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RESUMEN

En el presente trabajo se realizaron pruebas de toxicidad para evaluar el
efecto teratogénico del manganeso (Mn) a tres dosis subtoxicas, con agua del
rio San Cristébal y la que desemboca en la Laguna de Metztitlan, Hidalgo,
tomando como referencia las concentraciones reportadas durante el muestreo
en temporadas de lluvias y de estiaje durante un afio; la prueba utilizada para
evaluar el dafio causado por el manganeso es DarTa (Danio rerio Teratology
assay), la cual utiliza como bioensayos a los embriones de Danio rerio y evalla
el efecto teratogénico del Mn induciendo la frecuencia y tipo de malformaciones
en columna vertebral.

La parte experimental inicia con un muestreo preliminar para identificar
la presencia y concentraciéon de manganeso en la zona de estudio; a partir de
los datos conocidos se realizaron pruebas para determinar 3 dosis sub-toxicas
obteniéndose los siguiente, a una concentracion de 0.158ug/l (CLis), 0.079ug/|
(CLz2s) y 0.316pg/l (CL21), partiendo de estas concentraciones se expusieron
embriones de D. rerio con Mn, durante un periodo de 72 horas para identificar
la frecuencia y tipo de malformaciones inducidas en columna vertebral,
obteniéndose a 0.158ug/l (10% c/malformaciones), 0.079ug/l (8.3%
c/malformaciones) y la 0.316ug/l (13% c/malformaciones), conocedores de que
el agua San Cristobal es una mezcla compleja que contiene otros elementos
aparte de Mn, arrojando una toxicidad del 23.2% (CL23) de mortandad, y la
desembocadura de la Laguna de Metztitlan arroja una toxicidad del 7.2% (CL7)

de mortandad como una mezcla compleja.
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Los resultados obtenidos apoyan estudios previos y futuros en la Laguna
de MetztitlAn, debido a que es un cuerpo de agua de gran importancia
ecolégica y se tiene el registro que existe un gran numero de metales pesados
presentes, y que existen fluctuaciones de estos en temporadas estacionales del
aflo producto a actividades antropogeénicas, cabe mencionar que las
actividades que se realizan en la zona son de suma importancia para la
economia de la poblacién local que realiza actividades de agricultura y pesca
dichos recursos son consumidos por la poblacién, por ello es necesario evaluar

el potencial de riesgo real que existente.
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2. ANTECEDENTES

2.1. CONTAMINACION

Desde tiempos inmemoriales el hombre ha procurado establecer y
aumentar su comodidad y bienestar siguiendo instintos ancestrales; las
sociedades modernas han optado por aceptar los beneficios de la ciencia y

tecnologia, que se han ofrecido sin importar los riesgos (Vettorazzi, 1992).

Se denomina contaminacién a la aparicién de una nueva sustancia en un
sistema natural (atmdsfera, aguas, suelos) o al aumento de la concentracion de
una sustancia del sistema, superando las variaciones tipicas y naturales. La
contaminacion puede ser quimica (mediante elementos 0 compuestos quimicos
en estado sélido, liguido o gaseoso), fisica (calor, ruido, radioactividad), o

biolégica (bacterias, virus y otros microorganismos) (Ruza et al., 1984).

Todo cambio significativo en la composicion o condiciones normales de
un medio, constituye una forma de contaminacién; como en cualquier ambiente
contaminado, los cambios afectan al recurso en si dependiendo de un fin
determinado (Méndez, 2000); dentro de un ecosistema una gran variedad de
especies pueden estar expuestas a contaminantes y a muy diversas rutas de
ingreso, dependiendo del nicho ecologico al que pertenezca (Tabla I). La
contaminacion supone un desequilibrio grave en el biosistema, hasta el punto

de llegar a imposibilitar la vida de las especies existentes (Baird, 2001).
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Tabla I. Principales rutas de ingreso de contaminantes organicos en los
organismos (tomado de Castillo, 2004).

TIPO DE RUTA DE INGRESO FUENTE DE CONTAMINANTES
ORGANISMO
Vertebrados  [Sistema digestivo Alimento y agua ingeridos.
Terrestres Piel Aerosoles y particulas en aire
Pulmones \Vapor; gotas y particulas en aire.
Tracto alimentario Alimento y agua.
Invertebrados [Cuticula (insectos) Superficies contaminadas.
Terrestres Traqueas (artropodos), vias  |Ambiente contaminado (suelo).
aéreas Gotas y particulas en aire.
Branquias Contaminantes disueltos o suspendidos en
Peces agua y sedimentos.
Sistema digestivo Alimento.
Mamiferos Alimento, Cantidades pequefias de agua

acuaticos y aves

Sistema digestivo

ambiental o agua ingerida (aves).

Sistema digestivo

Alimento, Cantidades pequefias de agua

Anfibios ingerida.
Piel Contaminantes disueltos agua y sedimentos.
Tracto alimentario Alimento y Agua ingerida.

Invertebrados
acuaticos Superficies respiratorias Contaminantes disueltos o suspendidos en
agua y sedimentos.
Hojas Contaminantes en gotas o particulas
Plantas \Vapores.

Raices Contaminantes disueltos en agua del suelo.
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2.2 CONTAMINACION DE AGUA

Dentro de la contaminacion del ambiente, los sistemas acuaticos
enfrentan un problema de relevante importancia, debido a que impacta a nivel
ecologico, econémico y social, aunado a que cada segundo, la industria,
ciudades y las zonas agricolas, vierten toneladas de contaminantes a rios y
aguas costeras (Colin, 2001). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define a la contaminacién de aguas dulces de la siguiente manera, "Cuando su
composicién o su estado estan alterados de tal modo que ya no rednen sus
condiciones o al conjunto de utilizaciones a las que se hubiera destinado en su

estado natural" (OMS, 2006).

La contaminacion de los mantos freaticos es de los principales
problemas a que se enfrenta la humanidad debido a escurrimientos y
filtraciones al subsuelo de las precipitaciones pluviales naturales que arrastran
contaminantes solubles de la atmdsfera y los suelos; asi como las aguas
residuales que tienen deficiente o ningun tipo de tratamiento de depuracion

(Molina, 2005).

Actualmente los sistemas acuiferos se pueden considerar, que estan
contaminados por cuatro tipos de contaminantes principalmente segun la

clasificacion de Gonzalez (1998):

a) contaminantes organicos: son derivados de insecticidas, pesticidas,
herbicidas, restos de benceno, toluenos, etc. En su mayoria asociados con el

origen de procesos cancerigenos.
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b) contaminantes inorganicos: substancias que el agua disuelve al pasar por
la corteza terrestre y es muy comdn su presencia en pozos; unas de las
sustancias inorganicas mas peligrosas que se pueden encontrar en mantos
fredticos son el arsénico, plomo, mercurio, cadmio, niquel, cobre, sodio y

asbesto, todas ellas en su mayoria asociadas con procesos cancerigenos.

c) contaminantes bioldgicos: es originada por microorganismos, que habitan
en el agua y restos fecales; como por ejemplo bacterias, algas, virus, son
elementos comunes, ocasionan muchas enfermedades, entre las que destacan

el céleray la tifoidea.

d) contaminantes radioactivos: son contaminantes que se encuentran en la
naturaleza y por explosiones nucleares hechas por el hombre, como el Beta y

Alfa, entre otras (Gonzalez, 1998).

Una vez que un contaminante ingresa a un organismo, no siempre llega
como tal hacia un érgano en particular, sino que pasa por una serie de
transformaciones antes de llegar al 6rgano blanco (Fig. 1), asi como procesos

de acumulacion y excrecion (toxicocinética).
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Fig. 1. Destino de un agente quimico ambiental en el sitio efector del
organismo (tomado de Pefia et al., 2001).

2.3 METALES PESADOS

Este grupo de elementos, comprende 40 elementos quimicos, debido a
gue son metales que tiene una densidad igual o superior a 5 g/cm?® cuando esta
en forma elemental y/o su niumero atémico es superior a 20 (excluyendo a los

metales alcalinos y alcalino-térreos) (Vega, 1985).

Los metales pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse, la
bioacumulacion significa un aumento en la concentracion de un producto
quimico en un organismo biolégico en un cierto plazo, comparada a la
concentracion del producto quimico en el ambiente (Ramos, 1994). Son
elementos que se introducen en los ciclos biogeoquimicos por procesos

naturales como erupciones volcanicas, alteracion de rocas y minerales.
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El aumento de estas concentraciones en tiempos recientes es consecuencia de
diversas actividades antropogenicas. Los metales pesados llegan a los
sistemas acuaticos por precipitacion desde la atmdésfera, o a través de aguas

residuales industriales, agricolas y domésticas (Barron, 2002).

Entre los metales pesados de mayor interés toxicolégico se encuentran:
aluminio (Al), antimonio (Sb), arsénico (As), bario (Ba), berilio (Be), cadmio (Cd)
cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), estaiio (Sn), hierro (Fe), litio (Li),
manganeso (Mn), mercurio (Hg), molibdeno (Mo), niquel (Ni), plomo (Pb),

selenio (Se), talio (TI) y zinc (Zn) (Vega,1985).

2.3.1 TOXICIDAD DE LOS METALES PESADOS

La toxicidad en el medio acuético depende de la forma fisicoquimica en
que se encuentren: iones simples o complejos, 6xidos o hidréxidos, complejos
organometalicos hidro o liposolubles, de la especiacién quimica particular del
elemento. La solubilidad y generalmente la biodisponibilidad varian con la
temperatura, tiempo, impurezas, pH y también con el tamafio y la naturaleza de

las particulas absorbentes del sistema acuatico (Figueruelo et al., 2001).

Los efectos de los metales y sus compuestos sobre los organismos
acuaticos son diversos; muchos de ellos actian como nutrimentos de los
organismos acuaticos; en otros casos, un exceso de bioelementos metalicos,
puede ser toxico e incluso letal, interfiriendo en algunos procesos vitales

(Figueruelo et al., 2001).
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2.3.2 FACTORES QUE AFECTAN LA ACUMULACION DE

METALES PESADOS EN PECES

El medio acuatico puede ser dividido en tres compartimentos principales;
agua, sedimentos y organismos vivos. Los elementos metalicos naturalmente
presentes en el medio ambiente o introducidos artificialmente por las
actividades humanas se reparten en estos compartimentos en funcién de
diferentes mecanismos de naturaleza quimica, fisica o biologica. Los
intercambios entre estos compartimentos estaran influenciados por las
variaciones en los ecosistemas de los factores abidticos (caracteristicas fisico-
qguimicas del agua y de los sedimentos) o bidticos (hébitat, régimen alimentario,
naturaleza y cantidad de alimento disponible), por las variaciones de
precipitacion fluvial segun las estaciones y fluctuaciones climatoldgicas (Garcia,

2002).

Se podria establecer tres umbrales criticos para el contenido de metales:
un primer umbral, a nivel de trazas, donde los metales esenciales juegan su
papel de activadores enziméticos indispensables en el metabolismo; un
segundo umbral, que determina una absorcion pasiva, donde los metales van
acumulandose en ciertos 6érganos; y un tercer umbral, incompatible con los
fendbmenos vitales, que desencadena procesos de defensa que tienden a
disminuir la permeabilidad y el paso de estos metales a través de las
membranas celulares (Barreiro, 1991). El segundo y tercer umbral han dado
pauta a estudios para dilucidar efectos sub letales y de toxicidad crénica

(Barreiro, 1991).
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2.4 MANGANESO Y SUS EFECTOS TOXICOS

En la naturaleza el Mn se presenta en siete estados de oxidacion, los
mas comunes son 2, 4y 7, ocupa el doceavo lugar en abundancia ambiental
(Rojas et al., 2003); los paises productores mas importantes figuran Estados
Unidos de América, Australia, Brasil, China, Gabon, India, Sudafrica, Ucrania y

México (Mineral Commodity Summaries, 2004).

Los compuestos del Mn tienen varias aplicaciones en la industria, el
diéxido de manganeso se usa como un desecante y/o catalizador de pinturas y
barnices; asi como para la fabricacién de vidrio y en pilas secas. Sus usos mas
frecuentes son: manufactura de ceramica, cerillos, vidrio, colorantes, puntas de
soldadura, asi como aleaciones de acero y hierro fundido, denominadas super
aleaciones no ferrosas (Castillo, 1999). Segun la Agencia para Sustancias
Toxicas y el Registro de Enfermedades de los Estados Unidos de América
(ATSDR), algunos compuestos organicos de manganeso se incluyen en
pesticidas, tales como el “Maneb” o “Mancozeb”, en el metilciclopentadienil
manganeso tricarbonil (MMT) y en algunos aditivos de gasolina (ATSDR,

2000).

Los efectos tOxicos por una exposicion a manganeso producen
desérdenes neurolégicos y psiquiatricos durante  exposicion laboral a
manganeso, principalmente por inhalacion, para los animales el Manganeso es
un componente esencial un gran numero de enzimas encargadas de realizar

diversas reacciones metabdlicas durante el desarrollo (Donaldson, 1987).
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En cuanto a los efectos toxicos por manganeso en animales; el
invertebrado, anfipodo, Crangonyx pseudogracilis, es el organismo mas
resistente al manganeso, en lo que se refiere a vertebrados, la especie mas
sensible es Gastrophryne carolinensis, para la que es admisible una
concentracion letal para el 50% de los individuos (CLso) igual a 1,42 mg/l

(Birge, 1979).

Algunos animales la dosis letal es bastante baja, lo cual significa que
tienen pocas posibilidades de supervivencia incluso a pequefias dosis de
manganeso cuando este excede la dosis esencial. El Manganeso puede causar
disturbios en los pulmones, higado y 6rganos vasculares, decremento de la
presidn sanguinea, fallos en el desarrollo de fetos de animales y dafios
cerebrales. En los ultimos afios el manganeso ha comenzado a considerarse
como peligroso desde el punto de vista ambiental ya que, no se dispone de
mucha informacion en lo referente a sus efectos y modos de accién, y se ha
reportado que el manganeso es responsable de la inhibicion de la sintesis de

dopamina y serotonina en el cerebro de mamiferos (Crosby, 1998).

2.5 CINETICA AMBIENTAL DE MANGANESO

Son pocos los trabajos existentes sobre toxicidad crénica del
manganeso sobre organismos acuaticos. Uno de los organismos invertebrado
mas sensible afectos de contaminantes es la pulga de agua (Daphnia magna),
para la que se han reportado concentraciones toxicas de Mn cerca a 0.88 mg/l

(Kimball, 1978).
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El manganeso exhibe un comportamiento algo Unico con respecto a su
toxicidad (Nelson, 2001), debido a que se acumula en los tejidos ricos en
mitocondrias y atraviesa facilmente las barreras hematoencefalica y placentaria
al ser un oligoelemento que interviene activador enzimético y coofactor
enzimatico (Tabla Il), también se han observado concentraciones elevadas de
manganeso en las zonas mas pigmentadas del organismo, como son la retina,

la conjuntiva pigmentada y la piel morena (Gunnar, 2001).

Tabla Il. Exposicion prolongada al manganeso (tomado de Vega, 1985).

SINTOMAS Y
) SIGNOS DE
ESTADO CONTAMINACION INTOXICACION

Neurolégicos
-Anorexia

-Astenia
-Hiposexualidad
Oxido de Agua potable -Hipertonia Muscular
Manganeso
(originados de desecho de baterias Psicomotores
secas) -Disartria
-Insomnio
-Adiana

Ferromenganeso Neumonias
Area en zonas aledafias a industrias de |Bronquitis
aleaciones -Neumonitis
-Bronquitis

Las dosis relativamente altas del manganeso afectan la réplica del DNA
y causan mutaciones en microorganismo y células de mamiferos; en estas
tltimas causa dafo directo al DNA y aberraciones cromosOmicas, asi como
cambios neuroldgicos, aumento de tono muscular y posturas anormales (Vega,

1985). Por otra parte Garcia en el 2003, reporta que grandes cantidades de

21




manganeso afectan la fertilidad en mamiferos y tienen efectos toxicos durante
el desarrollo embrionario. Existen reportes a exposiciones prolongadas a
compuestos de manganeso, de forma inhalada u oral, y que estan asociados
con la génesis de efectos adversos en el sistema nervioso y respiratorio, entre

otros (International Manganese Institute, 2007).

2.6. TOXICOLOGIA AMBIENTAL

La ciencia encargada de evaluar los efectos de los agentes
contaminantes es la toxicologia ambiental, la cual se encarga de estudiar los
dafios causados al organismo por exposicion a tdxicos que se encuentran en el
medio ambiente; su objetivo principal, es evaluar el o los impactos que
producen en la salud publica y en el ambiente (Cairns, 1992 y Pefia et al.,

2001).

2.7 ECOTOXICOLOGIA

El uso de los métodos de evaluacion biolégica para detectar compuestos
potencialmente dafiinos tuvo sus origenes desde principios del siglo XVII
(Blaise et al., 1985), pero en la segunda mitad del siglo XX se desarrolla una
ciencia multidisciplinaria, con enfoques ambientales, ecoldgicos y toxicolégicos
denominada “Ecotoxicologia”, cuyo principio se basa en que los organismos
vivos y su ambiente son herramientas esenciales para la evaluacion de la
calidad ambiental, puesto que ellos son los que estan expuestos a los efectos
combinados de la ecotoxicidad y son el punto final de la evaluacién de algun

efecto. Evaluando, los efectos en ecosistemas e individuos, desde su emision
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hasta los efectos individuales; pasando por su cinética y transformacion tanto
en el ambiente como en los organismos; e incluso impactando en la gestion de
normas y leyes que regulen el uso, almacenamiento, liberacion y exposicion a

agentes xenobioticos (Fernicola, 1992).

El efecto causado por un toxico dependerd de su toxicidad inherente
(capacidad de causar algun efecto nocivo sobre un organismo vivo), de la
sensibilidad de organismo a ese agente, del grado de exposicion, que a su vez
dependera de la cantidad que ingrese, del tiempo y concentracién de la
exposicidn, de cuanto pase a los distintos compartimientos del ecosistema y de

su persistencia (Fernicola, 1992).

Los efectos asociados a una exposicion aguda, pueden manifestarse en
cuestion de minutos, horas o dias, dependiendo de multiples factores
ambientales, quimicos y/o bioldgicos, mientras que los efectos asociados a una
exposicion cronica aparecen solamente semanas, meses o afios después del
contacto con la sustancia téxica y depende principalmente del ciclo de vida del

organismo a evaluar y de su capacidad metabdlica (Gad, 1998).

La toxicidad aguda, es por lo general, mas facil de identificar y la
evidencia cientifica obtenida de los estudios a corto plazo es mas confiable,
sirve principalmente para evaluar efectos toxicos y es preliminar para estudios
de efecto colaterales. La determinacion de la toxicidad aguda de las sustancias
es la base de la regulacion y el manejo de los compuestos quimicos,

principalmente para casos de exposicion ocupacional (Buikema, 1982).
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La toxicidad cronica es mas dificil de evaluar debido a que existen
problemas inherentes a la toxicidad a largo plazo. Por lo tanto, idealmente, un
estudio en animales tendria que involucrar un alto nimero de individuos
expuestos a diferentes concentraciones de un compuesto. Sin embargo, en la
practica, un estudio de este tipo algunas veces no es factible desde el punto de
vista econdmico, de tiempo y de espacio; por lo que se disefian estudios en
grupos de organismos mas pequefios, desde bacterias, hasta cultivos de
tejidos en humanos, que son expuestos a niveles relativamente elevados de

sustancias toxicas y que dan respuestas a corto plazo (Gabilondo, 2005).

La toxicocinética, es el estudio de los procesos que experimenta un
toxico en el organismo en funcién del tiempo, y que comprende el seguimiento
del téxico a través del organismo hasta que es eliminado. Los toxicos algunas
veces no se distribuyen de forma homogénea, sino que se acumulan en
determinadas zonas u 6rganos (6rgano afin), en donde se pueden metabolizar
y ser expulsados posteriormente en forma de metabolitos secundarios, los
cuales algunas veces pueden ser mas o menos peligrosos que los compuestos

originales (Lagarto et al., 2002).

El efecto producido por una dosis, depende de la cantidad de téxico que
llegue en estado activo al sitio de accion (6rgano blanco) y del tiempo que se le
permita actuar (Vega, 1985). El proceso de transporte y transformaciones que
experimenta el toxico desde la superficie epitelial de contacto hasta llegar a los

organos en los que se almacenan y en los que causa lesiones es muy complejo

(Fig. 2).
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Fig. 2. Toxicodinamica de los compuestos en un organismo
(tomado de Cortinas, 2005).
Por conveniencia, para facilitar el estudio de la toxicocinética de un
compuesto, se considera que cualquier compuesto atraviesa por cuatro fases,
la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (Cortinas, 2005), y cada

una de esta fase o etapas se define de la siguiente manera:

Absorcion: Se define como el proceso por el cual éste atraviesa membranas y
capas de células hasta llegar al torrente sanguineo, las vias de exposicion a los
téxicos ambientales son la ingestion, la inhalacién y la exposicién cutanea y
una misma dosis quimica, puede producir diferentes efectos, dependiendo de

la via por la cual ingresa, su concentracién y frecuencia.
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Distribucion: Se refiere a la localizacion y concentracion en los diferentes
tejidos. La distribucién no es la accion de transportar el toxico, es decir, se
refiere a que una vez que el toxico ha llegado al torrente sanguineo, se puede

fijar y /o mover a distintos destinos y dependiendo:

flujo sanguineo,

« la velocidad de difusion en las interfaces sangre-tejido, la cual depende
coeficiente de particion,

« la permeabilidad de la membranay

« la afinidad del tejido por el compuesto

Metabolismo: Para reducir la posibilidad de que una sustancia téxica cause
dafio en el tejido blanco, el organismo posee rutas metabdlicas de
biotransformacion y destoxificacion cuya meta es incrementar la solubilidad del
toxico en agua de manera que pueda ser excretado facilmente. Sin embargo,
en algunos casos, la biotransformacion da como resultado la produccion de un
metabolito mas toxico que el compuesto original: en este caso el proceso se

[lama bioactivacion.

Excrecién: La excrecion de sustancias toxicas se lleva a cabo por los mismos
mecanismos que el organismo utiliza para excretar los desechos metabdlicos
endogenos. Las principales vias de excrecién son la orina, heces y aire

exhalado (Cortinas, 2005).
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Inicialmente el término xenobidtico (etimoldégicamente: “ajeno a la vida”)
estaba limitado a compuestos quimicos sintetizados por el hombre, constituidos
por determinados elementos o0 grupos estructurales pero posteriormente
fueron detectados en los sistemas naturales ampliando enormemente la gama

de compuestos y/o elementos que caen en esta categoria (Ramos, 1994).

Se consideran xenobidticos a productos quimicos industriales,
compuestos organicos e inorganicos, artificiales, extrafios a la vida y a la
naturaleza, no producidos por la biota (o sea el conjunto de los seres vivos:
animales, plantas y microorganismos), obtenidos por sintesis por su utilidad
tecnoldgica, o generados involuntariamente, como subproductos inevitables no
deseados, a partir de ciertas reacciones quimicas determinadas (Singleton,
1994); el origen en el ambiente de estas sustancias esta fuertemente asociado
a la fabricacion, procesado, distribucion, uso y eliminacion de una gran
cantidad de productos que facilitan el estilo de vida humano contemporaneo, y
representan un alto riesgo sanitario y ambiental; estas sustancias sintéticas y/o
naturales no se incorporan a los procesos naturales (los ciclos biogeoquimicos
y biologicos), ni al metabolismo de los seres vivos, por lo que algunas
sustancias resultan ser toxicas, muy estables, persistentes, no biodegradables,
no reciclables naturalmente, liposolubles y bioacumulables, y por ende muy

peligrosas (Pérez, 2002).
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2.8 BIOINDICADORES

La utilizacién de organismos vivos como indicadores de contaminacion y
para evaluar los efectos ambientales y biolégicos antes mencionados, es una
técnica bien reconocida. Lo anterior se sustenta en que la composicion,
condiciones y procesos de una comunidad, reflejan la integracion y efectos de
las caracteristicas del ambiente segun Boltovskoy en 1978. Los indicadores
biolégicos son atributos de los sistemas biol6gicos, que se emplean para
descifrar factores y efectos de su ambiente; inicialmente se utilizaron especies
0 asociaciones de éstas como indicadores, posteriormente, correspondientes a
otros niveles de organizacion del ecosistema, como poblaciones vy
comunidades entre otros, lo que resultdé particularmente Gtil en estudios de

contaminacion, monitoreo y remediacion ambiental (Ramirez, 2006).

Las especies indicadoras son aquellos organismos o restos de los
mismos (Tabla Ill), que ayudan a descifrar cualquier fendémeno o
acontecimiento actual o pasado, relacionado con el estudio de un ambiente. A
cada especie o0 poblacion le corresponden determinados limites de estas
condiciones ambientales, entre las cuales los organismos pueden sobrevivir
(limites maximos), crecer (intermedios) y reproducirse (limites mas estrechos),
cuando mas estrechos sean sus limites de tolerancia, mayor sera su utilidad

como indicador ecoldgico (Pefia et al., 2001).
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TABLA lll. Ejemplos de biomarcadores a diferentes niveles de
organizacion (tomado de Pinilla, 1998).

Nivel de organizacion Ejemplo de biomarcador

Molécula unida a un receptor TCDD unido a un receptor acetilcolina.
Nonilfenoles unidos a un receptor de estrégeno

Respuesta bioquimica Induccion de monooxigenasas
Inhibicion de acetilcolin estereasas

Alteraciones fisioldgicas Grosor de la cascara de huevo (aves)
Feminizacion de embriones

Efectos a nivel del individuo Cambios de comportamiento
Crecimiento

Las especies bioindicadoras, deben ser en general, abundantes, muy
sensibles al medio de vida, faciles y rapidas de identificar asi como, con poca

movilidad, bien estudiadas en su ecologia y ciclo biolégico (Cairns, 1992).

El uso de organismos indicadores de contaminacion requiere conocer las
tolerancias ambientales y los requerimientos de las especies, asi como sus

adaptaciones para resistir exposiciones agudas y cronicas.

Las investigaciones sobre organismos indicadores de contaminacion
comprenden estudios autoecoldgicos, de laboratorio y de ensayos de toxicidad;
los cuales se basan en la observacién, experimentacion y andlisis de las
caracteristicas ambientales de los sitios en los cuales se detectan con mas

frecuencia las poblaciones de organismos de cierta especie (Wilhm, 1975).

Los biomarcadores son los cambios medibles, ya sean bioquimicos,
fisiol6gicos o morfoldgicos, que se asocian a la exposicion a un téxico y se

utilizan para:
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e detectar la presencia de una exposicion
e determinar las consecuencias bioldgicas de la exposicion
e detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patolégico
¢ identificar a los individuos sensibles de una poblacién
e fundamentar la decisiébn de intervenir, tanto a nivel individual como
ambiental (Boltovskoy, 1967 y Vega 2006).
Castillo en 2004, indica que los biomarcadores antes mencionados se pueden
clasificar de acuerdo a su expresion en:
a) Marcadores internos de dosis
Indican que el toxico ha entrado al organismo, proporcionan informacion
cuantitativa sobre la exposiciébn y corroboran el ingreso de toxicos al
organismo, son los resultados de la concentracion de los xenobibticos y sus
metabolitos en los medios bioldgicos.
b) Marcadores de dosis biol6gicamente efectivas
Indican que el toxico ya ha producido dafios en el organismo, son los
compuestos de adicion estables que forman el téxico o sus productos de
bioactivacion con los &cidos nucleicos y proteinas.
c) Marcadores de respuesta biologica
Representan estados avanzados del proceso de dafio, son mas
persistentes y a menudo representan alteraciones genéticas. Ejemplos de
estos son las mutaciones de ciertos oncogenes y los intercambios entre

cromatinas hermanas.
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d) Marcadores de enfermedades

Son manifestaciones preclinicas o tempranas de enfermedades,
representan el Ultimo paso antes de que se establezca la enfermedad que
produce la exposicion. Los polipos en el colon son un marcador de enfermedad
ya que la continuacién de la exposicion puede conducir a la generacion de un
cancer.

e) Marcadores de susceptibilidad

Se utilizan para identificar a los individuos mas susceptibles dafios en
una poblacién. Algunos individuos tienen probabilidades mas altas que otros de
recorrer completo el camino exposicién-enfermedad. Esto se puede deber a
que tienen mas activos los procesos de bioactivacion o a que tienen
disminuidas sus capacidades de destoxificar, de excretar o de reparar dafios;
los biomarcadores son muy Utiles, pero es necesario validar la relacién entre el

nivel del biomarcador y la exposicién (Castillo, 2004).

2.9 BIOENSAYOS

Los ensayos de toxicidad son empleados para reconocer y evaluar los
efectos de los contaminantes sobre la biota terrestre y acuatica. Los efectos
téxicos a evaluar pueden ser: mortalidad, inmovilidad, inhibicion del crecimiento
de la poblacién, alteracion del comportamiento, etc. Se determinan distintas
variables como la concentracion letal 50 (CL so), que es la concentracion letal
para el 50 % de los individuos expuestos (Buikema et al., 1982). Los ensayos
de toxicidad permiten establecer los limites permitidos para los distintos

contaminantes, evaluar el impacto de mezclas sobre las comunidades de los
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ambientes que las reciben y comparar la sensitividad de una 0 mas especies a

distintos toxicos o a diferentes condiciones para el mismo toxico (Reish, 1985).

Los ensayos pueden ser de laboratorio (condiciones estandarizadas que
reproducen solo en forma parcial las condiciones naturales del ambiente) o del
campo, los ensayos biolégicos son relativamente simples, rapidos vy
econdémicos; pueden brindar informacion adicional sobre el riesgo potencial de
dafio, incluyendo efectos téxicos, asi como la generacion de efectos
secundarios como cancer, mutaciones y malformaciones congénitas; ademas
de desdrdenes de conducta, efectos acumulativos y metabdlicos, antagonismos

y sinergismos (Baudo, 1987 y Pinilla, 1998).

Estos ensayos de toxicidad (Tabla 1V), se pueden realizar con
organismos de una especie (uniespecificos) o de varias especies
(multiespecificos), simulando microecosistemas (multitréficos), con el objetivo
general, de determinar qué tan perjudiciales son las sustancias xenobidticas y
gué riesgo poseen para el ambiente y sus organismos asociados (Castillo,
2004). Conociendo la diversidad de ensayos de toxicidad nos podria permitir
realizar estudios de carcinogenicidad, mutagenicidad y teratogénicidad debido
a que estos estudios estan en funcién del tiempo en que los organismos son

expuestos a los agentes contaminantes.
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Tabla IV. Escalas de observaciéon en
ensayos de toxicidad (tomado de Castillo, 2004).

Espacial Temporal Organizacional
Estructural Funcional
Ensayo de laboratorio
uni especifico Horas a dias | Organismo |Crecimiento Reproduccion
Organismo Produccion Ciclo de vida
Microcosmos Dias a meses
Poblacion Cadena trofica
Comunidad
Ensayos de campo | Dias a afios Organismo Ciclo de vida
Poblacion Cadena trofica
Comunidad
Monitoreo ambiental Afos Organismo | Crecimiento y ciclo de vida

2.10 TERATOGENESIS

El termino teratégeno fue utilizado por primera vez en 1832 por Geoffroy

St. Hilaire en su libro “Histoire générale et particulire des anomalies de

'organisation chez 'homme et les animaux”, que fue subtitulado “Traité de

tératologie” (Adler, 2008). La teratologia es el nombre que se le da al estudio

del crecimiento anormal, deriva del griego tépag¢ (monstruo) y hdyo¢ (ciencia)

(Adler, 2008). Por otra parte Pérez y colaboradores (2002) definen a la

teratologia como el estudio de las causas, mecanismos y manifestaciones del

desarrollo fetal anormal desde el punto de vista estructural o funcional.
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Actualmente se define como teratogénesis o dismorfogénesis la
alteraciéon morfologica, bioquimica o funcional, inducida durante el embarazo
que es detectada durante la gestacion, en el nacimiento o con posterioridad.
Estas alteraciones pueden clasificarse en mayores (Ej. focomelia) o menores

(Ej. retraso en el desarrollo del comportamiento).

Un teratdgeno es cualquier sustancia quimica, agente fisico, agente
infeccioso o estado carencial que actuando durante el periodo embrionario o
fetal, es capaz de producir una alteracion morfolégica o funcional durante el
desarrollo embrionario (Pérez et al., 2002). Cada teratdbgeno actia en un
aspecto particular del metabolismo celular, por esa razén, diferentes agentes
teratdgenos tienden a producir diferentes efectos. Aunque actien en el mismo
periodo de desarrollo embrionario y sobre el mismo sistema, cada farmaco
especifico producird un modelo o patrén especifico de malformaciones. De
todas formas, algunos farmacos tienen un mayor potencial teratbgeno debido
también a factores como dosis, metabolismo materno y transporte placentario

(Nilda, 1992).
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2.11 BIOLOGIA DEL PEZ CEBRA (Danio rerio, Hamilton, 1822)

La biologia de D. rerio comenz6 a estudiarse en la Universidad de
Oregodn en los afios 1970-1980 (Spitsbergen et al., 2003).
Danio rerio pertenece:
Reino: Animalia.
Orden Cipriniformes
Familia: ciprinide
Clase: Osteictios
Subclase: Actinopterygii
Infaclase: Neopterygii
Género: Danio

Especie: Danio rerio (Hamilton, 1822)

Su color es dorado o plateado (segun el sexo), sobre los flancos y
longitudinalmente se presenta de 5 a 9 bandas de color azul oscuro que
empiezan dichas franjas desde el opérculo y llegan hasta el final de la aleta
caudal (Fig. 3). El opérculo es azulado y la zona ventral de un tono

blanquecino rosado (Rojas, 2007).

Fig. 3. D. rerio (tomado de Rojas, 2007).
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Es un buen indicador para comprobar el efecto toxicolégico debido a
gue este organismo presenta diversas ventajas sobre otros organismos como:
una salud perfecta ya que si se presenta algin patégeno en este organismo
se pueden controlar por medio de cambios de temperatura y limpieza de la
pecera. También se pueden mantener muy bien alimentado con comida seca,
liofilizada, artemia y gusano rojo; su mantenimiento es de bajo costo, asi
mismo ocupan un espacio reducido por ejemplo en una pecera de 20L se
pueden tener 30 individuos, su talla puede ser de 5 cm. como talla méaxima,
otra de las ventajas importantes que cabe mencionar es su reproduccién sexual
que inicia a los 4 meses después de la eclosion, su reproduccion puede
inducirse por factores de luz y por alimentacién; en el cortejo hembras y
machos se persiguen para posteriormente ser los machos los que acaban
arrinconando a las hembras para provocar el desove este se produce cuando
los peces estan muy excitados, el macho llega a golpear el lomo de la hembra
para que esta expulse los huevos y fecundarlos, presenta una descendencia
que oscila entre 200-400 huevos en tan solo 2 semanas y su desarrollo
embrionario va de 2-4 dias conformado por siete periodos en la embriogénesis:
zigoto, hendidura, blastula, géastrula, segmentacién, faringula y eclosién

(Kimmel,1995).

Se podria considerar como un modelo Unico debido a que su desarrollo
es externo y la transparencia del embrion permite la investigacion
pormenorizada de las primeras fases del desarrollo de los vertebrados

(Kimmel et al., 1990).
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Tanto el D. rerio como el ser humano son organismos diploides, es decir, tienen
por duplicado las recetas necesarias para mantener el flujo constante de la
informacion bioldgica de una generacidn a otra. Una copia es aportada por la
madre y otra por el padre. En D. rerio, los embriones con una sola copia
cromosomica (haploide) pueden desarrollarse de manera normal sélo hasta las
72 hpf (horas post-fecundacion) (Sprague et al., 1998). EI campo de aplicacion
gue tiene el organismo es tan grande que se utiliza desde el descubrimiento de
nuevos farmacos, en modelos de enfermedades como el cancer, en estudios
patolégicos dentro de la piscicultura y por su puesto en estudios de
toxicogenética, este amplio ramo de aplicacion hace que D. rerio, se le pueda
considerar un excelente bioensayo ya que se puede utilizar desde una célula

hasta el organismo completo para trabajos de investigacion (Tabla V).
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Tabla V. Impacto del D. rerio en biomedicinay biotecnologia

(tomado de Rojas et al., 2007).

CAMPO DE APLICACION

EJEMPLO

COMENTARIO/DIANA

Desarrollo de nuevos farmacos

Control de arritmia severa

Regulacion de sefializacion

Ortélogo de HERG

Proteinas G

Céncer heterotriméricas
Genérico
Farmacodinamica y Efectos sobre la integridad del Genérico
farmacocinética genoma
Modelos de enfermedad
Leucemia, Met4stasis
Cancer Genética y cribado c-myc
Mutante Gridlock Hey2
Cardiovascular Insuficiencia circulatoria Syndecan-2

Factores ambientales, Efecto de
la dieta en la patologia

neurolégica

Efecto de la dieta en la patologia
neurolégica
Flora bacteriana del intestino y
patologia
Osteoporosis

Piruvato deshidrogenada
Regulacion de la expresion
génica
en el intestino

Microgravedad

Toxigenomica

Contaminacion ambiental

Evaluacién de la calidad del agua
Compuestos organicos
Metilmercurio

Cadmio

Genérico

Genérico

Genérico
HSp70

Piscicultura

Estudio de patogénesis

Infecciones bacterianas y viricas

Estreptococo y Salmonella

Desarrollo de vacunas

Vacunas antiviricas

Virus con capside

Mejora Efectos secundarios poblacionales | Hormona de crecimiento en
salmon
Produccion de proteinas Fvi
Biorreactores de interés biomédico Genérico
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El D. rerio, como modelo biolégico para la evaluacion de la calidad

ambiental y ante otros modelos de vertebrados posee como ventajas:

a) Su pequeiio tamafio (aproximadamente 2.5 cm) permite mantener un
elevado numero de ejemplares en espacios relativamente pequefios.

b) Una sola hembra madura puede poner desde docenas a cientos de
huevos por lo que se puede disponer de elevadas cantidades de material
genético uniforme.

c) La fertilizacion de los huevos es externa por lo que no se necesitan
posteriores manipulaciones del embrion. De esta manera, se suprime la
problemética que plante en mamiferos el tener que implantar posteriormente
los embriones en el Utero de hembras pseudoprefiadas.

d) Tanto el tiempo de desarrollo del embribn completo (72 horas) como
el que transcurre entre distintas generaciones es muy corto (2-3 meses).
Ademas, se pueden controlar las puestas, modificando la temperatura y/o el
fotoperiodo.

e) Los embriones son transparentes por lo que se permite el andlisis no
invasivo del embrién y el seguimiento la expresién génica en tiempo real (en el
animal vivo segun se desarrolla).

f) Son méas baratos de obtener y mantener que los mamiferos (Estepa,

2002).
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2.12 DESARROLLO EMBRIONARIO

Morfologicamente y en base al desarrollo de 6rganos es muy similar a
otros vertebrados, y de acuerdo a sus caracteristicas es considerado un
modelo ideal para realizar estudios teratogénicos, debido a que la
embriogénesis ocurre en un ambiente externo, esto permite observar las fases
completas del desarrollo, asi como las primeras divisiones celulares, y la
formacion de capas embrionarias: ectodermo, mesodermo, endodermo, tomado

de Eisen, 1996 (Oliveria y Garcia, 2005).

Es un organismo de un desarrollo muy rapido, ya que a las 24 horas ya
se aprecia la segmentacion del cerebro y se han formado estructuras como el
tubo neural, la notocorda, y los somitos (precursores de musculo y esqueleto).
Es un organismo diploide y permite realizar analisis genéticos debido a la
disponibilidad de embriones por pareja (100-200) y con ciclos generacionales

cortos, de facil mantenimiento y manipulacion (Maldonado, 2003).

El desarrollo embrionario de D. rerio se divide en siete etapas:

En la figura 4 se observan de manera resumida las etapas del desarrollo
embrionario de D. rerio. La primera se presenta minutos después de ser
fertilizado el ovocito, comprendiendo las etapas de zigoto, pasando por la de
segmentacion y parte de la blastula, la segunda comprende la parte final de la

etapa de blastula y la mitad de la gastrulacion (Kimmel, 1995).
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La tercera comprende la parte final de la etapa de gastrulacién y el
principio de la etapa en la que el organismo empieza a tomar forma, y se
comenzaran a distinguir cabeza y cola. En la cuarta etapa o de formacion, se
evidencian las estructuras de la cabeza y ojo, el vitelo a partir de una forma
esférica empieza a sufrir deformaciones por la tension que ejerce la cola al

crecer, tomando al final una forma arrifionada (Kimmel, 1995).

Para la quinta etapa la cola se desprende del vitelo, formando una nueva
estructura en su porcion ventral, y se alarga pudiendo observar el esqueleto
(columna vertebral). La sexta es la formacion de aparato digestivo
(pharyngula), durante esta etapa comienza la melanogénesis con la
pigmentacién, el craneo se aprecia mejor, en la parte posterior se empieza a

distinguir la aleta caudal (Kimmel, 1995).

La ultima etapa se denomina “long pec* comprende en su totalidad el
periodo en que el organismo ha eclosionado y el vitelo empieza a consumirse
hasta desaparecer por completo, las aletas pélvicas y pectorales empiezan a

desarrollarse (Kimmel, 1995).
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Fig. 4. Estadios de desarrollo de Danio rerio

(tomado de Maldonado, 2003).
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2.13 EVALUACION DE DANO TEROTOGENICO EN D. rerio

El D. rerio, como ya se menciono presenta varias ventajas como
bioensayo, para evaluar efectos reproductivos, tdxicos y teratogénico, presenta
biomarcadores como las malformaciones en corazén, ojos, cabeza, aleta
caudal, pigmentacion, circulacion sanguinea, opérculo y columna vertebral
entre otros, que le permiten hacer investigacion de efectos ambientales a
través de una metodologia denominada DarTa (Danio rerio Teratology assay),
en la cual se exponen embriones del pez durante todo el desarrollo embrionario
a diferentes concentraciones de distintos compuestos; evaluandose 48 horas
después de la exposicion, la frecuencia de malformaciones en alevines recién
nacidos y juveniles, los efectos en la fertilidad y en la viabilidad de huevos
(embriones) y de alevines, anormalidades en el corazén, ojos, cabeza, aleta

caudal, pigmentacion, circulacién sanguinea, etc. (Nagel, 2002).

Esta metodologia tiene sus origenes desde 1998 por Dietrich, en donde
se utilizo6 a embriones del D. rerio, para evaluar dafio embriotéxico y
teratogénico través de la prueba denominada DRETA (Danio rerio
embryotoxicity and tertogenicity assay) en muestras de agua, evaluando el
dafio inducido a nivel de corazon.

En la actualidad en el laboratorio de genética evolutiva y ambiental de la
UAEH, se han realizado experimentos con D. rerio a través de la prueba ahora
denominada DarTa (Danio rerio Teratology assay) en la que se ha validado
como principal biomarcador las malformaciones en columna vertebral (Fig. 5)
(Rivera, 2006), los momentos y tiempo de exposicion mas sensibles a efectos

teratogénicos inducidos (Gonzalez, 2005). Ademas de demostrar la
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permeabilidad selectiva de la membrana, asi como el efecto sobre la
permeabilidad y teratogénicidad de varios metales pesados y otros elementos

por el pH y la temperatura ambiental (Baez, 2004; Scott, 2006; Garcia, 2008;

Gaytan Oyarzun et al., 2008 y Pefia, 2008).

a) control, b) malformacion ligeras dorsoventral, c¢) malformacion ligera latero
ventral, d) malformaciones curva, €) malformacién en zona cefélica y caudal,
f) malformaciones mdltiples y g) malformaciones en forma de gancho

Fig. 5. Malformaciones de columna vertebral en D. rerio
(tomado de Gaytan y Gordillo, 2009).
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios existe un uso indiscriminado de sustancias quimicas
asociadas a nuestro estilo de vida actual, mismas que pueden ser utilizadas
desde un nivel laboral hasta el personal, actualmente existen mas de 70,000
compuestos quimicos creados por el hombre y cerca de 1,000 se suman cada
afo, por lo que existe una necesidad primaria de evaluar el impacto potencial

de estas al ambiente y a la salud (Hollisten et al., 1979).

La presencia de manganeso (Mn) en cuerpos de agua es fundamental
para que se realicen algunas reacciones metabdlicas en ambientes acuaticos,
a concentraciones elevadas puede causar estragos en organismos expuestos a
dicho elemento, pudiendo llegar a causar alteraciones morfo-fisiolégicas en la
biota del lugar; lo que genera preocupacion e interés cientifico, debido a que
multiples actividades humanas pueden generar contaminacion ambiental por
este elemento, debido a que es un metal biacomulable y biodisponible en los
organismos acuaticos (Merida,1999). La laguna de MetztitlAn se encuentra
dentro de una reserva de la biosfera, es de interés conocer la calidad del agua
de la misma, para favorecer el manejo de la reserva y disminuir el impacto de
las actividades antropogénicas, existiendo multiples asentamientos vy
actividades desde el rio san Cristobal, hasta la llegada a la laguna; a lo largo de
la formacion de este cuerpo de agua existen gran actividad textilera,
agropecuaria, ganadera y pesquera que son la fuentes de alimento de la
poblacion local, en dichas actividades existe la presencia de Mn ( de la Lanza y

Garcia, 1998).
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En la actualidad el uso de bioensayos es utilizado para evaluar la calidad
ambiental, en el caso de D. rerio, es un bioensayo que presenta muchas
ventajas técnicas y operativas que permiten evaluar los efectos biologicos de la
contaminacion ambiental generada por el hombre, de una manera facil,

econdmica, reproducible y confiable (Kimmel, 1995).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el dafio teratogénico inducido en embriones Danio rerio a través
de la prueba DarTa (Danio rerio Teratology assay) por manganeso a
concentraciones registradas en agua de la desembocadura del pueblo de

Metztitlan, Hidalgo.

4.1.2. Objetivos Particular:

1. Evaluar la toxicidad y teratogénicidad del agua del rio San Cristébal y la

desembocadura a la laguna de Metztitlan en embriones de Danio rerio.

2. Evaluar la toxicidad y teratogénicidad del manganeso a tres dosis

subtdxicas en embriones de Danio rerio.

3. Correlacionar la toxicidad y teratogénicidad del manganeso con el agua

del pueblo de Metztitlan, que permitan identificar efectos de los contaminantes

presentes la laguna Metztitlan, Hidalgo.

47



5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. AREA DE ESTUDIO

La laguna de MetztitlAn es parte de tres tramos importantes (Fig. 6). El
primero al sur se conoce con el nombre de rio Grande Tulancingo; rio San
Cristébal, y el tercero, al norte de la Reserva, rio MetztitlAn y desemboca en la
laguna de MetztitthAn (SEMARNAT, 1998-1999). La laguna integra dos
municipios, Eloxochitlan y Metztitlan (Fig. 7 y 8), siguiendo el curso de la vega
de Metztitlan, la comunidad mas cercana al cuerpo de agua dentro del

municipio es San Cristébal (INEGI, 2000).

La principal actividad que se realiza en esta zona, es agricola, ganadera,
y pesquera, el agua de los rios que convergen en esta region llegan a
desembocar en la laguna de Metztitlan la cual es utilizada para riego de

cultivos y es utilizada para darles de beber a el ganado de la zona.
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Hidalgo

Divisign Municipal

Fig. 7. Mapa del Estado de Hidalgo,

localizacion de la zona de estudio.
(INEGI. 2005). Fig. 8. Foto satelital sitios muestreados
en Metztitlan, Hidalgo,(Internet 1).

La laguna de MetztitlAn se ubica a 20° 40" y 20° 42" Latitud Norte y 98°

50" a 98° 53" Longitud Oeste del estado de Hidalgo. Es producto de uno de los
rios mas importantes el MetztitlAn que se origina en los limites del estado de
Puebla con escurrimientos del Cerro Tlachaloya que forman el Rio Hiscongo y
da origen al Rio Chico de Tulancingo, que es formado con los escurrimientos
de Cuasesengo y La Paila, ambas forman el Rio San Lorenzo que da origen al
Rio Grande de Tulancingo, el cual pasa por un gran numero de municipios del

estado antes de llegar a la laguna de Metztitldn, Hgo. (Enciclopedia de los

Municipios de México Hidalgo, 2005).

Mientras mas cerca esta de la laguna del rio, mayor es la cantidad de
sedimentos que ha recibido la laguna es producto de los escurrimientos de las
laderas, la mayor concentracion de sedimentos estara presente en la zonas
mas cercanas al rio, los principales compuestos presentes por la actividad

antropogenica son los fertilizantes y agroquimicos de las zonas agricolas en la
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vega que ingresan al sistema (Tabla VI). Asimismo se han incrementado las
descargas de aguas de los poblados establecidos en sus margenes, con
impactos por su contenido de sedimentos, patdégenos, productos quimicos
organicos y nutrientes (Anuario Estadistico Hidalgo Edicion, 2000).

Tabla VI. Caracteristicas de la laguna de Metztitlan
(tomada de Garcia, 2003).

Caracteristicas fisico-quimicas Caracteristicas fisicas del sitio:
del agua Hidrometria de la laguna
Oxigeno disuelto 3-7 mgl/l Area 2937.2 Ha
pH 7.0-8.7 Longitud méxima (1) 10 km
Visibilidad 0.20-0.28 cm Ancho maximo (b) 5.75 km
(medida con disco de
Secchi)
Amonio 0.02-1.2 Volumen 326.1 mgl/ m3
mg/l
Nitritos 0.08-1.0 mg/I Profundidad 30m
maxima
Nitratos 3.5-7.0 Profundidad 11.1m
mg/l mediana
Fosforo soluble 0.35-0.46 Profundidad 0.5m
mg/I relativa

5.2. MUESTREO Y ANALISIS DE AGUA

Los sitios muestreados son el rio San Cristobal y la desembocadura a la
laguna marcados en la figura 8., dichos sitios representan el aporte de
actividades antropogénicas no solo de la poblacion local sino de de un gran
namero de afluentes que inicia desde la formacion del rio; el muestreo se
dividié en dos etapas, en temporada de lluvia para conocer el porcentaje de

manganeso presente en la zona en condiciones de grandes volumenes de

50




agua involucrando un mayor arrate de sedimentos y en temporada de estiaje
para comparar las fluctuaciones del metal biodisponible a lo largo de esta

temporada (Fig. 9).

San Cristébal: Se encuentra ubicado a N 20° 38734.0" y W 98° 49" 29.5”
(Fig.8-10), las condiciones del agua muestran una temperatura de 24.6 °C, un
pH 6.9, salinidad 0.01 gramos de sal por litro y conductividad de 0.402 solidos

totales disueltos.

Laguna Metztitlan: Se encuentra ubicado a N 20°40745.1" y W 98°51" 47.1”
(Fig.8-10), las condiciones del agua muestran una temperatura de 24.7 °C, un
pH 7.4, salinidad 0.01 gramos de sal por litro y conductividad de 0.359 solidos

totales disueltos.
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Fig. 9. Muestreo de agua.

El muestreo se realiz6 en las primeras horas del dia procurando que los
paradmetros fisicoquimicos del agua no fuesen alterados por las condiciones
climaticas de la zona, el muestreo consistié en sumergir botellas @mbar de 1.5
litros a una profundidad de un metro hasta ser llenadas a saturacion sin dejar
espacio alguno para que se almacenara oxigeno, simultdneamente a la colecta
en el sitio se midié el pH, la temperatura, la salinidad y la conductividad del
agua con un equipo multiparametrico para conocer las condiciones
fisicoquimicas del agua de la zona, el pH de las muestras se estabilizé en pH
de 2 utilizando acido nitrico mediante goteo, una vez colectada la muestra se
colocaron en hieleras colocandolas sobre una ligera capa de hilo
posteriormente se depositan las botellas y fueron cubiertas con otra ligera capa
de hielo, todo esto con la finalidad de mantenerlas en un ambiente estable,

para su posterior analisis.
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5.3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Para llevar a cabo el analisis de las muestras de agua deben contar con
un pH estandarizado en 2 el cual se realizo utilizando acido nitrico por goteo,
los analisis se llevaron a cabo utilizando el método de espectro fotometro de
absorcion atémica via humeda en el centro de investigaciones quimicas de la

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH).

5.4. EVALUACION DE LA TOXICIDAD Y TERATOGENICIDAD

DEL Mn

Para determinar el efecto teratogénico de un elemento, sustancia o
mezcla compleja se requiere de los siguientes pasos:

1. establecimiento del lote experimental

2. induccion de conducta reproductiva

3. identificacion de tres dosis subtoxicas a través de la CLso

4. evaluacion de efectos en viabilidad y fertilidad de las dosis

seleccionadas
5. evaluacién del efecto teratogénico a través de la induccién de

malformaciones en columna vertebral

LOTE EXPERIMENTAL

Los peces son mantenidos en acuarios de 70 litros, con una
temperatura que fluctia entre 25-28 °C (Fig. 11 y 12), con aeracién constante
(Tabla VII) y un filtro biolégico con la finalidad de que la limpieza no sea diario
sino cada 8 dias para evitar que los peces se sometan a estrés cotidianamente

a las condiciones recomendadas bibliograficamente (Gonzalez, 2005).
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Fig. 12. Medicién de parametros fisico-quimicos del D. rerio en

reproduccion.

Los adultos deben ser alimentados 2 veces al dia con alimento
liofilizado, la cantidad esta en funcion del tamafio de la poblacién, procurando
que todos los peces logren comer y logren un excelente desarrollo; el alimento
gue no es consumido en un lapso de 15 minutos por los peces se debe retirar

con una red para evitar contaminacion de la pecera.

El recambio de agua del acuario debe ser solo de 3/4 partes de agua al
momento que se realicé la limpieza del acuario. Los peces son seleccionados y
deben de pasar un por un proceso de observacién al cual le denominamos
“Cuarentena”, que consiste en que todos los peces entrantes se examinan

fisicamente y deben ser revisados diariamente durante un lapso de tres
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semanas para detectar la presencia de una enfermedad y/o conductas

anormales, si este fuese el caso se retira el organismo para evitar un contagio

potencial sobre la demas poblacion.

Transcurrido este periodo los peces se trasladan a una pecera con las

mismas condiciones fisicoquimicas (Tabla VII), iniciando un proceso de

engorde proporcionando alimento 3 veces al dia incluyendo en la dieta alimento

vivo (Artemia salina) y maduracion sexual de los peces el cual es de 8-16

semanas, donde seran unificados de acuerdo al sexo y tamafio, lo cual

permitira pasar a la siguiente fase que consiste en la induccion de la conducta

reproductiva.

Tabla VII. Condiciones fisico-quimicas de adultos de D. rerio
(tomado de Gonzalez, 2005).

CONDICIONES
VARIABLE RECOMENDADAS CONDICIONES OBTENIDAS
Evaporacion
No recomendada de manera formacién de micro-algas
LUZ SOLAR directa al acuario Fayorece la ovoposicién en adulfcos .
En alevines afecta el desarrollo embrionario
28+1°C 24 a28°C
TEMPERATURA | acuarios alejados de parrilla, estufa Evaporacion.
0 equipo que produzca exceso de Desarrollo de protozoarios.
calor Formacién de micro-algas.
pH pH 7 No determinado
vaporacion y alteracion de condiciones optimas
CORRIENTES Ventanas cerradas o cualquier del acuario.
DE AIRE orificio Contaminacion por polvos o particulas

INSTALACIONES

Mantenimiento de equipo

Revisién diaria del equipo para su mejor
funcionamiento.
Lugar aislado para evitar el estrés de los
peces.

ESPACIO

Suficiente para que se pueda
manipular con mayor facilidad a las
peceras.

Espacio intra pecera: se debe considerar un
equilibrio entre capacidad de pecera con peces
guedando una proporcion en

1 litros por 5 peces.
spacio externo de peceras: entre peceras debe
tener un espacio de 10 cm. Para realizar
observaciones
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INDUCCION DE CONDUCTA REPRODUCTIVA

Después de unificar el lote de organismos, se selecciona los peces que
presentan las tallas mas grandes; la edad a la que los organismos son mas
fértiles es entre los 8 y 16 meses (Tabla VIII). Para asegurar la fecundacién y la
ovoposicidén, hay que separar machos y hembras una semana antes de la
fecha prevista para la puesta (ovoposicion) en un acuario de 20 litros, con las
mismas condiciones fisico-quimicas antes mencionadas, deben mantener un
foto periodo constante de 12 horas luz y 12 oscuridad (Aguilar et al., 2002).

Es facil distinguir a las hembras cuando estan listas para la induccion a
la reproduccibn ya que su abdomen se abulta notablemente como
consecuencia de los huevos que se acumulan en su interior. El cortejo y la
ovoposicion se dan al amanecer o cuando se enciende la luz del acuario y/o
una exposicion a rayos solares, lo cual induce al desove.

Se colocan los organismos seleccionados en un acuario de 4 litros, sin
filtro bioldgico y con redes de maternidad, en una proporcion de 3 machos y 2
hembras. Las condiciones ideales para la puesta son de 26 a 28 °C, con un pH
de 7 + 1. Una hembra puede llegar a poner hasta 200 huevos en un anico

desove (Kimmel et al., 1995).

Los huevos no son adhesivos entre si, ni con la superficie, por lo que los
huevos son depositados en el fondo del acuario y por lo tanto, pueden ser
sifonados para su recoleccion (Fig. 13). Posteriormente son trasladados a un
acuario de mantenimiento de cria con una temperatura de 27 + 1° C.

La eclosion ocurre aproximadamente a las 72 horas de su desarrollo; a

temperaturas bajas, el tiempo se incrementa notablemente.
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Es importante resaltar que el acuario de cria es esencial una buena
aeracion y una limpieza estricta ya que los alevines de D. rerio son sensibles a
los cambios fisico-quimicos del agua (Kimmel et al., 1995., Olascoaga y Luna

2004).

Tabla VIIl. Temperatura optima establecida por etapa de desarrollo de

Danio rerio
CRITERIOS DE TEMPERATURA
ETAPA DEL PEZ CEBRA SELECCION ADECUADA
Adultos hembras y machos
(lote de mantenimiento) % Viabilidad g o
(100%) 24-28 °C
Adultos hembras y machos
(lote de reproduccion) % de ovoposicion 28 °C
(100%)
Huevos .
% de eclosion 28 °C
(80%)
Alevines % Viabilidad o8 G
(50%)

CURVA DE TOXICIDAD

Esta fase, consiste en tratar a lotes en frascos de vidrio previamente
lavados con por lo menos 10 individuos (huevos viables) con tres repeticiones y
un control negativo concurrente, bajo condiciones de temperatura y aireacion
adecuadas, durante 24 horas a un compuesto; lo anterior permite determinar el
porcentaje de individuos muertos y vivos, por lo tanto identificar la
concentracion del compuesto que mate menos del 50% (>LCso), a lo cual se le
denomina dosis subtéxicas, lo anterior con el objetivo de poder identificar
efecto secundario como la teratogenicidad de un compuesto sin que los efectos

téxicos lo incubaran (Gonzélez, 2005 y Rivera, 2006).
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EVALUACION DE LA FERTILIDAD Y VIABILIDAD ESPONTANEA

Para evaluar la fertilidad y viabilidad de los organismos experimentales,
se requiere determinar la frecuencia espontanea, para restarla del resultado de
un experimento y poder determinar la frecuencia inducida por un tratamiento
(Gonzélez, 2005).

La fertilidad se determina con el porcentaje de huevos viables a las 5
horas posteriores a una ovoposicion, se hace con ayuda de un microscopio
estereoscopico y en cajas petri (Gonzélez, 2005).

La viabilidad se determina en dos etapas, la primera con el porcentaje
de huevos viables que eclosionan y la segunda con el nUmero de alevines que

sobreviven a las primeras 72 horas después de la eclosion (Gonzalez, 2005).

Figura 14. Embrio ras de desarrollo
observados con microscopio estereoscopico.
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EVALUACION DE POTENCIAL TERATOGENICO

Para la evaluacion de los efectos teratogénicos en embriones de D.
rerio se utiliza la prueba Danio rerio Teratology assay (DarTa), la cual consiste
en tratar a embriones durante todo su desarrollo embrionario a algun agente
xenobidtico y evaluar la frecuencia y tipo de malformaciones en columna
vertebral, opérculo y aleta caudal en alevines recién eclosionados y en
juveniles e 72 horas, de edad, esto ultimo debido a que algunas
malformaciones no son evidentes en el momento de la eclosion (Fig. 5). Para
ello se requieren tres dosis subtdxicas identificadas previamente a través de

una curva de toxicidad y un control negativo (Gonzalez, 2005).

En este caso se partié de la concentracion maxima permisible de Mn por
la NOM-127-SSA-1994 que es de (0.150ug/ 1) y de la concentracion reportada
mas cercana a la permitida por la norma que fue de (0.158ug/ ), se tomaron
dos dosis subtéxicas la mitad (0.079ug/ I) y al doble (0.316ug/ I) de la
concentracion, esto permitira observar dafios causados por Mn a
concentraciones mas altas y mas bajas de la dosis recomendada (Gonzélez,

2005., Rivera, 2005., Garcia, 2008., Pefa, 2008).

Antes de iniciar cualquier prueba todo el material de cristal se lavo con
una solucion de Extran MAO1 (alcalino concentrado) de pH 2%, para eliminar la
presencia de matera organica o algunos metales pesados y excesos de materia
organica, debido a que al vidrio se le adhieren este tipo de compuestos
(Ortega, 1991). Una limpieza de rutina consta de preparar una mezcla de
Extran al 2% en agua; para una suciedad mas acentuada se prepara una

mezcla mayor al 20% en agua, para acelerar el proceso Yy tener mejores

59



resultados se ponen en “Bafio Maria”, a una temperatura mayor de 50° para

acelerar el proceso de limpieza.

Para realizar las curvas de toxicidad antes mencionadas, asi como los
tratamientos y obtener las concentraciones letales (CL) y efectos teratogénicos,
se utilizan frascos de 250 ml con agua y la muestra a analizar; se colocan 20
embriones por concentracion con 3 repeticiones, dando un tamafio de muestra
de 500 individuos; en cada frasco se colocan embriones de no mas de 48 horas
de desarrollo embrionario (Fig.15) por ser la etapa mas sensible (Gonzélez,
2005). Los frascos son depositados en una pecera con agua de manera que
cubra los frascos hasta el nivel de agua depositado, cada frasco cuenta con
aireacion constante y temperatura de 29° C y se probaron tres concentraciones
y un control negativo durante un periodo de 24 horas, al termino del tratamiento
se realizo un analisis microscopico para cuantificar el indice de mortandad de

los embriones y sus frecuencia y tipo de malformaciones.

Fig. 15. Embriones en tratamiento con oxigeno
y temperatura controlada.
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5.5. EVALUACION DEL AGUA DE METZTITLAN

La evaluacion del agua de Metztitlan permite correlacionar los efectos
toxicos que presenta el manganeso por si solo y en una mezcla compleja (agua
de la laguna y del rio) donde la presencia de otros elementos y al combinarse

los efectos pueden aumentar o ser inhibidos (sinergismos y o antagonismo).

Para evaluar la toxicidad y teratogénicidad de las muestras de agua, se
realiz6 exactamente el mismo procedimiento anterior, haciendo una curva de
toxicidad del agua y diluyéndola en caso de mostrar una toxicidad mayor del
50%, tratando a tres concentraciones subtoxicas y utilizando un control

negativo (Gonzalez, 2005; Rivera, 2005; Garcia, 2008 y Pefia, 2008).

Para probar la toxicidad del agua es necesario que las muestras de agua
que fueron colectadas y llevadas al laboratorio se estén oxigenando, una vez
gue se tienen las muestra de agua, se filtro la cantidad de agua a utilizar para
evitar la presencia de protozoarios, cada prueba se realizé6 con 20 embriones y
3 repeticiones, con su control negativo (testigo), durante un periodo de 24
horas en condiciones controladas en el laboratorio, tanto para el agua de San
Cristobal y la desembocadura de la laguna Metztitlan hasta completar un
tamafo de muestra de 500 individuos de cada una, con la finalidad de conocer

los efectos que tiene al agua antes y después de llagar a la laguna.
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5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron de acuerdo que siguen una
distribucion normal; las pruebas utilizadas fueron, Analisis de Varianza
(ANOVA) y Analisis Kruskall Wallis y Tukey, con una probabilidad de p= 0.05

utilizando el programa “ESTATISTICA Y NCSS”, (2000).

Andlisis de Kruskall Wallis: es una prueba no paramétrica que se utiliza en
datos que no tienen una distribucion normal, para determinar las diferencias
que existe entre el dafio provocado por el manganeso a las dosis probadas,

mediante las hipétesis estadisticas:

Andlisis de Varianza (ANOVA): es una prueba paramétrica que se aplica en
datos que siguen una distribucién normal, para determinar si existen diferencias
significativas en las concentraciones de manganeso, mediante las siguientes

hipotesis estadisticas:

Hipotesis nula (Ho): Todas las concentraciones son iguales y no hay
diferencias significativas en malformaciones en columna vertebral de

embriones de D. rerio (para una distribucion no paramétrica).

Hipotesis alternativas (Ha): Una o mas concentraciones de Manganeso
son distintas y presentan diferencia significativa en malformaciones de columna

vertebral en embriones de D. rerio.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Como se describe en la metodologia, el presente trabajo parte de un
analisis quimico del agua del rio Metztitlan y de la desembocadura en la laguna
para determinar las concentraciones de manganeso presentes en el agua
Metztitlan tanto en temporada de lluvias como de secas; a través de la prueba

de espectrofométria de absorcion atomica via humedad.

La tabla IX, muestra las concentraciones de manganeso presentes en la
zona de estudio, en donde se observa que en temporada de estiaje (secas) los
niveles de Mn son mayores que en temporada de lluvias, dichas
concentraciones sobrepasan los niveles maximos permisibles por la NOM-127
SSA-1994; dicho metal es producto de actividad antropogenica que se tiene
durante la formacion del rio hasta llegar a desembocar en la laguna de
Metztittan como destino final, de acuerdo a lo reportado se sabe que las

concentraciones sobrepasan los limites maximos permisibles por la NOM-127.

El evaluar la fertilidad y la viabilidad de embriones y alevines, permite
evidenciar si el tratamiento pudiera afectar en estos dos parametros y no se
pueda observar el efecto teratogénico. Como se muestra (Tabla X), se
establecio la frecuencia de fertilidad y viabilidad espontanea durante 1 mes
para después poder comparar con los tratamientos, en donde el numero de
huevos ovopositados es de 192, de estos sélo 6 son infértiles del total de
huevos ovopositados el 96.6% eclosionan y de estos ultimos el 98.3% llegan a

la etapa de juvenil que corresponde a las 72 horas, después de la eclosion.
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Tabla IX. Concentraciones de manganeso observadas en la zona de

estudio.

Temporada de lluvia

San Laguna Unidades | NOM-127-SSA-
Parametro Cristobal Metztitlan 1994
Manganeso 0.037 0.316 po/l 0.15
Temporada de estiaje
San Laguna Unidades | NOM-127-SSA-
Parametro Cristobal Metztitlan 1994
Manganeso 0.158 0.900 po/l 0.15

San Cristébal; ubicado a N 20° 38°34.0" y W 98° 49" 29.5”, las condiciones

del agua eximen una temperatura de 24.6 °C, un pH 6.9, salinidad 0.01 gramos

de sal por litro y conductividad de 0.402 solidos totales disueltos.

Laguna Metztitlan; ubicada a N 20° 40745.1" y W 98° 51" 47.17, las

condiciones del agua exime una temperatura de 24.7 °C, un pH 7.4, salinidad

0.01 gramos de sal por litro y conductividad de 0.359 sélidos totales disueltos.
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Tabla X. REGISTRO DE OVOPOSICIONES

FECHA # DE HUEVOS # DE HUEVOS # DE HUEVOS

COLECTADOS INVIABLES ECLOSIONADOS
A\Septiembre\06 160 0 160
13\Septiembre\06 185 0 185
4\Octubre\06 400 5 395
11\ Octubre\06 167 17 150
18\Octubre\06 112 10 110
31\Octubre\06 140 0 140
10/Noviembre/06 180 0 180
20/noviembre/06 120 0 120
13/Diciembre/06 120 0 120
19/Febrero/07 270 9 260
28/Febrero/07 420 20 400
11/Marzo/07 210 15 180
05/Junio/07 120 0 120
07/Junio/07 120 0 120
09/Junio/07 160 0 160
18/junio/07 280 18 260
21/Junio/07 160 0 160
06/Julio/07 193 13 180
19/Julio/07 260 0 260
25/Octubre/07 128 8 128
02/noviembre/07 172 12 160
15/Noviembre/07 153 13 140

Posteriormente, se realiz6 la curva dosis-respuesta para evaluar la
toxicidad a 24 horas de tratamiento; lo que permitié seleccionar las tres dosis
subtoxicas y evaluar la fertilidad, la viabilidad, asi como el porcentaje y tipo de
malformaciones observadas. Como se muestra (Fig. 16) y (Tabla Xl, la
toxicidad de las tres concentraciones probadas de Mn, con tamafio de muestra
de 500 individuos por tratamiento y su control negativo, permiten identificar tres

concentraciones subtéxicas: 0.316, 0.158, 0.079 ug/l que corresponden a CLzi,
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CLis y CL23 respectivamente, muy por debajo de lo reportado en el agua de la

zona de estudio.

TOXICIDAD DE MANGANESO A 3 DOSIS SUB TOXICAS

100
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40 % MORTANDAD
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__—"--_*_-——-"___

10 —— % SOBREVIVENCIA

D T T T 1

% DE MORTALIDAD

[ 0.079ul.] [ 0.158ul.] [ 0.316ul.]  TESTIGO

CONCENTRACIONES

Fig. 16. Curva de toxicidad de Mn en embriones de D. rerio a 24 horas de
tratamiento.

Por otra parte, también se muestra (Tabla XI) que a las tres
concentraciones subtdxicas probadas, no tienen un efecto negativo al momento
de la eclosion, la viabilidad de huevos eclosionados, es de 94.9% y de huevos
a alevines presentan 95.1%, esto refleja que las concentraciones subtdxicas no
presentan dafios significativos al momento de la eclosion de los embriones,

obteniendo altos porcentajes de sobrevivencia.
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Tabla XI. Resultados de fertilidad y viabilidad observada con Mn en
embriones de D. rerio

Tratamiento Total % de huevos % de huevos -
Huevos fértiles eclosionados alevines alas 72
(viabilidad) hrs.
(viabilidad)
Mn
0, 0,
(0.079 pg/l) 500 76.9% 76.1%
Mn
0, 0,
(0.158 pg/l 500 84% 83%
Mn
0, 0,
(0.316 pg/l 500 78.4% 78%
Control
concurrente 500 94.9% 95.1%

La tabla Xll concentra todos los datos obtenidos al realizar las pruebas
de teratogénicidad del manganeso a las tres dosis probada, dichos datos
fueron analizados con los paquetes estadisticos ESTATISTICA Y NCSS 2000,
se contabilizd el nimero de individuos que presentan dafios en columna
vertebral en las tres dosis subtoxicas probadas con Mn, a 72 horas de
tratamiento (lo que dura el desarrollo embrionario), en donde se observa como
disminuye la frecuencia de 71 a 39 embriones malformados por cada 500
embriones tratados conforme se disminuye la concentracibn de manganeso,
cabe mencionar que la concentracion mas alta estd muy por debajo de la
concentracion observada en la zona de estudio, dichas concentraciones no se

evallan por su alto grado de toxicidad (Tabla XII y XIlII).
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Tabla XIlI. Datos para realizar el analisis de varianza (ANOVA) reportando
las CL de cada concentracion y los porcentajes de malformaciones.

Malformaciones

Malformaciones

Malformaciones

[0.079 pg/l] [0.158 pg/I] [0.316 pg/l]
N° Muestras Vivos (CL 23) (CL 16) (CL 2)
1 20 1 2 4
2 20 2 3 3
3 20 2 2 3
4 20 1 2 4
5 20 2 3 3
6 20 1 3 3
7 20 2 2 2
8 20 2 2 4
9 20 1 3 3
10 20 1 2 2
11 20 1 3 4
12 20 2 3 4
13 20 2 3 2
14 20 1 2 3
15 20 1 1 3
16 20 2 3 2
17 20 1 3 2
18 20 2 2 3
19 20 1 4 4
20 20 1 2 3
21 20 1 3 2
22 20 2 2 3
23 20 2 2 2
24 20 1 3 3
25 20 2 1 2
Total 500 39 62 71
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Tabla XIlIl. Porcentaje y numero de individuos D. rerio que presentan dafo
teratogénico de las 3 dosis subtdxicas con 72 horas de tratamiento

durante el desarrollo embrionario

Concentracion Total de % de Individuos con | % de Individuos sin
Individuos Malformaciones Malformaciones
[0.079 pg/l] 7.4% 92.2%
(CL 23) 500 (39) (463)
[0.158 g/l 12.2% 87.8%
(CL 16) 500 (62) (439)
[0.316 pg/l] 14.6% 85.4%
(CL 21.66) 500 (73) (427)

Se muestra (Fig. 17) que de manera constante la concentracion de 0.316

ug/l presenta mayor indice de malformaciones en embriones de D. rerio, las

pruebas muestran que a mayor concentracion de manganeso el numero de

malformaciones en columna vertebral es mayor en relacion al resto de

concentraciones.

N° DE INDVIDUOS CON
MALFORMACIONES

O-=_NWROONOO

RESULTADOS DE MALFORMACIONES A 3

CONCENTRACIONES PROBADAS

9 1M 13 15 17 19 21 23 25
N° DE REPETICIONES

——CONCENTRACION0.158/1
—4—CONCENTRACION 0.079u/1

—a—CONCENTRACIONO0.316p/1

Fig. 17. Numero de organismos con malformaciones por

tratamiento.
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Una vez conocida la frecuencia de malformaciones se realizo un andlisis
de Tukey para determinar las diferencias entre las concentraciones de
manganeso, Yy una prueba de comparacion de Kruskal-Wallis, por
concentraciones expuesta a embriones de D. rerio a 3 dosis subtoxicas de
manganeso con una p = 0.05, como se menciono en el procedimiento
experimental, en la cual se hace la comparacion de la media estadistica y se

denotan diferencias significativas (Tablas XIV-XVI., Fig. 19).

De lo anterior, muestra que por lo menos dos concentraciones presenta
diferencias significativas (0.079ug/l y 0.316ug/l ) en las medias estadisticas en
cuanto al control para la induccion de malformaciones en columna vertebral,
destacando que las concentraciones de manganeso evaluadas estan muy por
debajo de las observadas, se podria inferir que las concentraciones presentes
en la zona de estudio produce efectos toxicos en los embriones y a

concentraciones menores de este elemento causa efectos teratogénicos.

Tabla XIV. Resultados de Prueba de Tukey HSD test; utilizando como
variable organismos con malformaciones, con p< 0.500 y alfa 0.050.

Concentracion de Mn |° Libertad |Repeticiones [Medias [Error Std. |Alfa

Baja (0.079ug/l ) 2 25 1.48 |0.1338324 | 0.05
Media (0.158pg/l) 2 25 2.44 |0.1338324 | 0.05
Alta ( 0.316ug/l) 2 25 2.92 |0.1338324 | 0.05

De acuerdo con la prueba realizada demuestra que en por lo menos 2
concentraciones son diferentes significativamente en el nimero de peces que
presentan dafos en columna vertebral, de acuerdo con las medias de la

concentracion (0.079ug/l) y alta (0.316ug/l), (Tabla XV).
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Tabla XV. Comparacion de medias estadisticas en las 3 concentraciones

de Mn.
(1) (2) (3)
M=1,4800 M=2,4400 M=2,9200
baja (1) 0.000118 0.000111
media (2)|  0.000118 0.035382
alta (3) 0.000111 0.035382

Resumen de las pruebas estadisticas que demuestran que por lo menos dos
concentraciones presentan diferencias significativas, en este caso la
concentracion mas baja es (0.079ug/l) es significativamente diferente a la més
alta que es de (0.316ug/l) con una media de 2.98, (Fig. 18).

Dafnos en columna vertebral

4,5

4,0

&5 1

3,0 {1

2,5

2,0

1B [ ;

1.0 0 ' T Min-Max
05 1 25%-75%

’ baja media alta O Median value

RANGO

Fig. 18. Representacion de las diferencias significativas que exhiben las
concentraciones probadas.
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Tabla XVI. Resultados de las pruebas estadisticas y las diferencias de
medias.
Suma de Medias

NORMALES MALFORMADOS

Cocentracion.
Medias N  Std.Dev. Varianza Medias N Std.Dev. Varianza

baja : baja 18.52000 25 .509902 .260000 1.480000 25 .509902 .260000
med : med 17.56000 25 .711805 .506667 2.440000 25 .711805 .506667

alta : alta 17.08000 25 .759386 .576667 2.920000 25 .759386 .576667
Plot of Means
25
20
5 _ 5

15

10

Values

Er————/"’/{'_‘#—-’fﬂ

—O0— NORMALES

baja media alta -0O- CHUECOS

RANGO

Figura 19. Frecuencia de malformaciones en columna vertebral a las tres

concentraciones probadas en embriones de D. rerio.

Se evallo las muestras de agua de los sitios de muestreados para
conocer la toxicidad y teratogénicidad como una mezcla compleja y asi inferir si
existen elementos presentes en el agua que potencialmente estén
manifestando efectos sinérgicos y o antagonicos. Como se muestra (Tabla XVI,
y Fig. 20), hay diferencias en el nimero de peces muertos y malformados entre
las dos localidades, manifestAndose un mayor efecto toxico en San Cristébal

que en la desembocadura de la laguna, y de acuerdo al numero de
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malformaciones en agua de San Cristébal presenta mayor nimero de casos,
cabe mencionar que el agua de la laguna de metztitthin no presenta dafios en
columna vertebral sino que hace que el desarrollo del embribn se vea

aletargado con un periodo de 72 horas (Fig. 21).
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Tabla XVII. Toxicidad y dafio teratogénico del agua como mezcla

compleja.

SAN CRISTOBAL

DESEMBOCADURA
DE LA LAGUNA

N° de VIVOS MUERTOS | CHUECOS | VIVOS | MUERTOS | DESARROLLO
muestra ALETARGADO

1 16 4 3 20 0 4
2 15 5 1 20 0 2
3 17 3 1 17 3 4
4 16 4 2 20 0 2
5 14 6 2 20 0 4
6 14 6 2 18 2 2
7 16 4 2 18 2 3
8 14 6 3 19 1 1
9 15 5 2 17 3 1
10 13 7 0 19 1 1
11 16 4 1 19 1 2
12 14 6 2 20 0 1
13 15 5 1 20 0 1
14 16 4 3 17 3 3
15 17 3 0 20 0 2
16 16 4 1 18 2 1
17 15 5 1 17 3 2
18 16 4 2 18 2 2
19 16 4 1 18 2 1
20 14 6 1 18 2 2
21 16 4 0 18 2 1
22 16 4 3 19 1 2
23 16 4 1 18 2 1
24 14 6 1 19 1 3
25 17 3 2 17 3 1

Total 384 116 38 464 36 49
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TOXICIDAD DEL AGUA COMO MEZCLA COMPLEJA

22 ~
20 ~ — —
18 ™ Desembocadura Laguna
16 vivos
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|<_t 10 +— San Cristobal vivos
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Fig. 20. Grafica de toxicidad de agua de los localidades de Metztitlan,
Hidalgo.

Se realizaron 25 repeticiones cada uno con 20 individuos como muestra,
total de 500 individuos tratados por concentracion, el agua de San Cristobal
presentan una toxicidad del 23.2% (116 individuos) de mortandad y 76.8% (384
individuos) de sobre vivencia; el agua de la desembocadura de la laguna de
Metztittan Hgo. arroja una toxicidad del 7.2% (36 individuos de mortandad) y
92.8% (464 individuos) de sobre vivencia. El testigo muestra un indice de sobre
vivencia del 99.2% (496 individuos) (Fig. 20), por otra parte también se puede
evidenciar que la aparicion de malformaciones es constante a lo largo de los 25
tratamientos.

Los analisis realizados para evaluar dafio teratogénico, nos arrojan que
el agua de San Cristébal presenta 38 individuos con malformaciones del total
del tamafio de muestra (Tabla XVIII); a diferencia de la desembocadura de la
Laguna de Metztitlan, Hgo., esta no presenta malformaciones en columna

vertebral sino que el desarrollo de los embriones se ve afectado, es decir se
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retrasa 72 horas tomando en consideracién la pigmentacion del la muestra

testigo como se muestra en la (Fig. 21).

Fig. 21. Comparacién de alevines de pez cebra referente al retraso de
pigmentacion.

Tabla XVIII. Porcentaje y numero de malformaciones inducidas por
tratamientos con agua de Metztitlan, Hgo.

Localidad Total de % de Individuos % de Individuos sin
Individuos con Malformaciones
Tratados/muertos| Malformaciones
San Cristoébal 500 /116 7.6% 92.4%
Desembocadura 500/ 36 2.0% 98.0%

Al comparar la relacion de toxicidad que hay entre las diferentes

muestras, arrojan que la toxicidad mas alta del manganeso esta presente en el

agua de San Cristobal obteniendo 116 individuos muertos de un tamafio de

muestra de 500 individuos, de

igual forma el

efecto teratogénico es

notablemente mayor en agua de San Cristébal que en la desembocadura de la

laguna de Metztitlan, (Tablas XIl y XVI).
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Fig. 22. Correlacién de efectos téxicos de las concentraciones de Mn y de
las aguas de Metztitlan.

REGISTRO Y CLASIFICACION DE MALFORMACIONES

Las malformaciones reportadas en columna vertebral, se clasificaron de
acuerdo a Gonzalez (2005) y Rivera (2006), en donde se dividié al organismo
en tres areas: cefalica, media y caudal (Fig. 23), misma que clasifica e identifica
el numero y tipo de malformaciones sobre la columna vertebral, clasificandolas
en sencillas, dobles, multiples, curvas, en espiral, en aleta caudal y en forma de

gancho (Tabla XVIII), (Pefia ,2008).
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Fig. 23. Embrién de pez dividido en tres zonas cebra a 72 horas de
desarrollo.
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Tabla XVIII. Clasificacion y descripcién de malformaciones (tomado de

Rivera, 2006).

Malformacion

Descripcion

Imagen

Malformaciones
sencillas

Las malformaciones sencillas son
aquellas en las que el embrion del Danio
rerio presento un solo  doblez
(malformacién), ya sea lateral o dorsal,
estas se observaron en la zona cefdlica,

media (columna vertebral) y/o caudal.

Malformaciones
dobles

Las malformaciones dobles son aquellas
en las que el embrién del Danio rerio
presento dos dobleces, una en la zona
media de la columna vertebral y otra en

la zona caudal, ya sea lateral o dorsal.

Malformaciones

multiples

Las malformaciones mudltiples son
aquellas en las que el embridn del Danio
rerio, presento tres o mas dobleces, en
la zona cefélica, media y/o caudal, ya

sea lateral o dorsal

Malformaciones

curvas

Las malformaciones curvas son aquellas
en las que el embrion del Danio rerio,
presento una curvatura en la zona
cefélica, media y/o caudal, lo cual
ocasiona que el embribn nade en

circulo.
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Tabla XVIII. Continuacion, clasificacion y descripcion de malformaciones

tomado de (Rivera, 2006).

Malformaciones

en aleta caudal

Las malformaciones en aleta caudal son
aquellas en las que el embridn del Danio
rerio, presenta un pequefio doblez en la

zona caudal.

Malformaciones

en gancho

Las malformaciones en gancho son
aquellas en las que el embrién del Danio
rerio, presento un pequefio doblez en la
zona media (columna vertebral) y/o zona
caudal, dando el aspecto de gancho al

pez.

Malformaciones

en espiral

Las malformaciones en espiral son
aquellas en las que el embrién del Danio
rerio, presento un enroscamiento en

forma de espiral en la zona caudal.

Como se muestra (Tabla XIX), el tipo principal de malformacién que

induce el manganeso es la de tipo caudal con mayor frecuencia a la

concentracion mas alta (0.316pl/1), asi mismo siendo el dafio caudal con mayor

frecuencia como se muestra en la (Fig. 24), en la localidad de la

desembocadura de la laguna lo que se obtuvo fue un desarrollo aletargado en

relacion a los resultados obtenidos por malformaciones (Fig. 25-28).
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Tabla XX. Cuantificacion de malformaciones en columna

vertebral.
ipo de malformacion
Concentracion _1 Cefalica || Dorsal Caudal TOTAL
0.079 pl 4 9 24 37
0.158 pl/l 9 20 32 61
0.316 pl/l 13 21 38 72
San Cristobal 21 9 8 38
Desembocadura de Iaguna 0 0 10 49
TOTAL 34 59 115 257
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Fig. 24. Correlacion de las frecuencias de malformaciones en
las concentraciones de Mn probadas y las muestras de agua.
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Alevin Danio rerio testigo negativo.

Columna
Vertebral

Alterada

Columna
Vertebral
Alterada

Columna
Vertebral
Alterada

Columna
Vertebral
Alterada

A, C, D, E ,F malformacion sencilla, (lateral o dorsal, estas se observaron en la zona

cefalica, media). B, malformaciones cuerpo curvo(presento una curvatura en la zona
cefélica, media y/o caudal).

Fig. 25. Malformaciones sencillas y malformaciones cuerpo curvo en columna
vertebral en alevines de D. rerio.
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Columna
Vertebral
Alterada

Alevin Danio rerio testigo negativo.

Columna
Vertebral
Alterada

Columna
Vertebral
Alterada

2|

Vertebral
Alterada

Columna
Vertebral
Alterada

G,H,J,K,M,N. malformaciones cuerpo curvo (presenta un pequefio doblez en la zona
caudal). |, malformaciones dobles (presento dos dobleces, una en la zona media de la

columna vertebral y otra en la zona caudal).
Fig. 26. Malformaciones en aleta caudal y malformaciones dobles
en columna vertebral en alevines de D. rerio.
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Alevin Danio rerio testigo negativo.

Columna
Vertebral
Alterada

Columna
Vertebral
Alterada

0O,P,R. malformacion sencilla, (presenta malformacion en la zona lateral o
dorsal, estas se observaron en la zona cefalica o0 media). Q, malformaciones
multiples (presento tres 0 mas dobleces, en la zona cefalica, media y/o caudal,
ya sea lateral o dorsal).

Fig. 27. Malformaciones sencillas y malformaciones multiples en columna
vertebral de alevines de D. rerio.
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Alevin Danio rerio testigo negativo.

Columna
Vertebral
Alterada

Columna
Vertebral

Alterada

S,U,V,W. malformaciones dobles (presento dos dobleces, una en la zona media de la
columna vertebral y otra en la zona caudal). T, X. malformaciones curvas en columna
vertebral (presento una curvatura en la zona cefalica, media y/o caudal.)

Fig. 28. Malformaciones dobles y malformaciones en aleta caudal de alevines
de D. rerio.
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Actualmente existen pocos reportes cientificos sobre la toxicidad del
manganeso en ambientes acuaticos y de sus efectos bioldgicos colaterales, por
lo que él oobjetivo del presente trabajo fue evaluar el dafio teratogénico
inducido por el manganeso en embriones de Danio rerio a través de la prueba
DarTa (Danio rerio Teratology assay) a concentraciones registradas en agua de
la desembocadura de la laguna en Metztitlan, Hidalgo; tomando como sitios de
muestreo la localidad de San Cristobal y la desembocadura en la laguna, para

identidificar lo que aporta el rio y lo que se acumula o diluye en la laguna.

El manganeso presente en la zona de estudio, posiblemente esta
asociado a actividades antropogénica, mas que a contaminacion natural;
debido a que a lo largo de este cuerpo de agua, existe actividad ganadera,
agricola e industrial sobre todo de tipo textil, las cuales arrojan desechos como
materia organica, fertilizantes, agroquimicos y catalizadores de pinturas entre

otros al rio y por ende llegan a la laguna (Anuario estadistico de Hidalgo, 2000).

El primer objetivo de este trabajo consisti6 en una determinacion de la
presencia y/o ausencia del Manganeso total y otros metales pesados en la
zona estudio, a través de un andlisis de quimica analitica mediante la técnica
de espectrofotometria de absorcion atdmica via humeda (Tabla IX), para
corroborar la presencia de estos elementos elucidados a través de las

actividades antropogénicas antes mencionadas en la zona de estudios.
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Encontrandose que el Mn y otros elementos se concentran mas en la
desembocadura de la laguna Metztitlan que en la localidad de San Cristébal; lo
anterior se puede deber a que la menor oxigenacién del agua que existe en la
desembocadura del rio a la laguna, permite que exista una menor oxidacion en
el agua, y por lo tanto una menor precipitacion de éste elementd, dando como
resultado una mayor presencia del Mn en el agua debido a que es mas soluble

(Mahan, 1997 y Barrerio, 1991).

Por otra parte, para la determinacion del Mn en la zona de estudio, se
contemplo establecer si hay diferencia entre la época de lluvia y estiaje;
encontrdndose una mayor concentracion en estiaje, lo cual se explica de igual
forma que lo anterior, debido a que los niveles de oxigeno disminuyen en
temporada de secas, haciendo que exista una reduccion, es por ello se hace

mas soluble el Mn, por ende mas biodisponible (Barrerio, 1991).

Cabe mencionar que la concentracion registrada en la desembocadura
del rio en la laguna y en la temporada de secas (Tabla IX ) ambas estan por
arriba de la NOM-127, la cual refiere a la concentracion maxima permisible
para aguas de uso y consumo humano, no existiendo referencia en las normas
mexicanas para aguas residuales (International Manganese Institute, 2007); por
lo que se determino trabajar en las pruebas genotoxicas con muestras de agua

de San Cristobal y de la desembocadura en temporada de secas.
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Para la fase experimental primeramente, se identificaron y probaron 3
dosis subtéxicas (0.158, 0.079 y 0.316 ug/l) en embriones de D. rerio,
correspondientes a la CLis, CL2s y CL21 respectivamente, siendo 0.15 pg/l la
concentracion maxima permitida en la norma antes mencionada (Diario oficial

de la federacion, 1996).

De los efectos teratogénicos inducidos por las tres concentraciones
antes mencionadas (Tabla XIIl), presentaron principalmente dafios en columna
vertebral de tipo sencillas (Fig. 25) en un porcentaje de 10, 8.3 y 13%
respectivamente, mientras que para el agua de de San Cristébal, se observo
una toxicidad mayor de 23% (CL23.2) con una frecuencia de malformaciones del
7.6% (Tabla 18), siendo las principales la malformaciones de tipo sencillo
(Fig. 26), pero apareciendo malformaciones tipo doble, que son poco
frecuentes y que solo se han observado con este bioensayo en trabajos
anteriores con mercurio y no con arsénico y cadmio probados en otros trabajos
(Gonzales-Ledesma, 2005; Rivera, 2006 y Gonzales y Téllez, 2008; Pefa,

2008).

Por otra parte el agua de la desembocadura presento una mayor
concentracion del Mn y una menor toxicidad (CL 7.2) aparente, debido a que
existe ademas de los embriones muertos, un efecto de aletargamiento durante
el desarrollo de los embriones que al final no eclosionan o tardan mucho en
eclosionar, lo que también es un efecto toxico (Fig. 21), ademas de presentar
principalmente las malformaciones de tipo sencillo con una frecuencia del 2%,

gue es menor a las otras observadas, lo que se puede explicar a pesar de que
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hay mas concentracion del Mn en agua, debido a la posible saturacion de
canales y mecanismos de transporte a nivel de membrana, que la hacen
menos permeables debido a la actividad i6nica de este elementd, en donde

interviene el tamafo del ion y su carga (Cabrera, 2009).

Las variaciones de pH, la oxigenacién y la temperatura entre otros
pueden afectar la permeabilidad de membrana del embrion y por lo tanto
aumentar o disminuir su efecto biolégico (Garcia, 2008 y Pefia, 2008), lo que
obliga a experimentos posteriores al presente trabajo con diferentes elementos
y a diferentes condiciones ambientales. Ademas de que el pH, tiene una mayor
influencia sobre la velocidad de las reacciones quimicas y biolégicas en cuanto

a la absorcion y oxidacion (Tisdale, 1991).

Lo antes mencionado, permite inferir que las malformaciones mas
susceptibles son las de tipo sencillo y en la zona caudal (Fig. 25-28), lo cual
permite reafirmar lo sefialado en trabajos anteriores como un buen biomarcador
de dafio en este bioensayo (Gonzales-Ledesma, 2005; Rivera, 2006 y
Gonzales y Téllez, 2008; Pefia, 2008), ademas de reafirmar las ventajas de
este modelo biolégico, sin dejar de mencionar la presencia de malformaciones
dobles en este trabajo, que no son comunes y que pudieran en un futuro

correlacionarse con algun o algunos elementos y/o compuestos.
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