica un posible efecto modulador de la temperatura sobre la sensibilidad del
contaminante.?”>* No obstante, incluso bajo condiciones de temperatura aumentada, el
compuesto no produjo una mortalidad elevada en el rango de concentraciones estudiado.

Las concentraciones seleccionadas en este estudio corresponden a rangos proéximos a
los descritos en ecosistemas acudticos contaminados por PFAS y, ademas, fueron aquellas
en las que el pH del medio permanecié estable. Por ello, el estudio se centrd en la

evaluacion de posibles efectos subletales y moleculares mas que en efectos letales agudos.

Supervivencia de larvas de Chironomus riparius
expuestas a GenX durante 96 h
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Figura 6. Porcentaje de supervivencia de larvas de cuarto estadio de C. riparius tras 96 horas de exposicién a diferentes
concentraciones de GenX (control, 10, 10%y 10° ng/L) a 20y 28 °C.
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5.3 Analisis de la respuesta molecular de C. riparius frente a la exposicion a
diferentes concentraciones ambientales de GenX

i) Estrés celular

La exposicion a contaminantes ambientales puede inducir estrés celular a través de la
alteracion de la homeostasis proteica y la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo que conduce a la acumulacion de proteinas mal plegadas y dafio celular. 2324
En este contexto, las proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSPs) (Figura
7) desempefian un papel fundamental como chaperonas moleculares, facilitando el
correcto plegamiento proteico, evitando la agregacion de proteinas dafiadas y
contribuyendo a la recuperacion de la funcion celular.

Contaminante

<

% E@ \
HSP70
(FKBP39)

gltisp10) %
(EsP60)
1

/ ::’. Citocromo C

& I

Apoptosoma
|

SRS

Figura 7. Esquema de la respuesta al estrés celular mediada por proteinas de choque térmico (HSPs) y su papel en la
regulacion de la via apoptética mitocondrial en C. riparius. La exposicidon a contaminantes induce la generacién de
ROS y dafio proteico, activando hsp70, hsp90, hsp27, hsp60, hsp10 y fkbp39, que modulan el plegamiento proteico y
la liberacion de citocromo C, regulando la formacion del apoptosoma y la activacion de la apoptosis. Imagen propia
generada en BioRender.

Ademas de su funcion en el control de calidad proteico, las HSPs estan implicadas en
la regulacion de la respuesta celular frente al estrés oxidativo y en la modulacién de
procesos apoptoticos. Las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (small
HSPs), como HSP10 y HSP27, son biomarcadores sensibles frente a cambios ambientales
y xenobiodticos. HSP10 y HSP60 participan en el mantenimiento de la funcién
mitocondrial y en la proteccion frente a la disfuncion respiratoria, contribuyendo ademas
a la proteccion frente al estrés oxidativo.?%?” Por otro lado, HSP70 y HSP27 pueden
inhibir la activacion de la via apoptotica mitocondrial mediante la interferencia con la
liberacion de citocromo C. Por su parte, HSP90 regula multiples proteinas implicadas en
sefializacion celular y respuesta al estrés.?® Asimismo, proteinas cochaperonas como
FKBP39 contribuyen a la regulacion de la actividad de complejos HSP, modulando la
respuesta celular frente a condiciones adversas.?’

Los resultados mostraron que Asp 10 no presento alteraciones acusadas en la expresion

génica tras la exposicion a GenX a 20 °C, apreciandose un ligero aumento a 103 y 10°
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ng/L. A 28 °C se observo una aumento significativo de la expresion a 10° ng/L y 10* ng/L
(Figura 8). Al comparar ambas temperaturas, el control a 28 °C presenta menores niveles
de expresion que a 20 °C, lo que sugiere que el incremento térmico podria inhibir
parcialmente la expresion de hsp 0. Ademads, se observan diferencias significativas entre
temperaturas a 10° ng/L, observandose una menor expresion a 28 °C. HSP10 participa
junto con HSP60 en el mantenimiento de la homeostasis proteica y en el correcto
plegamiento de proteinas mitocondriales.?> La menor expresion observada en el control a
28 °C sugiere que el incremento térmico podria modular la expresion de Asp 0, mientras
que el aumento detectado tras la exposicion a GenX a 28 °C indica una activacion de
mecanismos de respuesta celular frente al estrés quimico y térmico combinado. Este
patrén podria corresponder a una respuesta hormética, fendmeno caracterizado por una
respuesta bifasica dosis—respuesta, en la que concentraciones bajas inducen mecanismos
adaptativos y las concentraciones mas elevadas dan efectos inhibitorios o toxicos.*® Este
comportamiento concuerda con estudios que describen la regulacién de proteinas de
choque térmico bajo condiciones combinadas de estrés quimico y térmico.?*-?6

En el caso de Asp27, se observo un incremento de la expresion tras la exposicion a GenX
a 20 °C, significativo a 10° y 10% ng/L. A 28 °C se observo un aumento de la expresion a
10 ng/L, mientras que a 10* y 10° ng/L se inhibe (Figura 8), mostrando un patrén
hormético. Al comparar ambas temperaturas, se observa que el control a 28 °C presenta
mayores niveles de expresion que el control a 20 °C, lo que sugiere que el incremento
térmico induce la expresion de hsp27. Ademas, se observan diferencias significativas
entre temperaturas en todas las concentraciones, con niveles de expresion menores a 28
°C que a 20 °C. Estos resultados indican que el estrés térmico activa la expresion de
hsp27, mientras que la exposicion a GenX ejerce una modulacién negativa de dicha
respuesta, produciendo una inhibicién de la expresion dependiente de la concentracion
del contaminante. HSP27 es una proteina de choque térmico implicada en la proteccion
celular frente al estrés oxidativo y proteotoxico, participando en la estabilizacion de
proteinas dafiadas y en la inhibicion de procesos apoptoticos.?” Este comportamiento
concuerda con estudios que describen la regulacion de proteinas de choque térmico bajo

condiciones ambientales estresantes.>!
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Figura 8. Expresion génica normalizada de los genes relacionados con la respuesta al estrés celular en larvas del cuarto
estadio de C. riparius tras 96 h de exposicion a diferentes concentraciones de GenX a 20 °Cy 28 °C: (a) hsp10y (b)
hsp27. Los valores se expresan en unidades arbitrarias (media + desviacidon estandar). Se representan con * las
diferencias significativas respecto al control (p < 0,05), con ** (p < 0,01) y con *** (p < 0,001). Se representan con #
las diferencias significativas entre temperaturas para una misma concentracion de GenX (# p < 0,05), con ## (p <0,01)
y con ### (p < 0,001). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una via y ANOVA de dos vias con
correcciéon de Bonferroni utilizando SPSS. Las graficas fueron elaboradas con Microsoft Excel 365.

Por otro lado, la expresion de Asp60 mostré una disminucion significativa tras la
exposicion a todas las concentraciones estudiadas de GenX a 20 °C. A 28 °C, también se
observo una inhibicién de la expresion en el control y en los tratamientos con GenX
(Figura 9). Al comparar ambas temperaturas, se observaron diferencias significativas
entre temperaturas en 10* ng/L, observandose menores niveles de expresion a 28 °C que
a 20 °C. Estos resultados sugieren que el incremento térmico podria potenciar la
alteracion de mecanismos relacionados con la homeostasis mitocondrial. HSP60 participa
en el plegamiento de proteinas mitocondriales y en el mantenimiento de la funcién
celular, por lo que su inhibicién podria relacionarse con procesos de estrés oxidativo y
disfuncion mitocondrial.?> Estudios han asociado la disminucion de la expresion de Asp60
a disfuncion celular y agotamiento de la respuesta adaptativa.?

En el caso de Asp70, a 20 °C no se observaron cambios estadisticamente significativos
tras la exposicion a GenX, pero se aprecié una inhibicion de la expresion a 10*y 10° ng/L
respecto al control. Sin embargo, a 28 °C se detectd una disminucion de la expresion
global en todas las concentraciones estudiadas respecto al control (Figura 9). Por otro
lado, se observaron diferencias estadisticamente significativas a 28 °C con respecto a 20
°C en el control y en los tratamientos expuestos a GenX (10*y 10° ng/L). Estos resultados
sugieren que el incremento térmico activa la expresion basal de Asp70, mientras que
GenX modula negativamente la respuesta inducida por calor. HSP70 es una de las
proteinas de choque térmico implicadas en la proteccion celular frente al estrés quimico
y oxidativo, participando en el plegamiento proteico y en la prevencion de la agregacion
de proteinas dafiadas.?**> El aumento observado a 28 °C concuerda con estudios que
describen una mayor induccion de HSP70 bajo condiciones combinadas de estrés quimico

y térmico.?¢
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Figura 9. Expresion génica normalizada de los genes relacionados con la respuesta al estrés celular en larvas del cuarto
estadio de C. riparius tras 96 h de exposicion a diferentes concentraciones de GenX a 20 °Cy 28 °C: (a) hsp60 y (b)
hsp70. Los valores se expresan en unidades arbitrarias (media + desviacidén estandar).

La expresion de Asp90 mostr6 una inhibicion estadisticamente significativa en todos
los tratamientos expuestos a GenX a 20 °C respecto al control. Sin embargo, a 28 °C se
observd un patron opuesto, con un incremento significativo y dependiente de la
concentracion de GenX (Figura 10). El control a 28 °C presentd menores niveles de
expresion que a 20 °C, sugiriendo que el aumento de temperatura inhibe la expresion de
hsp90. Ademas, se observaron diferencias significativas entre temperaturas a 10° ng/L,
10* ng/L y 10° ng/L, registrandose mayores niveles de expresion a 28 °C que a 20 °C, lo
que indica que el contaminante modula la respuesta celular frente al estrés térmico. Este
patrén indica una modulacion positiva de la respuesta al estrés térmico por parte del
contaminante. HSP90 participa en la estabilizacion y regulacion de proteinas implicadas
en sefalizacion celular, homeostasis proteica y respuesta al estrés.®>’ La inhibicion
observada a 20 °C podria indicar una alteracion de los mecanismos de proteccion celular
y de la capacidad adaptativa frente al estrés inducido por GenX, mientras que el
incremento detectado a 28 °C sugiere una activacion compensatoria de los mecanismos
de respuesta al estrés bajo condiciones de estrés combinado térmico y quimico. Este
comportamiento coincide con estudios que describen una mayor induccién de proteinas
de choque térmico bajo escenarios ambientales mas estresantes.?

La expresion de fkbp39 mostré variaciones entre tratamientos, aunque sin diferencias
marcadas respecto al control. A 20 °C se observo un ligero incremento de la expresion a
10° ng/L, seguido de una disminucién en 10* ng/L y una recuperacion parcial en 10° ng/L.
A 28 °C, los niveles de expresion fueron generalmente superiores y mas estables entre
concentraciones (Figura 10). Ademads, se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre temperaturas en el control y en 10* y 10° ng/L, registrindose mayores
niveles de expresion a 28 °C con respecto a 20 °C, sugiriendo que el incremento térmico
parece inducir la expresion de este gen. FKBP39 participa en el plegamiento proteico y
en la regulacion de complejos asociados a proteinas de choque térmico, especialmente

HSP90.%° Aunque los cambios observados fueron moderados, el aumento general a 28 °C
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podria relacionarse con una mayor demanda de mecanismos de regulacion proteica bajo

condiciones de estrés térmico combinado con exposicion a GenX.
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Figura 10. Expresidn génica normalizada de los genes relacionados con la respuesta al estrés celular en larvas del
cuarto estadio de C. riparius tras 96 h de exposicion a diferentes concentraciones de GenX a 20 °Cy 28 °C: (a) hsp90
y (b) fkbp39. Los valores se expresan en unidades arbitrarias (media + desviacion estandar).

En conclusion, los resultados obtenidos para los genes relacionados con la respuesta
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al estrés celular muestran que la exposicion a GenX modula la expresion de diferentes
genes de choque térmico en C. riparius, observandose ademas una clara influencia de la
temperatura sobre dicha respuesta. A 20 °C predominaron respuestas asociadas a la
inhibicion de genes implicados en la homeostasis proteica y mitocondrial, como Asp60,
hsp70 y hsp90, mientras que hsp27 y hspl(0 mostraron una mayor activacion frente a
GenX, especialmente a concentraciones intermedias, observandose patrones compatibles
con respuestas horméticas. A 28 °C se observo una mayor induccién de genes asociados
a mecanismos de proteccion celular, especialmente hsp10'y hsp90, lo que sugiere que el
incremento térmico activa respuestas frente al estrés inducido por GenX. Sin embargo,
en presencia de GenX, esta respuesta fue modulada de forma dependiente de la
concentracion, observandose en algunos genes una inhibicion, como hsp27 'y hsp70.
Ademas, las diferencias observadas entre controles indican que la temperatura por si sola
es capaz de modular la expresion de hsp27, hsp70'y fkbp39 relacionados con la respuesta
al estrés. En conjunto, estos resultados sugieren una interaccién compleja entre el estrés
quimico y térmico, donde la temperatura puede potenciar o modular negativamente las
respuestas celulares inducidas por GenX, evidenciando posibles efectos sinérgicos y
moduladores por la exposicion simultdnea a multiples estresores ambientales.
ii) Detoxificacion y respuesta a contaminantes
La exposicion a contaminantes ambientales puede activar mecanismos celulares de

detoxificacion destinados a transformar, neutralizar y eliminar compuestos xenobioticos.
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Figura 11. Esquema de la via de detoxificacion celular frente a contaminantes en C. riparius. La exposicion a
contaminantes induce su biotransformacién a compuestos mas reactivos mediante enzimas de fase | como Cyp9f2.
Posteriormente, éstos son conjugados con glutatidon (GSH) a través de enzimas de fase Il como GSTO1, facilitando su
detoxificacion. Finalmente, los conjugados son transportados fuera de la célula mediante transportadores de fase IlI
como MRP1, contribuyendo a la eliminacidn de xenobidticos. Imagen propia generada en BioRender.

La Figura 11 resume la respuesta celular de detoxificacion. En la fase I, como el
citocromo P450 (Cyp912), transforma el contaminante en metabolitos mas reactivos y
polares.** En la fase II, estos metabolitos reactivos se conjugan con el glutation (GSH),
mediante el glutation S-transferasa omega 1 (GSTOL1), reduciendo su reactividad y
favoreciendo su eliminacion.>> Finalmente, en la fase III, los conjugados formados son
transportados fuera de la célula mediante proteinas transportadoras de membrana como
la Multidrug Resistance-associated Protein 1 (MRP1), evitando su acumulacion
intracelular y disminuyendo su potencial toxico.>®

Los resultados mostraron que la expresion de Cyp9f2 presenta una respuesta variable
tras la exposicion a GenX tanto a 20 °C como a 28 °C (Figura 12). A 20 °C se detecté un
aumento de la expresion a 10° y 10° ng/L y una disminucion a 10* ng/L. A 28 °C se
observé una disminucion en la expresion a 10* ng/L y un ligero incremento a las otras dos
concentraciones. El control a 28 °C present6 niveles de expresion superiores respecto a
20 °C, sugiriendo que el incremento térmico induce la expresion de Cyp9f2. Ademas, se
observaron diferencias significativas entre temperaturas a 10* y 10° ng/L, registrandose
mayores niveles de expresion a 28 °C que a 20 °C. Estos resultados indican que el
aumento de temperatura afecta directamente a los sistemas de detoxificacion de fase I
incluso en ausencia del contaminante, activando mecanismos celulares implicados en el
metabolismo de xenobidticos y modulando posteriormente la respuesta frente a la
exposicion a GenX. Los citocromos P450 participan en el metabolismo de xenobioticos
y pueden presentar respuestas complejas y no lineales dependiendo del contaminante y
de las condiciones ambientales.?>*” Ademas, exposiciones a PFAS como GenX se han
asociado con estrés oxidativo y alteraciones fisioldgicas en organismos acuaticos.*8
La expresion de gstOl en larvas expuestas a GenX a 20 °C mostré6 un incremento
significativo a 10 y 10* ng/L respecto al control y una reduccion a 10° ng/L. A 28 °C no
se observaron diferencias estadisticamente significativas, detectdndose un aumento de la

expresion a 10° y 10% ng/L (Figura 12). Las comparaciones entre temperaturas mostraron
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diferencias significativas en el control y en las concentraciones de 10° ng/L y 10* ng/L,
observandose una reduccion de la expresion a 28 °C, lo que sugiere que el incremento
térmico podria reducir la respuesta antioxidante mediada por GST. Las enzimas GST
participan en la detoxificacién de compuestos reactivos mediante su conjugacion con
glutation.®® La disminucion observada a 28 °C y a concentraciones elevadas de GenX
podria relacionarse con un desajuste de los sistemas de detoxificacion bajo condiciones
de mayor estrés fisioldgico, tal y como se ha descrito previamente en organismos
acuaticos expuestos a contaminantes y aumento de temperatura.*

La expresion de MRPI mostro una inhibicion a 20 °C en 10° y 10* ng/L, y un incremento
significativo a 10° ng/L respecto al control (Figura 12). A 28 °C se observé una inhibicion
significativa a 10° ng/L respecto al control y una recuperacion en 10* y 10° ng/L. El
control a 28 °C presento niveles de expresion superiores respecto al de 20 °C, sugiriendo
que el incremento térmico podria activar MRPI. La comparacion entre temperaturas
reveld diferencias significativas a 10 ng/L, con menor expresion a 28 °C que a 20 °C.
Sin embargo, esta diferencia disminuy6 a 10* ng/L y practicamente desaparecio a 10°
ng/L. Las proteinas MRP forman parte de la fase III de detoxificacion y participan en la
expulsion de metabolitos conjugados fuera de la célula.’® El incremento observado a altas
concentraciones de GenX sugiere la activacion de mecanismos de exportacion celular.
Ademas, los resultados sugieren que el aumento de temperatura puede inhibir
parcialmente la expresion de este gen a bajas concentraciones de GenX, mientras que bajo
condiciones combinadas de mayor estrés térmico y quimico se produciria una activacion
compensatoria de MRP1. Este tipo de respuestas adaptativas han sido descritas en

organismos acuaticos expuestos a xenobidticos y estrés oxidativo.?
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En conclusion, los resultados obtenidos muestran que la exposicion a GenX modula
diferentes fases de la respuesta detoxificante en C. riparius, y que la temperatura influye
sobre estos mecanismos. El aumento de la expresion de Cyp972 a 28 °C, junto con la
mayor expresion detectada a 10* ng/L respecto a 28 °C, sugiere que el aumento térmico
podria potenciar los mecanismos de detoxificacion de fase I. En gstO1, a 20 °C se observo
una activacion de la expresion a 10° y 10* ng/L, seguida de una disminucion a 10° ng/L,
que podria corresponder a una respuesta hormética asociada al agotamiento de la
capacidad detoxificadora.*® Sin embargo, a 28 °C los niveles de expresion fueron
notablemente inferiores en comparacion con el tratamiento a 20 °C indicando que el
incremento térmico reduce la respuesta antioxidante y de conjugacion mediada por GST.
En el caso de MRPI, las diferencias observadas entre temperaturas dependen de la
concentracion de GenX, aunque el aumento de la expresion a altas concentraciones
sugiere la activacion de mecanismos de transporte y eliminacion de compuestos toxicos
para mantener la homeostasis celular. Asimismo, el aumento de temperatura parece
modular diferencialmente la expresion de MRPI, inhibiéndola a bajas concentraciones de
GenX y activandola bajo condiciones combinadas de mayor estrés quimico y térmico. En
conjunto, estos resultados evidencian una interaccion entre el estrés térmico y quimico
sobre los mecanismos celulares de defensa.

iii) Sistema endocrino y desarrollo
La exposicion a contaminantes ambientales puede alterar los sistemas endocrinos de

organismos acuaticos, interfiriendo en rutas hormonales implicadas en el desarrollo y la
metamorfosis. En insectos, estos procesos estan regulados por la interaccion entre la
ecdisona (20-hidroxiecdisona, 20-E) y la hormona juvenil (JH), cuya sefializacion

controla la activacion secuencial de genes implicados en la muda y la diferenciacion.*!*?
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Figura 13. Esquema de la regulacién endocrina del desarrollo y la metamorfosis en C. riparius. La hormona ecdisona
(20-E) se une al receptor (EcR), activando una cascada transcripcional con la expresidn de genes tempranos (E93, E74,
E75, Broad), genes tardios (HR3, HR4, HR38, E78) y genes efectores (DRONC y Vg), que conducen a la metamorfosis.

La hormona juvenil (JH), cuya sintesis esta regulada por la enzima JHAMT, actua a través del receptor Met inhibiendo
la accidn de la ecdisona y modulando la transicion metamorfica. Imagen propia generada en BioRender.

La Figura 13 representa de forma esquematica esta regulacion endocrina. La union de
la ecdisoma (20-E) a su receptor nuclear ECR/USP activa una cascada transcripcional que

incluye genes tempranos como E74 y E93, implicados en la remodelacion celular vy,
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posteriormente, genes efectores, como DRONC, implicado en la apoptosis necesaria para
la metamorfosis.** Por otro lado, la hormona juvenil (JH), cuya sintesis depende de la
actividad de la enzima JHAMT, actia a través del receptor Met, antagonizando la
sefializacion de la ecdisona. Este mecanismo mantiene el estado larvario al inhibir la
progresion hacia la metamorfosis y modular la respuesta a los pulsos de ecdisona.**

Los resultados muestran una inhibicion de la expresion de EcR tras la exposicion a
GenX a 20 °C especialmente a 10* y 10° ng/L respecto al control (Figura 14). Esta
inhibicion sugiere que GenX actua como un disruptor endocrino interfiriendo en la
sefializacion mediada por ecdisona, alterando rutas hormonales implicadas en el
desarrollo y la metamorfosis.*® A 28 °C se observé una reduccion de la expresion
significativa a 10°, 10* y 10° ng/L. El control a 28 °C presentd niveles de expresion
significativamente superiores respecto al control a 20 °C, lo que sugiere que el incremento
térmico induce la expresion de EcR, posiblemente por la aceleracion de procesos

2242 La respuesta frente a GenX vari6 entre

metabodlicos y muda mediados por ecdisona.
temperaturas. A 10° ng/L la expresion fue menor a 28 °C que a 20 °C, mientras que en
10*y 10° ng/L la expresion fue superior a 28 °C, lo que sugiere que GenX puede alterar
la sefializacion endocrina mediada por ecdisona, mientras que el aumento de temperatura
podria modular parcialmente esta respuesta. EcR es un receptor clave en la regulacion del
desarrollo y la metamorfosis en insectos, y diversos contaminantes ambientales pueden
interferir en esta via hormonal.*>#¢ Estudios previos sugieren que PFAS emergentes
pueden alterar procesos de regulacion génica y sefalizacion endocrina en organismos
acuaticos.'?

La expresion de E74 fue inhibida en todas las concentraciones de GenX estudiadas
respecto al control, tanto a 20 °C como a 28 °C, observandose los niveles mas bajos a 10*
ng/L (Figura 14). Este comportamiento concuerda con los resultados obtenidos para EcR
y refuerza la hipotesis de que GenX podria actuar como un disruptor endocrino capaz de
alterar la sefalizacion de ecdisona. A 28 °C la reduccion fue mayor en las concentraciones
intermedias, pero en 10° ng/L se observo una recuperacion de la expresion. El control a
28 °C presento niveles de expresion significativamente inferiores respecto al control a 20
°C, dando un patrén opuesto al observado para EcR. Del mismo modo, a 10° ng/L se
detectaron niveles de expresion significativamente menores a 28 °C, indicando que la
temperatura podria potenciar el efecto inhibidor de GenX sobre este gen. Sin embargo,
en 10° ng/L la expresion fue significativamente mayor a 28 °C que a 20 °C, sugiriendo

una recuperacion parcial de la expresion bajo condiciones de estrés térmico. Este
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comportamiento es coherente con la relacion funcional existente entre ambos genes, ya
que E74 es un gen de respuesta temprana regulado por la activacion del receptor EcR

4243 Por tanto, la inhibicién observada

dentro de la cascada de senalizacion de ecdisona.
del EcR podria explicar la disminucion de la expresion de £74 detectada tras la exposicion

a GenX. Alteraciones similares en genes regulados por la ecdisona han sido descritas

previamente tras la exposicion a compuestos con actividad disruptora endocrina.*>#
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Figura 14. Expresion génica normalizada de los genes relacionados con el sistema endocrino en larvas del cuarto
estadio de C. riparius tras 96 h de exposicion a diferentes concentraciones de GenX a 20 °Cy 28 °C: (a) EcR y (b) E74.
Los valores se expresan en unidades arbitrarias (media + desviacion estandar).

Con respecto a E93, los resultados mostraron una disminucion de su expresion a 103 y
10* ng/L de GenX tanto a 20 °C como a 28 °C respecto al control, mientras que a 10°
ng/L se observo un incremento de la expresion, especialmente a 20 °C (Figura 15). Este
patron sugiere una interferencia endocrina dependiente de la dosis, compatible con una
respuesta hormética en genes regulados por EcR. El control a 28 °C presentd niveles de
expresion superiores a 20 °C, con diferencias significativas entre temperaturas, lo que
sugiere que el incremento térmico induce la expresion de £93. Sin embargo, en 10° ng/L
la expresion fue significativamente menor a 28 °C que a 20 °C, lo que indica que la
temperatura podria modular parcialmente la respuesta inducida por GenX. £93 es un gen
regulado por ecdisona implicado en procesos de remodelacion tisular y diferenciacion
celular durante la metamorfosis.*’” Se ha descrito que contaminantes ambientales y
compuestos con actividad disruptora endocrina pueden modificar la expresion de genes
asociados a la sefializacion hormonal y al desarrollo en insectos. 4

En el caso de DRONC, a 20 °C los niveles de expresion permanecieron relativamente
estables entre tratamientos respecto al control. A 28 °C se observd una mayor expresion
del gen, especialmente a 10* y 10° ng/L (Figura 15). Ademas, el control a 28 °C present
niveles de expresion superiores respecto al control a 20 °C y se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de 10* ng/L y 10° ng/L, donde la expresion fue
mayor a 28 °C. DRONC participa en procesos apoptoticos asociados a la metamorfosis,
permitiendo la eliminacion de tejidos larvarios y la remodelacion celular necesaria para

la transicion a estadios posteriores.*® El aumento de la expresion a 28 °C sugiere que el
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estrés térmico combinado con la exposicion a GenX podria favorecer la activacion de
mecanismos apoptoticos en C. riparius.

La expresion de Vg mostré un patrén diferencial entre temperaturas, con valores
generalmente mas elevados a 20 °C y una disminucion global a 28 °C (Figura 15). A 20
°C se observo un incremento significativo a 10° ng/L respecto al control, mientras que a
28 °C los niveles de expresion permanecieron similares al control. Ademas, el control y
todas las concentraciones a 28 °C presentaron niveles de expresion significativamente
inferiores que, a 20 °C, sugiriendo que el incremento térmico reduce la expresion de Vg.
Estos resultados indican que el estrés térmico podria modular a la baja la respuesta
endocrina inducida por GenX. Dado que Vg es un biomarcador ampliamente utilizado en
estudios de disrupcion endocrina, implicado en la maduracion ovérica y la provision de
reservas energéticas al embrion, su disminucion podria indicar una desviacion de recursos
hacia mecanismos de supervivencia bajo condiciones de estrés térmico.**-° Asimismo, la
inhibicion observada a concentraciones intermedias sugiere una respuesta no monotonica
compatible con mecanismos de disrupcion endocrina y/o con la activacion de respuestas

compensatorias a concentraciones elevadas.**®
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Figura 15. Expresidn génica normalizada de los genes relacionados con el sistema endocrino en larvas del cuarto
estadio de C. riparius tras 96 h de exposicidn a diferentes concentraciones de GenX a 20 °Cy 28 °C: (a) £93, (b) DRONC
y (c) Vg. Los valores se expresan en unidades arbitrarias (media + desviacion estandar).

La expresion de JHAMT y Met mostrd un patron similar entre temperaturas, evidenciando
una influencia del estrés térmico sobre la via de la hormona juvenil (Figura 16). A 20 °C,
ambos genes presentaron niveles de expresion bajos y estables, con unicamente un
incremento significativo de JHAMT en 10° ng/L. Sin embargo, a 28 °C los controles

mostraron niveles de expresion significativamente superiores respecto a 20 °C, sugiriendo
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que el incremento térmico induce la activacion de esta via. En ambos genes se observo
una disminucion de la expresion en las concentraciones intermedias de GenX, seguida de
una sobreexpresion a 10° ng/L. Ademas, se detectaron diferencias significativas entre
temperaturas a 103 y 10° ng/L para JHAMT y a 10° ng/L para Met, registrandose una
menor expresion de JHAMT a 28 °C a 10° ng/L y una sobreexpresion a 10° ng/L para
ambos genes. Estos resultados sugieren que el estrés térmico combinado con la
exposicion a altas concentraciones de GenX activa la sefializacion de la hormona juvenil,

esto podria suponer el mantenimiento del estado larvario y afectar procesos de desarrollo

y metamorfosis, pero se necesitan mas estudios para confirmarlo.*>4*
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Figura 16. Expresidon génica normalizada de los genes relacionados con el sistema endocrino en larvas del cuarto
estadio de C. riparius tras 96 h de exposicion a diferentes concentraciones de GenX a 20 °Cy 28 °C: (a) JHAMT y (b)
Met. Los valores se expresan en unidades arbitrarias (media + desviacion estandar).

En conclusion, los resultados obtenidos evidencian que la exposicion a GenX altera
la expresion de genes implicados en el sistema endocrino de C. riparius. Los genes
asociados a la sefializacion de la ecdisona (EcR, E74 y E93) son inhibidos, especialmente
a concentraciones intermedias, lo que sugiere una alteracion de las rutas endocrinas y
refuerza la hipotesis de que GenX actua como un disruptor endocrino en C. riparius. Por
otro lado, el incremento de temperatura indujo la expresion de genes asociados con la via
de la ecdisona y la hormona juvenil, como EcR, E93, JHAMT, Met y DRONC, sugiriendo
una activacion de los procesos asociados al desarrollo, la muda y la metamorfosis por el
aumento de temperatura. Sin embargo, en presencia de GenX, esta respuesta térmica se
modulé de forma dependiente de la concentracion, observandose en E74, E93, Vg,
JHAMT y Met una inhibicién més marcada a concentraciones intermedias y respuestas
compensatorias a concentraciones elevadas, compatibles con patrones no monotdnicos
caracteristicos de mecanismos de disrupcion endocrina.

iv) Reparacion del ADN y apoptosis

La exposicion a contaminantes ambientales puede provocar dafio en el ADN,
generando roturas de cadena simple (SSB) y roturas de doble cadena (DSB), que
comprometen la estabilidad gendémica celular. Frente a este dafio, las células activan el

sistema de respuesta al dafio en el ADN (DNA Damage Response, DDR), una red
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compleja de sefializacion que coordina la deteccion del dafio, la activacion de mecanismos

de reparacion y, en caso de dafio irreparable, la induccion de la apoptosis (Figura 17).%!
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Figura 17. Esquema de la respuesta celular al dafio en el ADN en C. riparius. La exposicién a factores de estrés puede
inducir roturas en el ADN, tanto de cadena simple (SSB) como de doble cadena (DSB). Las roturas de cadena simple
son detectadas por PARP y reparadas mediante proteinas como XRCC1, mientras que las roturas de doble cadena
activan rutas de sefializacion mediadas por ATM y NLK, implicadas en la reparacion del ADN. Cuando el dafio es
excesivo o irreparable, se activa la via apoptdtica a través de reguladores como p53, caspasas y proteinas como
DECAY, conduciendo a la muerte celular programada. Imagen propia generada en BioRender.

Las roturas de cadena simple (SSB) son reparadas mediante la reparacion por escision
de bases (BER), donde la proteina XRCC1 actia como plataforma de ensamblaje de los
complejos de reparacion, junto a proteinas como PARP.>? Por otro lado, las roturas de
doble cadena (DSB), uno de los dafios mas graves, activan proteinas sensoras como ATM
y moduladores como NLK, implicadas en la reparacién del ADN y la apoptosis.>* Cuando
el dafio en el ADN es excesivo o irreparable, se activan mecanismos de muerte celular
programada mediante proteinas reguladoras como p53 y caspasas efectoras, como
DECAY, que ejecutan la apoptosis.®* En suma, este sistema mantiene la integridad celular
mediante la reparacion del ADN o la eliminacion de células dafiadas por apoptosis.>>

Los resultados muestran que la expresion de Xrccl a 20 °C aumenta a 10° ng/L y
disminuy6 a 10* y 10° ng/L (Figura 18). A 28 °C se detectd una inhibicion significativa a
10° y 10*ng/L, mientras que se aumento la expresion en 10° ng/L respecto al control. En
el control a 28 °C se inhibe la expresion respecto al control a 20 °C, sugiriendo que el
incremento térmico inhibe su expresion. Las larvas expuestas a GenX mostraron menores
niveles de expresion a 28 °C que a 20 °C, con diferencias significativas a 10* y 10° ng/L.
Este patron podria reflejar una activacion inicial de los mecanismos de reparacion del
ADN frente al dafio inducido por GenX que se ven reducidos por agotamiento. XRCC1
participa en la reparacion de roturas de cadena simple y es reclutada en respuesta a dafio
genético.>? Estos resultados concuerdan con estudios que describen estrés oxidativo y
dafio en el ADN tras exposicion a GenX.>®
Por su parte, NLK fue inhibida por GenX a 20 °C, significativamente a 10* ng/L, con
respecto al control (Figura 18). A 28 °C se observé una inhibicion significativa a 10° y
10* ng/L, y un aumento en la expresion en 10° ng/L. El control a 28 °C present6 niveles
de expresion superiores que el de 20 °C, sugiriendo una activacion del gen inducida por

la temperatura. A 103 ng/L, la expresion fue significativamente mayor a 28 °C que a 20
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°C, al igual que las demas concentraciones. Estos resultados sugieren que el aumento
térmico induce la expresion de NLK y que bajas concentraciones modulan a la baja su
expresion, mientras que a altas concentraciones y calor se activa su expresion. La
activacion de proteinas relacionadas con la respuesta a dafio en el ADN ha sido descrita
bajo condiciones de estrés oxidativo y exposicion a contaminantes ambientales.>?

En relacion con DECAY, a 20 °C se observo una disminucion de la expresion respecto al
control, significativa a 10* y 10° ng/L (Figura 17). A 28 °C se observa una inhibicion
significativa a 10* ng/L respecto al control. Ademas, el control y las larvas expuestas a
GenX presentaron menores niveles de expresion a 28 °C que a 20 °C, observandose
diferencias significativas entre temperaturas en todas las concentraciones. Los resultados
indican que la expresion de DECAY fue modulada negativamente por efecto de GenX y
temperatura. Dado que DECAY participa en procesos apoptdticos, este patron podria

indicar diferencias en la regulacion de la apoptosis dependiendo de la temperatura.>*
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Figura 18. Expresion génica normalizada de los genes relacionados con el sistema de reparacidn del ADN y apoptosis
en larvas del cuarto estadio de C. riparius tras 96 h de exposicidn a diferentes concentraciones de GenX a 20 °Cy 28
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relacionados con la reparacion del ADN y apoptosis en C. riparius, observandose ademas
una clara influencia de la temperatura. Xrccl present6 una activacion inicial seguida de
una inhibicién a concentraciones elevadas, lo que sugiere un posible agotamiento de los
mecanismos de reparacion del ADN. Por otro lado, el incremento térmico indujo la
expresion de NLK, especialmente a altas concentraciones de GenX, mientras que DECAY

mostr6 una inhibicion general mas acusada a 28 °C. En conjunto, estos resultados indican
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que el estrés térmico modifica la respuesta celular frente al dafo inducido por GenX,
afectando procesos asociados con la reparacion del ADN y la regulacion de la apoptosis.

6. VINCULACION DEL ESTUDIO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO
SOSTENIBLE (ODS)

El presente Trabajo Fin de Grado (TFG) se relaciona con diferentes Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030 de las Naciones Unidas. En primer lugar,
se asocia al ODS 6: Agua limpia y saneamiento, concretamente a la mejora de la calidad
del agua por la reduccién de la contaminacion y la liberacion de sustancias quimicas
peligrosas. La evaluacion de los efectos ecotoxicoldgicos de GenX en organismos
acuaticos contribuye al conocimiento sobre el impacto ambiental de los PFAS emergentes
en ecosistemas de agua dulce. Asimismo, se relaciona con el ODS 13: Accién por el
clima, pues analiza como el incremento de temperatura asociado al cambio climatico
puede modificar la respuesta biologica frente a contaminantes ambientales. La
combinacion de estrés térmico y contaminacion quimica representa un escenario cada vez
mas frecuente en los ecosistemas acuaticos. Ademas, se vincula con el ODS 14: Vida
submarina, centrado en la conservacion de los ecosistemas acuaticos pues C. riparius
constituye una especie modelo en ecotoxicologia para evaluar la calidad ambiental y el
impacto de contaminantes. En suma, los resultados aportan informacion sobre los efectos
combinados de contaminantes emergentes y cambio climatico, contribuyendo al
desarrollo de estrategias de evaluacion y proteccion ambiental mas sostenibles.

7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que GenX ejerce efectos ecotoxicoldgicos y
moleculares en larvas de C. riparius, alterando procesos relacionados con la respuesta al
estrés celular, la detoxificacion, la reparacion del ADN vy, especialmente, la regulacion
endocrina. Ademas, el incremento de temperatura modul6 estas respuestas y potencio los
efectos del contaminante, evidenciando que el estrés térmico asociado al cambio
climatico puede incrementar la sensibilidad de los organismos acudticos frente a
contaminantes emergentes como GenX.

1. El analisis del pH del medio de exposicion mostrd que las diferentes concentraciones
de GenX no produjeron alteraciones marcadas en las condiciones fisicoquimicas del
ensayo, indicando que los efectos observados en las larvas de C. riparius se deben
principalmente a la accion del contaminante o de la temperatura o de la combinacion

de ambos y no a cambios del pH del medio.
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2. Laexposicion a GenX durante 96 horas no produjo una elevada mortalidad en larvas
de C. riparius. Sin embargo, el incremento de temperatura modifico la sensibilidad
al contaminante, sugiriendo que el estrés térmico puede actuar como un factor
modulador de la respuesta ecotoxicoldgica.

3. Los datos obtenidos permiten concluir que GenX ejerce un impacto significativo
sobre la fisiologia molecular de C. riparius, afectando de forma integrada la respuesta
al estrés celular, la detoxificacion, la reparacion del ADN y la regulacion endocrina.
La alteracion de genes implicados en la sefializacion hormonal, la homeostasis
proteica y la integridad gendémica indica que GenX actia como un estresor
multifuncional capaz de comprometer procesos esenciales para el desarrollo y la
supervivencia del organismo. Asimismo, la inhibicion de genes clave de la via de
ecdisona respalda la hipotesis de que GenX actiia como un disruptor endocrino.

4. El aumento de temperatura indujo cambios significativos en la expresion génica,
promoviendo la activacion de genes relacionados con la respuesta al estrés, la
regulacion endocrina y los procesos de detoxificacion, mientras que reprimid genes
asociados con el mantenimiento celular, la reparacion del ADN y la reproduccion.
En conjunto, estos resultados sugieren que el incremento térmico altera la
homeostasis fisiologica del organismo y desencadena mecanismos de adaptacion
frente al estrés ambiental.

5. La interaccion entre GenX y el aumento de temperatura intensifico la alteracion de
procesos celulares esenciales, especialmente aquellos relacionados con la regulacion
endocrina y la metamorfosis. En conjunto, estos resultados sugieren que el estrés
térmico incrementa el impacto molecular de GenX y puede aumentar el riesgo para
organismos acuaticos expuestos a escenarios de cambio climatico.

En conjunto, los resultados evidencian que GenX actiia como un disruptor endocrino en

C. riparius y que el aumento de temperatura asociado al cambio climatico puede

intensificar sus efectos moleculares y ecotoxicologicos en organismos acuaticos.
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9. ANEXOS

9.1 Indice de abreviaturas

Abreviatura Significado
ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc ADN complementario

AEI Agencia Estatal de Investigacion
ANOVA Analisis de la varianza

ARN Acido ribonucleico

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

BER Reparacion por escision de bases

C. riparius Chironomus riparius

CFX96 CFX96 Real-Time PCR System

CYP Citocromo P450

Cypo12 Citocromo P450 912

DDR DNA Damage Response

DECAY Caspasa efectora implicada en apoptosis
DEPC Dietilpirocarbonato

DMSO Dimetilsulféxido

DSB Rotura de doble cadena

DRONC Death regulator Nedd2-like caspase
DTT Ditiotreitol

E74 Ecdysone-induced protein 74EF

E93 Ecdysone-induced protein 93F

EcR Receptor de ecdisona

EvaGreen® Fluoréforo intercalante para RT-qPCR
FKBP39 FK506-binding protein 39
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Abreviatura Significado

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GenX Acido de dimero de 6xido de hexafluoropropileno (HFPO-DA)
GSH Glutation

gstO1 Glutation S-transferasa omega 1

HFPO-DA Acido de dimero de 6xido de hexafluoropropileno
HSP Heat Shock Protein (proteina de choque térmico)
HSP10 Heat Shock Protein 10

HSP27 Heat Shock Protein 27

HSP60 Heat Shock Protein 60

HSP70 Heat Shock Protein 70

HSP90 Heat Shock Protein 90

IA Inteligencia artificial

JH Hormona juvenil

JHAMT Juvenile Hormone Acid Methyltransferase

LC50 Concentracion letal media

Met Methoprene-tolerant

M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus

MRP1 Multidrug Resistance-associated Protein 1

mRNA / ARNm | ARN mensajero

NLK Nemo-like kinase

OCDE Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos
ODS Objetivos de Desarrollo Sostenible

PARP Poly(ADP-ribose) polymerase

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PFAS Sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas
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Abreviatura

Significado

PFECAs Acidos perfluoroalquil éter carboxilicos

PFOS Perfluorooctanosulfonato

PFOA Acido perfluorooctanoico

qPCR PCR cuantitativa

ROS Especies reactivas de oxigeno

rpL11 Proteina ribosomal L11

rpL13 Proteina ribosomal L13

RT-qPCR PCR cuantitativa en tiempo real con retrotranscripcion
SSB Rotura de cadena simple

TRIzol Reactivo para extraccion de ARN

UNED Universidad Nacional de Educacion a Distancia
USEPA United States Environmental Protection Agency
USP Ultraspiracle protein

Vg Vitelogenina

Xrecl X-ray repair cross-complementing protein 1
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Nombre del gen Simbolo del gen | Funcion Eficiencia | Secuencia Referencia
Glyceraldehyde-3- Produccién de F: GGTATTTCATTGAATGATCACTTTG
phosphate GAPDH - 94,1% R: TAATCCTTGGATTGCATGTACTT -
dehydrogenase &
. . Subunidad . F: ACCAGCTAGAAAGCACCGTC
Ribosomal protein L13 | rpL13 ribosomal 97.3% | R: ATGGGCATCTGACGATTGGG 58
. . Subunidad . F: TGGCGAAAGCTACCGTCGTA 59
Ribosomal protein L11 | rpL11 ribosomal 106.8% | k. TCACCAGATTCTCGACGCA
. Respuesta  al F: AGGCTGAAGCTGACAAGAATG o
Heat shock protein HSPS0 estrés 108,1% | R. TCATGCGATAAATGCGAGCAG
: Respuesta  al F: ACTTGAACCAGTTGAGCGT 61
Heat shock protein HSP70 estrés 1028% | R. TTGCCACAGAAGAAATCTTG
: Respuesta  al F: TCAACACACAGGACCG 31
Heat shock protein HSP27 estrés 94,4% R: ATCCTTTATTGGTGATTAATTATG
. Respuesta  al F: TGCTGTCCTTAAAGTCGGTGG 2
Heat shock protein HSP60 estrés 105% R: TCCACCACCAGCAACGATTC
: Respuesta  al 0 F: CGTCCAAAGAGCTGAGGCAT 63
Heat shock protein HSP10 estrés 102,6% | k. CTCCTGGACCGCAAGCAATA
X . Reparacion del F: GACGATTTGCATTGGATAGT
'fgyl:rll’j;i;msls Xreel ADN. 109.7% | R: ATCAACATATCGCCATCAG 64
comp & SSB/DSB
: . Reparacion del R F: CATCTCACCAGATCGTCTCT 64
NEMO-like kinase NLK ADN. SSB 98,3% R: GAATTTATTTGATTATGCGGC
Death executioner Reparacion del F: AAAGTGTTCCGATTATGGC
caspase related to DECAY ADN. 97,9% R: TTCACACCAGTTAAAATCCAC 64
Apopain/Yama Apoptosis
FK506-binding protein Estrés F: AGGCTGGGATATCGGACTCAT 60
&P FKBP39 100,2%
of 39 kDa oxidativo ’ R: GTAAGCAAATGCAGGCGGG
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E)

Death regulator Sistemg F: GAAATGTCACAGATTTCAGTGCC
Nedd2-like caspase DRONC endocrino (20- | 99,3% R: GTGAATATCGTAAGCATGTTCTG 63
E)
Juvenile- O- JTHAMT Sistema 95.5% F: AGAAAATGCTACGGGAAAGTGG 66
metthyltransferase endocrino (JH) ’ R: CAGGCATTAGCTTCAAGCAAGG
Chironomus riparius Sistemg F: TCTTCTCACGGCCATCGTCA
ccdysone receptor EcR endocrino (20- | 102,9% R: GCTGCATCTTGTTTCGCCAC 39
E)
Sistema F: GAGTTCAGTACTTAAGCGCACTC
Methoprene-tolerant | Met endocrino (JH) | ©/>7° | Rt GTGGAGGCTGTTGTGGCACTC v
Ecdysteroid-regulated Sistemg F: TCTTACTGAAACTTCTTCAAGATCG
gene E74 E74 }ezr)ldocrlno (20- | 93,5% R: GCTTTGAGACAGCTTTGGAATCG 61
Ecdysone-induced Sistema F: CGAGAACCGAAACCACAGCC
) E93 endocrino (20- | 107,1% R: GCGCTGCCATTGATGGATGATC 67
protein 93F E)
Detoxificacion/ F: GTTCTCTACGCTCCATTCGGT
Cytochrome P450 92 | Cyp9f2 Respuesta 99% R: GGTTGCCTCGAAGCTGAAGT 58
antioxidante
Glutathione S . .y F : TGAGCTTGATAAGGTGCGCT 58
ransferase omega | | 9101 Detoxificacion | 96.8% | p . 1A ATCAGGTGTGCCTGCGAG
. . Detoxificacion
Multidrug resistance- 0 F: TGGCCACAAAGTGGAATTGT 59
associated protein 1 | MRE1 ; i tioiﬁ:ﬁ‘t‘:m 1022% | R. CTTTCCAGCTCTGTTCGTC
Sistema F: GATTGTTCCATGTGCAG
Vitelogenina Vtgl endocrino (20- | 112,3 R: TTTGAGTATGGTGGAGAATC 68

Tabla Al. Genes analizados, secuencias de oligonucledtidos y eficiencia de amplificacion utilizados en RT-qPCR.
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