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Resumen

Actualmente la contaminacion del agua es un problema muy serio, que
requiere de un estudio multidisciplinario de diversas areas como la ecologia, la
quimica y la toxicologia entre otras, lo que permite evaluar el origen,
concentracion, permanencia, cinética, asi como sus posibles efectos sobre los
organismos y su ambiente “Ecotoxicologia”.

Existe evidencia epidemiolégica que vincula el aumento de
enfermedades (intoxicaciones, malformaciones, etc.), con la exposiciéon a
diferentes factores ambientales, encontrdndose sustancias con capacidad
carcinogénica, mutagénica y/o teratogénica, ademas de aquellas que tienen un
efecto toxico, sin embargo, es importante mencionar que cada sustancia puede
aumentar o disminuir su efecto al interactuar con otras variables como: la
temperatura, el pH y la luz, entre otros. Por lo que en el presente trabajo se
analizé como influye la temperatura en la teratogénicidad del cloruro de
mercurio (HgCl,), empleando embriones del Danio rerio.

La primera etapa consistié en evaluar como influye la temperatura sobre
los indices de fertilidad y viabilidad (embrion- alevin y alevin-juvenil),
observando que a temperaturas mayores a 29°C, la fertilidad disminuye
considerablemente, lo cual también sucede con la viabilidad (embrion- alevin y
alevin-juvenil), ademéas de modificar el tiempo de eclosion del alevin de Danio
rerio, sin registrar ningun tipo de malformacion. Por lo se indica que la
temperatura no tiene un efecto teratogénico por si sola en la embriogénesis del
Danio rerio, al menos en los ensayos realizados.

La segunda fase consistié en evaluar como influye la temperatura en la
teratogénicidad del HgCl,, debido a que ligeras variaciones de esta pueden
influir en el metabolismo, longevidad y potencial reproductivo de los
organismos. Los resultados obtenidos indican que el intervalo de temperatura
ideal para desarrollar la prueba “DarTa” es 27 a 28 °C, y que ligeras
variaciones de esta, (+ 1°C) no influyen en el potencial teratogénico del cloruro
de mercurio, lo cual permite tener una metodologia flexible al evaluar dafio

teratogénico inducido por este compuesto presente en el agua.



1. INTRODUCCION

1.1. Contaminacion del agua

El rapido incremento de la poblacion, la industrializacion urbana y la
intensificacion de los cultivos, a ocasionado una crisis mundial de este recurso,
haciendo responsables a las grandes ciudades como las principales fuentes
contaminadoras, debido a que después de utilizarla la eliminan en forma de
aguas negras, las cuales después se mezclan con las corrientes naturales

hasta llegar a los océanos (GEO, 2000).

En algunos casos se ha demostrado que la introduccion de
contaminantes esta relacionada con la lluvia, la naturaleza geolégica de la
cuenca y la erosion; esta ultima arrastra los contaminantes hasta los cuerpos
de agua receptores, también suele suceder que los mantos acuiferos
atraviesan zonas donde existen yacimientos de metales o0 sustancias
sulfurosas (contaminacién natural), sin embargo, la forma mas comun de
contaminacion de los mantos acuiferos ocurre por filtracion, a través del suelo,
de sustancias provenientes de drenajes sanitarios, o por lixiviados originados
en basureros, los cuales ademas adicionan una elevada cantidad de materia

organica e inorganica (Vogel y Rivas, 1997).

Otra forma de contaminacién de los mantos acuiferos es la ocasionada
por microorganismos como: bacterias, y protozoos (biolégica), los cuales
pueden causar algunas enfermedades como: tifoidea, célera, disenteria,
hepatitis infecciosa, o amibiasis, entre otras, haciendo que cada dia mueran a
nivel mundial, cerca de 25000 personas como resultado de una pobre calidad

del agua (Espinosa et al., 1998).
1.2. Importancia de la ecotoxicologia

Con base a lo anterior, en los Ultimos afios se ha desarrollado la
ecotoxicologia, la cual se enfoca al estudio multidisciplinario del origen,

distribucion y efectos de un agente contaminante sobre los organismos vivos,



sus poblaciones y sus comunidades (Larrain, 1995: Jorgensen, 1998 y Woolley,
2003). empleando métodos toxicologicos, quimicos y ecoldgicos para describir

la interaccion entre agentes contaminantes, organismos y ecosistemas (Fig. 1).

AGENTE
CONTAMINANTE

ORGANISMOS » ECOSISTEMAS

-

Estudios ecoldgicos

Figura 1.-Estudio multidisciplinario de la ecotoxicologia (Medina y Encina,
2000).

La ecotoxicologia no solo se dedica a la caracterizaciéon del agente
contaminante sino también a la identificacion de su origen, su concentracion, su
cinética y sus consecuencias tanto a nivel individual como ecoldgico (Vera et

al., 2001).

1.2.1 Evaluacion de riesgo

Con el fin de evitar una crisis del ambiente es necesario establecer
metodologias lo suficientemente sensibles para evaluar el “riesgo” que conlleva
el empleo de agentes contaminantes, esto con el fin de impedir que se
produzcan nuevos cambios que puedan dafiar los ecosistemas (Martines,
1996).



En 1978 la organizacibn mundial de la salud (OMS), definid6 “riesgo”
como un concepto estadistico, diciendo que es la frecuencia esperada de un
efecto nocivo producido por la exposicion a un agente, mas adelante en el afio
1983 Rodrick y Taylor, definen “evaluacion de riesgo” como el proceso
cientifico mediante el cual son identificadas y evaluadas las propiedades
toxicas de una sustancia; sin embargo, debe tomarse en cuenta que la
toxicidad de una sustancia esta relacionada con la via de introduccion al
organismo, sus propiedades individuales y la dosis (Fig. 2), por lo tanto, el

riesgo depende de cdmo se usa, manipula y fabrica una sustancia (Weil, 1975).

Dosis
Individuo \ /
Toxicidad
Via de 1 Via de
ingreso EFECTO ingreso
Riesgo
Condiciones / \ Propiedades
de utilizacién fisicoguimicas
del agente del, ~ agente
guimico guimico

Figura 2.- Relacién entre riesgo y toxicidad (Weil, 1975).

La evaluacion de riesgo, se basa en hechos verdaderos, los cuales
definen los efectos ocasionados en la salud de los organismos o materiales
expuestos a situaciones o sustancias peligrosas. Esta metodologia hace un
analisis rutinario de tejidos humanos o excretas para evidenciar directamente o
indirectamente la exposicién a sustancias quimicas (Almeida, 1992 y Fernicola,
1992a).



La evaluacion de riesgo se basa en cuatro pasos que tratan de identificar
las relaciones existentes entre agentes peligrosos, individuos o poblaciones
expuestas, dosis, concentraciéon, tiempo, biodisponibilidad, susceptibilidad

biolégica y dafio bioldgico:

1. Identificacién del peligro

Proceso mediante el cual se determina si la exposicion a un agente
puede producir un aumento en la incidencia de un efecto, el principal objetivo

de esta fase es demostrar que el agente induce un efecto adverso en la salud.

2. Evaluacioén dosis-respuesta

Proceso que caracteriza la relacion entre la dosis administrada de un
agente quimico y la incidencia de efecto adverso en la poblacién expuesta. En
este proceso se considera la intensidad de la exposicion, la época de la
exposicion, sexo, estilo de vida, metabolismo y otros factores que pueden

afectar la respuesta.

3. Evaluacion de la exposicion

Es el proceso de medida o estimacion de la intensidad, frecuencia y

duracién de la exposicion a un agente presente en el medio ambiente.

4. Identificacion del riesgo

Es el proceso de estimar la incidencia de los efectos sobre la salud bajo
barias condiciones de exposicién (NCR, 1983).

Bristol et al., (1984) menciona que la evaluacién de riesgo requiere del
conocimiento de las distintas fases del estudio toxicoldgico, el cual se divide en:
identificacion y cuantificacion de la exposicion, toxocinética del compuesto y

toxodinamica (Fig. 3).
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FASE DE
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Absorcion

an_tacto . Exposicién —
fisico potencial

* Procesos
fisicoquimicos

+ Medidas de
prevencidn

+ Parametros para
medir exposician

FASE DE FASE FASE
ABSORCION TOXOCINETICA TOXODINAMICA
Toxocinetica Toxodinamica Efecto
Dosis » | Organo . .
absorbida blanco Accitn
+ Yias de + Distribucian + Sitio receptor
exposicion
+ Procesos de + Biotransformacion + Bioensayo
transporte
biologico y fisico
+ Acumulacion + Relacion
Estructura - actividad
+ Eliminacian + Mecanismo
de accion

l

Evaluacién de riesgo

Figura 3.-Relacion interdisciplinaria para la evaluaciéon de riesgo
(Bristol et al., 1984).

1.3. Estudios toxicologicos o pruebas de genotoxicidad

1.3.1-Estudios agudos

Las pruebas de corta duracién (agudo) son muy empleadas debido a

gue responden en corto tiempo, segun el bioensayo empleado y a la capacidad

de una sustancia de ejercer un efecto toxico en un sistema biolégico y se miden

a través de mortandad (Vega, 1990b), sustentan estudios de exposiciones

repetidas o accidental (cronicas), ademas de que permiten identificar las

manifestaciones clinicas y patolégicas asociadas, asi como la concentracién

letal cincuenta (CLso), empleada para estudios crénicos o subcrénicos
posteriores (PNUMA y OMS, 1980; Vettorazzi, 1992 y Moreira, 1995).
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1.3.2. Estudios cronicos

Los estudios de larga duracion (cronicos), permiten evaluar efectos
carcinogénicos y teratogénicos de algunas sustancias, en lapsos de tiempo que
van de meses hasta afos, segun el bioensayo empleado, se llevan a cabo
principalmente in vivo (Medina y Encina, 2003). Ayudan a localizar y
caracterizar los efectos toxicos que se manifiestan después de una exposicion
prolongada, en particular aquellas que son irreversibles y progresivas, ademas
permiten determinar érganos con mayor susceptibilidad (érganos—blanco) o con
mayor afinidad (6rgano-afin), asi como la relacién dosis—-respuesta segun el
bioensayo empleado (Vega, 1990b). En estos estudios son de particular
importancia las sustancias quimicas que tienen tendencia a persistir o
concentrarse en el organismo y/o en el ambiente, dando como resultado
efectos desde el nivel individual hasta el poblacional (PNUMA y OMS, 1980 y
Vettorazzi, 1992).

1.4. Carcinogénesis, mutagénesis y teratogénesis

Actualmente existen suficientes evidencias epidemioldgicas, que vincula
el aument6 en la frecuencia de enfermedades y malformaciones congénitas
con la exposicion a diferentes factores ambientales (Fig.4), entre estos, se han
considerado sustancias con capacidad carcinogénica, mutagénica Yy/o
teratogénica, ademas de aquellas que tienen un efecto toxico (Vega, 1990 ay b
y Albert, 1998).

12
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EXPOSICION AGUDA =——> TOXICIDAD

AGENTE _<
QuimIcOo

- .
CARCINOGENSIS
EXPOSICION CRONICA & MUTAGENESIS
TERATOGENESIS
\~

Figura 4.-Relacién entre agente quimico, exposicién y posibles dafios (Vega,
1990 a yb).

El cancer es una de las causas mas importantes de mortalidad en el
mundo, recientes estudios revelan que algunos factores ambientales tienen un
efecto directo en la incidencia de céancer en el hombre; por ejemplo, los
tumores de la vejiga urinaria estan relacionados con trabajadores expuestos a
aminas aromaticas, el cancer de pulmén esta relacionado con trabajadores
expuestos a éter diclorometilico, asi como por los casos de cancer de pulmén,
relacionados con el habito de fumar cigarrilos (PNUMA y OMS, 1980 y
Woolley, 2003). Los procesos cancerigenos contemplan la conversién de
células normales en células malignas, con alteraciones bioquimicas,
estructurales, y con una capacidad indefinida de crecimiento (metastasis), con
frecuencia este proceso con lleva a un desenlace fatal para el portador del
conjunto de células alteradas denominada neoplasia (Cortinas, 1985; Vega
1990 ay b y Albert. 1998).

Resultados obtenidos de estudios experimentales de carcinogénesis
confirman el efecto directo de algunas sustancias quimicas con estos procesos;
sin embargo, no existe una correlacion directa entre toxicidad aguda y
carcinogénicidad; una sustancia quimica de alta toxicidad puede no ser

potencialmente carcinogénica o presentar una actividad muy reducida; mientras
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qgue, una sustancia quimica que produce un efecto toxico muy pequefio 0 no
evidente en experimentos de toxicidad agudos, puede ser un carcindgeno muy
potente (PNUMA y OMS, 1980 y Cortinas, 1998).

Actualmente existe evidencia experimental que vincula la actividad
carcinogénica de diversas sustancias quimicas con la capacidad de ejercer un
efecto mutagénico, lo cual a llevado a postular la relacién entre carcinogénesis
y mutagénesis (Miller, et al., 1971; Cortinas, 1985; Albert, 1998 y Cortinas,
1998), entendiendo este ultimo, como cualquier mutacion o cambio en el
material genético, estos cambios pueden afectar generaciones siguientes,
siempre y cuando la mutacién se presente en el material genético transmitido a
los descendientes (Kamrin, 1990); dicha relacion hasta ahora se a limitado a
cambios del genotipo que aparecen como consecuencia de cambios
estructurales de los acidos nucleicos, no se ha demostrado que todos los
mutagenos quimicos sean carcindégenos, sin embargo, se ha comprobado que
muchos carcinogénicos, varios de los cuales producen cancer en el hombre,
son mutagenos (PNUMA y OMS, 1980), por ejemplo: las mutaciones
ionizantes, que son capaces de producir rupturas en la hélice del ADN y se
asocian con proceso cancerigenos en diversos 6rganos; o los rayos ultravioleta
que forman dimeros de timina y se asocian con procesos cancerigenos en piel
(Albert, 1998).

Kamrin (1990), menciona que un evento mutagénico puede afectar
moléculas que son necesarias para la diferenciacion celular durante el
desarrollo embrionario e interferir en el correcto desarrollo del producto,
ocasionando efectos teratogénicos; los cuales se refieren a los defectos de
nacimiento (malformaciones estructural, alteraciones fisiol6gicas, entre otras), a
menudo como resultado de la exposicion a un toxico durante el embarazo.
Estas anormalidades pueden pasar por una serie de pasos consecutivos que
generalmente culminan con alteraciones en el desarrollo celular y comiunmente

con la muerte del embrién o feto.
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La teratogénesis es usualmente clasificada como un efecto crénico, a un
cuando el toxico aparezca durante periodos relativamente cortos e irrelevantes,
comparados con el ciclo de vida del organismo. Sin embargo, los agentes
teratogénicos son especificos, a tal grado, que un tipo particular de defecto de
nacimiento esta relacionado a la exposicion particular de un quimico, por otro
lado los defectos de nacimiento pueden ser heredables y aparecer en
generaciones futuras (Kamrin, 1990).

Tabla I, muestra las principales células blanco de los distintos procesos
carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos, estableciendo sus principales
diferencias en el periodo de susceptibilidad, tiempo de exposicién, lo cual
permite establecer las diferencias entre cada uno de estos procesos y por lo

tanto entre los agentes potencialmente peligrosos.

Tabla |.-Caracteristicas toxicologicas de los carcindbgenos, mutagenos y
teratbgenos (Vega, 1990b).

Periodo Duracion de la
Agente Células blanco susceptible ala exposicion y
exposicion dosis
Carcindgeno Somaticas Todos los estadios | Cronica, todas las
del ciclo celular dosis
Mutadgenos Germinales Todos los estados | Aguda o cronica,
de la todas las dosis
gametogénesis
Teratégeno Tejidos Organogénesis Aguda, todas las
inmaduros dosis

Como ya se menciono anteriormente las alteraciones que ocurren durante
el desarrollo embrionario se denominan efectos teratogénicos, segun Vega
(1990 b) sus efectos actian principalmente durante tres etapas bien

diferenciadas de la embriogénesis en humanos:
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a) Etapa de fertilizacion e implantacién: En esta etapa se inicia la
diferenciacion celular, si un agente actla en este momento se puede

provocar un dafio masivo que se evidencia como un aborto espontaneo.

b) Etapa de desarrollo embrionario: En esta etapa abarca la diferenciaciéon
celular y organogénesis, se ha demostrado experimentalmente que esta
etapa, es la mas sensible a la accion de los teratégenos, sin afectar la
viabilidad.

c) Etapa del desarrollo fetal: Esta etapa comprende la fase final del
desarrollo, si un agente ocasiona algun dafio, puede no ser evidente,
salvo la reduccién de tamafio y del numero de células, sin embargo, el
toxico puede provocar alteraciones bioquimicas y genéticas que mas

adelante se pueden evidenciar.

1.5. Importancia de la temperatura en estudios de toxicidad

acuatica.

El cambio climatico es un problema mundial, resultado de adicién de
agentes contaminantes a la atmésfera, los cuales han modificando su
composicién quimica, ocasionando que la temperatura de la superficie terrestre
se modifique constantemente (1-2°C anualmente), causando que el nivel del
mar aumente gradualmente debido al descongelamiento de los polos, asi como

el cambio en las corrientes de los océanos (Molina, 1999).

Las variaciones actuales en las temperaturas ambientales pueden influir
en la permanencia y movilidad de un agente quimico en el ambiente, asi como
en el deterioro de la salud y/o en una mayor susceptibilidad y resistencia a
infecciones; ademas de variacidén en las respuestas fisiolégicas por la accién
de sustancias quimicas toxicas. Por lo tanto la absorcion, distribucion,
transformacion metabdlica, excrecion y reactividad con sitios receptores
dependen de diversas reacciones termodependientes, por lo que cabria
esperar que la toxicidad, teratogénicidad, carcinogénicidad y genotoéxicidad de
algunas sustancias se vea facilmente influida por los cambios de temperatura
(PNUMA y OMS, 1980).
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Los ensayos de toxicidad acuatica realizados a temperaturas superiores
a 30 °C, pueden ocasionar que la temperatura tenga efectos semejantes a los
producidos por agentes fisicos o quimicos. Por lo tanto las fluctuaciones en la
temperatura puede dar lugar a cambios funcionales y estructurales por si solos,
lo que podria atribuirse erroneamente a la accidon de algun otro agente extresor.
Por otra parte la temperatura también puede favorecer (sinérgicos) o inhibir
(antagbnicos) los efectos propios de agentes quimicos y fisicos, afectando su
potencial toxico, teratogénico, carcinogénico y/o genotoxico, asi como a su
absorcion, metabolismo y excrecion, por lo que la combinacion de multiples
variables puede dar lugar a una amplia gama de respuestas bioldgicas
(PNUMA y OMS, 1980).

La temperatura es una variable en el agua, por lo que es muy importante
su control en procesos experimentales en sistemas acuaticos; en los sistemas
vivos los limites de tolerancia y funcionabilidad son demasiado estrechos, por lo
tanto la temperatura debe mantenerse constante en todo tipo de pruebas de
toxicidad acuatica, debido a que ligeras variaciones en la misma, pueden
provocar que se presenten diferencias fisioldgicas dando como resultado una
evaluacion erronea (Mufioz, 1996).

Fry (1960) y Lloyd (1980), emplearon peces salménidos para evaluar el
efecto de la temperatura en la toxicidad del zinc, se mostro que a temperaturas
mayores a 19°C, aumenta la disolucion de este elemento, influyendo
directamente en su efecto téxico y afectando principalmente las branquias de
los peces; sin embargo, estos peces son capaces de acelerar su metabolismo y
de esta forma ser mas tolerantes a la accion téxica del zinc, evidencidndose lo
anterior en la disminucion de la mortandad de los peces. En contraste, los
peces que fueron expuestos a rangos de temperatura menores a 19°C y se
observo un incremento en el porcentaje de mortandad, debido a que al bajar la
temperatura, el zinc se bioacumula en el agua afectando severamente las
branquias de los peces, ocasionando su muerte, lo que permitié concluir que la
temperatura afecta la solubilidad, transporte y bioacumulacion del zinc,

influyendo directamente sobre su potencial toxico.
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1.6. Toxicologia de los metales pesados

Comprende mas de 40 elementos quimicos, entre los mas importantes
por sus propiedades toxicolégicas se encuentran: aluminio, arsénico, cobre,
cromo, mercurio, plomo, entre otros. La toxicidad de estos metales tiene
caracteristicas comunes a todos ellos y efectos especificos de cada uno. La
mayoria de estos metales tienen la capacidad de combinarse con una gran
variedad de moléculas organicas, especialmente con los grupos sulfhidrilos (-
SH) de las proteinas. Estos, al unirse producen la inhibicion de numerosas
enzimas del organismo. El transporte de estos metales a través de las
membranas celulares difiere segun las caracteristicas del compuesto metalico y
del tejido (Vega, 1985).

1.6.1. Toxicologia del mercurio

Los efectos toxicos del mercurio se remontan desde la edad media,
cuando los escritores empleaban este elemento como pigmento para la
ilustracion de textos o en el caso de los sombrereros, quienes de igual forma
utilizaban este metal desde inicios del siglo XVI hasta comienzos del siglo XX
para la fabricacion de terciopelo a partir de pelo de conejo (Doadrio, 2004). La
mayor preocupacion por sus efectos fue hasta este siglo (XXI), a mediados de
los cincuenta, después del accidente ocurrido en la bahia de Minamata, Japon,
en el que cientos de personas sufrieron dafios irreversibles ocasionados por la
ingestion de derivados de mercurio (Vega,1990 b y Figueroa, 1998). En esta
bahia una industria descargaba cloruro de mercurio al agua, el cual se metila
por accién de microorganismos acuaticos; dando como resultado metilmercurio
el cual es absorbido por la flora y fauna acuatica, donde a su vez se
bioconcentra; la intoxicacion ocurrid cuando la poblacion consumié pescado
gue contenia grandes cantidades de metilmercurio; Las autopsias hechas en
personas y animales intoxicados mostraron como principal dafio la destruccién
masiva del cerebelo, de la corteza calcarina y de los ganglios basales
cerebrales. Por otra parte, los nifios que estuvieron expuestos al metilmercurio
durante su desarrollo fetal nacieron con sindrome de pardalisis cerebral (Vega,
1985).
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1.6.2. Fuentes naturales y antropogénicas del mercurio

Las fuetes naturales del mercurio son el vulcanismo, la desgasificacion

de la corteza terrestre, la erosion y la disolucion de los minerales de las rocas.

La principal fuente antropogénica del mercurio es la mineria, seguido por
su uso industrial y por ultimo su empleo en la agricultura. La mineria contribuye
con el 50 % y el resto proviene de actividades industriales (Fig. 5) como:
elaboracion de instrumentos cientificos (termometros y barémetros), equipo
eléctrico (medidores, interruptores, baterias), tubos de rayos X, seda artificial,
valvulas de radio, soldaduras de plomo y estafio, en la industria quimica se
utiiza como céatodo liquido para la produccion de sosa caustica, acido
clorhidrico y acético; curtiduria, elaboracion de fieltro, fotografia, fotograbado y
en la elaboraciébn de pinturas y pigmentos, asi como en la industria
farmacéutica. En el caso de la agricultura este se emplea en distintos
fungicidas y plaguicidas usados para el mejoramiento de granos y semillas
(Albert, 1998 y Figueroa, 1998).

Fabricacién de pinturas
Fabricacion de baterias A

Fuentes de emisioén del
mercurio _—

Industria del papel

! Xk

Industria del acero

Curtiduria

Material Fotografico Pesticidas agricolas

Figura 5.-Fuentes antropogénicas del mercurio (Albert, 1998).
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1.6.3. Contaminacion por mercurio

La contaminacion del aire por mercurio proviene principalmente de
industrias vinculadas con su extraccion e industrializacion, asi como de la
aplicacion en fungicidas mercuriales, al igual que con procesos de

combustion de hidrocarburos, en la fabricacion de cemento y fosfatos.

En relacién a la contaminacion de rios, lagos y bahias por este
elemento, esta se ha atribuido a la descarga de efluentes industriales,
mientras que para el suelo, se ha asociado al empleo de compuestos
mercuriales como pesticidas en el tratamiento de semillas y plantas “ej.
etilmercurio y metilmercurio” (Albert, 1998; Figueroa, 1998 y Doadrio,
2004).

1.6.4. Ciclo global del mercurio

El ciclo global del mercurio (Fig. 6) se define, como la distribucién de un
elemento alrededor del mundo, en el caso particular del mercurio, depende de
la circulacibn atmosférica de los vapores del i6n mercurio metalico,
provenientes de la actividad volcanica y del proceso de desgasificacion del
mercurio metal, ademas de diversas actividades antropogénicas y naturales
Estos vapores circulan a partir de los continentes hasta llegar a los océanos,
durante este ciclo, los gases suben por evaporacion y caen en forma de lluvia
(Albert, 1998 y Doadrio, 2004).
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Figura 6.- Ciclo global del Mercurio (Albert, 1998 y Figueroa, 1998).

1.6.5. Ciclo local de mercurio

El ciclo local de un elemento abarca toda la cinética ambiental en
periodos cortos de distancia, y en el caso particular del mercurio, este
compuesto, es liberado en sus diferentes estados fisico o quimico (Tabla 1),
principalmente por el ser humano, y puede entrar en un ciclo atmosférico,
debido a los vertidos industriales atmosféricos o por la combustion de
carbones, desde donde se introduce al ciclo del agua y a las cadenas tréficas,
una vez que ingreso al agua y en presencia de oxigeno, casi todas las formas
de mercurio incluso la metalica, se pueden oxidar u ionizar, una vez ionizado el
mercurio forma una gran cantidad de compuestos, por otra parte en ambiente
anoxigenicos, el Hg** se puede reducir para dar mercurio metélico (Hgo),
reaccion que llevan acabo bacterias del genero Pseudomonas. Ademas, de
manera secundaria puede ocurrir otra reaccién en aguas continentales o en
litorales, donde el Hg** se puede transformar en CHsHg'* (metilmercurio) y
CHs-Hg-CHj3 (dimetilmercurio), tal reacciéon se lleva acabo por dos vias, una
aerobia y otra anaerobia, ambas de manera natural no inducida (Fig. 7), (Albert,
1998 y Figueroa,1998).
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Tabla Il.- Estados del mercurio presentes en la naturaleza
(Albert, 1998 y Figueroa, 1998).

Mercurio Hg° Mercurio metalico
elemental
Compuestos Hg' Estados i6nicos del
inorganicos Hg? mercurio

CHsHg™ Metilmercurio
Compuestos CH3HgCH3; | Dimetilmercurio
organicos

&
CH;HgCH;
Vulcanismo ) Evaporacion
luvia Hagp
Hg"
Erosién CH,Hg*
Desgasificacidn

. en diversas

formas CHHg*  {CHalHE"  H"

\ -«
o+ Hope ¥ g | HP
CHyHg*

efilacion gsgéb.ica Fse

Ny

Figura 7.- Ciclo local del mercurio (Albert, 1998 y Figueroa, 1998).
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1.7. Bioindicadores, bioensayos y biomarcadores

Los ecosistemas actuales estan expuestos a una gran cantidad de
estresores ambientales, lo cual ha llevado a una calidad ambiental cada vez
mas decadente; mediante el empleo de bioindicadores o indicadores biolégicos
se puede medir y/o cuantificar la presencia de diversos téxicos en un ambiente
especifico. Su empleo en diferentes paises esta enfocado no solo para medir la
salud de un ecosistema caracteristico, sino también para determinar el impacto
en el &mbito de la salud humana, por lo tanto, un indicador es un organismo
selecto por el grado de sensibilidad o tolerancia a diversos tipos de

contaminantes y sus efectos (Fernicola, 1992b y de la Lanza, 2000).

El uso de organismos en condiciones controladas in vivo o in vitro
(bioensayos), ofrece multiples ventajas, como: pueden manifestar propiedades
adversas de una droga o sus metabolitos, en varios sistemas bioldgicos, dar
respuestas moleculares, bioquimicas y fisiol6gicas que produce la presencia de
un agente contaminante presente en un organismo determinado y la
extrapolacion de los resultados puede ser llevada al ser humano (Moreira, 1995
y Matines, 1996 ). Estos organismos van desde los mas simples hasta los mas
cercamos en la escala evolutiva al ser humano (Gaytan, 1993). En el caso de
bioensayos con organismos acuaticos, estos ofrecen la Unica forma de
determinar el grado de toxicidad de efluentes y agentes quimicos aislados
(Olvera, 1998).

Mediante el uso de mas y mejores bioensayos se pueden proponer
nuevos biomarcadores; entre los mas empleados se encuentran: acidos
nucleicos, proteinas (enzimas), organelos, células, tejidos y 6rganos (Medina y
Encina, 2003)

Butterworth (1995), indica al respecto que los bioindicadores, bioensayos
y biomarcadores para ser eficaces deben cumplir con varias caracteristicas
como: ser altamente sensibles, poco costosos, capaces de evaluar mezclas
complejas, asi como diferentes ambientes (agua, aire y suelo), ademas de dar

resultados a corto tiempo.
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1.8. Biologia del pez cabra (Danio rerio, Halminton, 1822).

1.8.1. Caracteristicas generales

El pez cebra es un ciprinido tropical dulceacuicola, su morfologia es
fusiforme y alargada, su cuerpo es dorado o plateado presentando de cinco o
nueve bandas de color azul oscuro, las cuales corren longitudinalmente sobre
los costados de s cuerpo y su talla no excede los 5 cm (Fig. 8), permitiendo

tener hasta 30 individuos en una pecera pequefa de 30 | (Rivera, 2006).

Figura 8.-Danio rerio en el laboratorio.

1.8 2. Desarrollo embrionario

Dentro de sus ventajas como bioindicadores se tiene que presentan un
corto tiempo entre generaciones, gran produccion de huevos, el embridn se
desarrolla fuera de la madre, embriones transparentes, lo cual permite
accesibilidad a todos los estados del desarrollo, no requiere de grandes
instalaciones y su costo por mantenimiento es muy bajo (Tawil-Abadi y Ortiz,

2004). La embriogénesis del Danio rerio se conforma de siete periodos (cigoto,
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hendidura, blastula, gastrula, segmentacion, faringula y eclosidén), bien
diferenciados y establecidos que se describen a continuacion (Kimmel et al.,

1995).

Primer Periodo: Inicia minutos después de que el huevo ha sido
fertilizado hasta el estadio de esfera (4 hrs), este periodo se caracteriza por la

proliferacion celular en el polo animal (Fig. 9)

minutos después 2 células 4 células 8 células
de la fecundaciéon 45 min. 1h 1h. 25 min.

Polo

: ft
animal

10 minutos después 16 células 32 células 64 células
|| de la fecundacion 1 h. 30 min. 1 h. 45 min. 2 hrs.

Figura 9.- Primer periodo del desarrollo embrionario del Danio rerio, modificado
de Kimmel et al., (1995)

Segundo Periodo: Inicia cuando las células se encuentran en el polo animal
formando una bdveda (estadio de domo 4 hrs), hasta el estadio de escudo (6 hrs).
Durante este periodo se observa la migracion celular del polo animal hacia los
lados del huevo, adelgazandose ligeramente la parte central y ensanchandose los

lados (Fig. 10).
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4 hrs 4 hrs 15 min 4 hrs 30 min

F

4 hrs 45 min 5 hrs 15 min 5 hrs 45 min

Figura 10.- Segundo periodo del desarrollo embrionario del Danio rerio, modificado

de Kimmel et al., (1995).

Tercer periodo: Inicia con el 70% del estadio de epibolia, hasta el
estadio que presenta dos somitas (estructuras redondeadas que derivan del
mesodermo y a partir de las cuales se forma la mayor parte del esqueleto).
Comprende la parte final de la etapa de gastrulacion y el principio de la etapa
en la que el organismo empieza a adquirir forma. Durante este periodo el
embribn  comienza a adquirir una forma ovalada, existiendo distincién

morfologica entre cabeza y cola (Fig. 11).
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6 horas 7 hrs. con 40 min.

7 hrs. con 40 min. 8 horas g hrs. con 20 min.

G H | g

-

9 horas 9 horas 10 horas

Figura 11.- Tercer periodo del desarrollo embrionario del Danio rerio,
modificado de Kimmel et al., (1995).

Cuarto periodo: Inicia con el estadio que presenta cuatro somitas (11 hrs18
min) hasta que el organismo presenta 15 somitas (16 hrs 30 min). Durante este
periodo se puede observar la cabeza, asi como el nimero de somitas y el vitelo.
Por otra parte el embrion cambia de una forma esférica a una forma arrifionada,

debido a la fuerza que ejerce la cola al crecer (Fig. 12).
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4 somitas 11 hrs. 18 min. 11 hrs. 42 mrin.
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8 somitas 13 somitas 15 somitas
13 hrs. 15 hrs. 30 min. 16 hr=. 30 min.

-

Figura 12.- Cuarto periodo del desarrollo embrionario del Danio rerio,

modificado de Kimmel et al., (1995).

Quinto periodo: Inicia con el estadio de 17 somitas (17 hrs 30 min) hasta el
estadio de 25 somitas (21 hrs 30 min). Comprende la parte final de la etapa de
formacién. Durante este periodo la cola se desprende del vitelo y se alarga
permitiendo observar el esqueleto (columna vertebral). Ademas en la regién
anterior se observa un ensanchamiento debido a la formacion del sistema nervioso

central de la porcion cefalica (Fig. 13).

17 somitas 20 25 somitas 25 somitas
17 hrs. 30 min. somitas 21 hrs. 30 min.

Figura 13.- Quinto periodo del desarrollo embrionario del Danio rerio,
modificado de Kimmel et al., (1995).
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Sexto periodo: Inicia desde las 24 hrs hasta las 42 hrs. Durante este periodo
se forma completamente el aparato digestivo, inicia la melanogénesis, la cual
comienza de la zona cefélica hasta la zona caudal, comienza a separase cada vez
mas del vitelo por que el craneo se aprecia mejor, y en la parte posterior se

distingue claramente la aleta caudal (Fig. 14).

24 hrs.

36 hrs. 42 hrs. 42 hrs.

Figura 14.-Sexto periodo del desarrollo embrionario del Danio rerio, modificado
de Kimmel et al., (1995).
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Séptimo periodo: Inicia desde las 48 hrs hasta que se tiene un estadio
larval temprano. Este periodo se caracteriza por la eclosion; el vitelo se
consume hasta desaparecer por completo, la mandibula se forma a las 72 hrs 'y
el ojo toma la apariencia de un ojo tipico de pez, con los bordes brillosos, ya
que anteriormente se encontraba completamente pigmentado, las aletas
pélvicas y pectorales inician su desarrollo (Fig. 15).

48 hrs. 46 hrs. 64 hrs. 2 hrs.

Figura 15.-Séptimo periodo del desarrollo embrionario del Danio rerio,
modificado de Kimmel_et al., (1995).
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1.8. Importancia del Danio rerio en estudios de ecotoxicologfa

Kimmel et al., C199%) y (1995), menciona la importancia de la
temperatura en la incubacion de huevos del Danio rerio, debido a que las
fluctuaciones de esta variable puede ocasionar cambios en el desarrollo
embrionario de este organismo, lo cual fue evidenciado al someter los huevos a
diferentes intervalos de temperatura, estableciendo como temperatura minima
25°C y 33°C como la temperatura maxima. Destacando de este estudio, que la
incubacion de huevos del pez a una temperatura superior a 33°C puede
provocar embriones con anormalidades, ademas, indica que la incubacion a
diferentes intervalos de temperatura puede producir diferencias en las distintas
fases del desarrollo embrionario, asi como modificar el tiempo de

embriogénesis.

Desde el enfoque toxicolégico, uno de los primeros trabajos reportados
es el de Dietrich (1998), quien utilizé ai Danio rerio para evaluar dafio
embriotoxico y teratogénico de muestras de agua a través de la prueba
denominada DRETA {Danio tefio embryotoxicity and teratogenicity assay)
evaluando el dafio inducido a nivel del corazon en estos organismos. Por otra
parte Oberemm (2000), sugiere el uso de embriones del Danio rerio como un
buen bioensayo en la evaluacién de elementos toxicos presentes en el agua,
también, describe las principales caracteristicas del desarrollo embrionario de
este organismo, asi como las ventajas que presenta el empleo de los
embriones de esté, en la evaluacion de efectos causados por compuestos
quimicos de interés toxicologico, ademas, sugiere el uso de embriones en

estado juvenil, debido a que son mas sensitivos qué los organismos adultos.

Nagel (2002), utiliz6 embriones del Danio rerio para evaluar el efecto
letal, subletal y teratogénico de una lista de 34 compuestos toxicos, a traves, de
una metodologia llamada DarT (Danio rerio toxicology assay), mediante la cual
expuso embriones del pez durante todo su desarrollo embrionario a diferentes
concentraciones de distintos compuestos; los resultados mostraron que
después de 48 horas de exposicion los embriones presentaban algun tipo de

dafio, entre los cambios mas sobresalientes registrados se encuentran:
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anormalidades en el corazon, ojos, cabeza, aleta caudal, pigmentacion,

circulacién sanguinea, entre otros.

Estudios recientes, efectuados en el laboratorio de genética evolutiva y
ambiental de la UAEH, realizados por Gonzales (2005), indican que la etapa de
"alevin" es la mas sensitiva a la accion teratogenica HgCl,. Posteriormente,
Rivera (2006), sugiere la columna vertebral del Danio rerio como el

biomarcador mas sensitivo a la accion teratogenica del mismo compuesto.

Del mismo modo, Baez (2004), empled células branquiales del Danio
reno para evaluar el efecto genotoxico del arsénico presente en el agua del
municipio de Zimapan, Hgo. Encontrando una relacion positiva entre la
exposicion de embriones y él efecto genotoxico generado en las células
branquiales del pez, lo cual sugiere a esta estructura como un biomarcador

eficaz.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la temperatura sobre la teratogenicidad del cloruro
de mercurio (HgCly) en embriones del pez cebra a través de la prueba Danio

rerio Teratology assay (DarTa).

2.2. Objetivos particulares:

e Identificar y cuantificar en el Danio rerio los efectos fisiolégicos de
los cambios de temperatura durante el desarrollo embrionario a
través de los indices de fertilidad y de viabilidad (ovoposicion,

eclosion y sobrevivencia de alevines).

e Determinar los posibles efectos teratogénicos de los cambios de

temperatura durante el desarrollo embrionario del Danio rerio.

e Determinar el efecto de los cambios de temperatura durante el
desarrollo embrionario del pez cebra, sobre la teratogénicidad del
cloruro de mercurio (HgCl,) a través de la induccion de
malformaciones de columna vertebral usando la prueba “Danio

rerio Teratology assay” (DarTa).
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3.-Justificacion

El empleo del Danio rerio en la evaluacion de dafio teratogénico es uno de los
ensayos mas utlizados, debido a que este organismo presenta multiples
ventajas al evaluar contaminantes presentes en el agua, entre las que
destacan: embriogénesis corta (72 h), membrana del huevo semipermeable y
translucida, lo cual permite identificar cualquier malformacion durante su
desarrollo embrionario; los adultos son de tamafo pequeiio (5 cm de largo),
permitiendo tener grandes poblaciones en espacios pequefios, su costo de
mantenimiento es muy reducido, ademas, la ovoposicién puede ser inducida
con 24 hrs. de anticipacion, lo cual permite programar tratamientos (Gonzéles,
2005 y Rivera, 2006).

Estudios anteriores realizados por Oberem, (2000) y Nagel, (2002), sugieren
que el Danio rerio es un buen indicador en la evaluacion de dafio teratogénico
inducido por contaminantes ambientales, empleando como biomarcadores la
columna vertebral y el corazén, como estructuras sensibles a la presencia de

agentes contaminantes presentes en el agua.

Estudios realizados en el laboratorio de “Genética evolutiva y ambiental” de la
UAEH, han evidenciado la sensibilidad de este bioensayo al cloruro de
mercurio (HgCl,), ademas se ha demostrado la permeabilidad selectiva de la
membrana del huevo y la sensibilidad diferencial de las diferentes etapas del
desarrollo embrionario; teniendo como linea principal de investigacion el validar
la prueba DarTa, a traves, de evaluar el efecto de diferentes variables como la
temperatura, el ph, la salinidad, entre otros. Debido a que no existen reportes
del efecto de la temperatura en la teratogenicidad del (Hgcl,); sin embargo, se
sabe que la temperatura afecta la disolucion de algunas sustancias, ademas,
ligeras variaciones de estd, pueden provocar diferencias en la maduracion,
longevidad y potencial reproductivo de los organismos. Sugiriendo la prueba
DarTa como una alternativa mas economica que la reportada por Fry (1960) y
Lloyd (1980), quienes emplearon peces salmoénidos para evaluar el efecto de la
temperatura en la toxicidad del zinc, reportando que la temperatura puede
afectar la disolucion, absorcion y bioconcentracién de algunas sustancias y por

ende aumentar su potencial toxico.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para la evaluacion de los efectos fisiolégicos de los cambios de
temperatura en el desarrollo embrionario del Danio rerio es necesario
determinar de manera inicial las condiciones que aseguren la salud, viabilidad y
conducta reproductiva de los peces; para ello, cada vez que se adquiere un lote
experimental, se requiere pasar por una fase de aislamiento y seleccion de
peces, que aseguren a través de los criterios de inclusién tener las
caracteristicas adecuadas para entrar en una fase experimental,
posteriormente establecer las caracteristicas fisicoquimicas de mantenimiento
asi como de reproduccion, que permitan determinar finalmente los indices de

fertilidad y viabilidad (ovoposicion, eclosion y sobrevivencia de alevines).

4.1 Aislamiento y seleccion de peces

Los peces adquiridos comercialmente deben ser aislados inicialmente
durante un periodo de 2 semanas en una pecera de 50 litros de capacidad, con
agua previamente reposada por 24 h (con la finalidad de eliminar el cloro
presente en el agua), equipada con un calentador automéatico de 50 W y una
bomba de oxigeno, con azul de metileno (1 gota por cada 4 litros), sulfato de
cobre (1 gota por cada 2 litros) y verde de malaquita (1 gota por cada 2 litros),
asi como 1 gr de sales marinas, estos ultimos con el propdsito de eliminar

parasitos y microorganismos patdgenos para los peces (Gonzales,2005).

Después de transcurrir las dos semanas de aislamiento, se eliminan
aquellos organismos que no presenten un buen estado de salud, la edad
adecuada y las caracteristicas especificas de la especie y variedad

seleccionada (Fig. 16).
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Figura 16.-Lote experimental del Danio rerio en laboratorio.

De tal forma, que los organismos seleccionados deben ser machos y
hembras sexualmente maduros, de entre 4 y 5 cm de longitud y sin alguna
alteracion fisiolégica o morfologica aparente (Fig. 17); con el objetivo dividir en
dos lotes a los organismo separando hembras y machos, en peceras 25 litros
con agua en reposo, cada una de éstas, con un calentador automatico de 50 W
y una bomba de oxigeno; asegurando las condiciones fisicoquimicas optimas
para el desarrollo de los peces, esto Ultimo, para asegurar que en los lotes
reproductivos exista una mayor posibilidad de fecundacion y por ende un mayor

namero de huevos ovopositados (Rivera, 2006).

Figura 17.-Dimorfismo sexual del Danio rerio.
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4.2. Mantenimiento de los lotes experimentales

Antes de iniciar la fase reproductiva, es necesario establecer en cada
uno de los lotes de hembras y machos las condiciones fisicoquimicas que
aseguren su viabilidad “Lote de mantenimiento” (Tabla 4), ademas es
necesario monitorear de manera continua y sistematica la temperatura, el pH,
la salinidad, la cantidad de oxigeno disuelto y su fotoperiodo para asegurar que
no varien estas condiciones debido a que puede influenciar directamente en los
hébitos conductuales, alimenticios y reproductivos de los peces y por ende en
su desarrollo y reproduccion (Baez, 2005 y Gonzalez, 2005 ).

Cada uno de los lotes de mantenimiento se debe alimentar dos o tres
veces al dia con alimento seco, agregandoles hojuelas de alimento comercial
(Wardley y/o TetraMin); eliminando los exceso para evitar contaminacion de
hongos y protozoarios; cuando se encuentren en una etapa previa a una
seleccidn para montar lotes reproductivos, se requiere gue con una semana de
anticipacion se cambie la dieta, a una rica en proteinas, carbohidratos, lipidos y
fibras; esto se logra a través de complementar su alimentacién con alimento
vivo (Daphnia sp. y/o Artemia sp.), lo cual permitird obtener mayor numero de
huevos en cada ovoposicion una vez que se monten los lotes reproductivos
(Oberemm, 2000).
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Tabla Ill.-Condiciones fisicas y quimicas recomendadas para el mantenimiento

adecuado del Danio rerio (Baez, 2005 y Gonzales, 2005).

VARIABLE CONDICIONES CONDICIONES
RECOMENDADAS OBTENIDAS
Evaporacion
LUZ SOLAR Formacion de micro-algas
No recomendada de manera| Favorece la ovoposicion en adultos
directa al acuario En alevines afecta el desarrollo
embrionario
28°Ct1°C 24°Ca28°C
Acuarios alejados de parrilla,| Evaporacion
TEMPERATURA |estufa o equipo que produzca| Desarrollo de protozoarios.
exceso de calor Formacién de micro-algas.
pH pH 7 No determinado
Fvaporacion y alteracion de condiciones
Ventanas cerradas o | optimas del acuario.
CORRIENTES | cualquier orificio Contaminacion por polvos o particulas
DE AIRE

INSTALACIONES

Mantenimiento de equipo

Revision diaria del equipo para su
mejor funcionamiento

Lugar aislado para evitar el estrés de

ESPACIO

Suficiente para que se pueda
manipular con mayor facilidad

a las peceras.

los peces
Espacio intra pecera: se debe
considerar un equilibrio entre

capacidad de pecera con peces
guedando una proporcion en litros — 5
peces.

Espacio externo de peceras: entre
peceras debe tener un espacio de 10

cm. Para realizar observaciones
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4.3. Lotes reproductivos

Los “Lotes reproductivos” consisten en peceras de 5 litros, donde se
llevo a cabo la reproduccién de los peces, las cuales estan equipadas cada una
con un calentador automatico de 50 W, el cual mantuvo la temperatura del
agua a 28 £ 1 °C y con oxigenacion continua; colocando 10 organismos de talla
grande y sexualmente maduros (en una proporcion de 4 hembras y 6 machos),

dentro de una pequeia red de maternidad (Fig. 18).

=) P

Figura.-18 Pecera con el lote de reproduccién del Danio rerio.

La red de maternidad evita que al ovopositar, los adultos puedan ingerir
sus propios huevos; inmediatamente los huevos son retirados del fondo de la
peceras mediante la técnica de sifoneo, posteriormente, a través de un
microscopio estereoscopico a un aumento de 40x, son separados los huevos
no viables de los viables, éstos Ultimos se separan de los desechos organicos
para evitar contaminacion por hongos y protozoarios, a continuacién son
colocados en frascos de vidrio transparente de 100 ml con agua en reposo,
cada uno con 50 huevos como maximo, donde continuaran su desarrollo
embrionario en condiciones de oxigenacion y temperatura adecuados (Rivera,
2006).
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4.4. Indices de fertilidad y viabilidad (ovoposicion, eclosion y

sobrevivencia de alevines).

Para evaluar los efectos fisiolégicos de la temperatura durante el
desarrollo embrionario, fue necesario establecer parametros de referencia que
permitan identificar y cuantificar los indices de fertilidad (% de ovoposicién) y
viabilidad (% de eclosiéon y sobrevivencia de alevines) del Danio rerio; para ello,
se ocuparon 200 huevos viables por tratamiento, cada uno con dos
repeticiones, dando un total de 600 huevos evaluados; éstos, fueron repartidos
en lotes de 50 huevos, en frascos de vidrio de 100 ml con agua en reposo,
tapados con una malla fina, sellados con una liga y sumergidos en una pecera
de 5 litros con agua en reposo, la cual, debe tener todas las condiciones
fisicoquimicas optimas antes mencionadas para el desarrollo de los huevos
(Fig. 19).
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Figura 19.-Frascos de vidrio de 100 ml con embriones del Danio rerio en agua

en reposo.

La temperatura optima para el desarrollo embrionario del Danio rerio es
28 + 0.5 °C (Westerfield, 1995 y Oberemm, 2000), por lo que en el presente
trabajo se evalud el efecto de la temperatura sobre los indices de fertilidad y
viabilidad a dos grados centigrados por arriba y dos por debajo de la

temperatura ideal (26, 27, 28, 29 y 30 °C); lo cual se sustenta en la falta de
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informacion reportada de los efectos fisiologicos y/o teratogénicos provocados
por los cambios de temperatura durante el desarrollo embrionario, como ya se

me menciono anteriormente.

4.5. Efectos teratogénicos de la temperatura durante el

desarrollo embrionario del Danio rerio.

Con base a los ensayos mencionados anteriormente, se analizo
aquellas temperaturas en donde se presente un indice de sobrevivencia mayor
al 50 %, evaluandose sus posibles efectos teratogénicos a nivel de columna

vertebral, opérculo y aleta caudal, en embriones del pez cebra (Danio rerio).

Durante esta fase se utilizo 200 huevos viables como tamafio de
muestra inicial, con dos repeticiones concurrentes, de manera independiente al

experimento anterior dando un total de 600 huevos evaluados por temperatura.

De igual forma que en el experimento anterior, los huevos empleados
son repartidos en frascos de vidrio transparente de 100 ml con agua en reposo,
cada uno con 50 huevos viables, en las mismas condiciones fisicoquimicas que

el lote reproductivo.

El registro de la frecuencia y tipo de alteraciones morfolégicas de
columna vertebral, opérculo y aleta caudal en embriones, asi como de su
viabilidad, se debe realizar desde el momento de la eclosion, siendo mas
evidente las alteraciones de columna desde el momento de la eclosidn,
mientras que para poder evidenciar las alteraciones de opérculo y aleta caudal
se requiere de esperar al menos dos semanas para que culminen el desarrollo
tanto de aletas como de aparato digestivo y se hagan evidentes (Oberemm,
2000).
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4.6. Determinacion del efecto de los cambios de temperatura
durante el desarrollo embrionario del Danio rerio, sobre la

teratogénicidad del cloruro de mercurio (HgCl,)

Estudios realizados anteriormente por Baez (2005); Gonzéalez (2005) y
Rivera (2006), refieren al pez cebra como un buen bioindicador, proponiendo la
columna vertebral, opérculo y aleta caudal como buenos biomarcadores a
través de la prueba denominada “Danio rerio Teratology assay” (DarTa),
ademas sugieren la etapa de eclosion, como la mas sensible o sensitiva en la
evaluacion de dafio teratogénico. Por lo que en el presente trabajo se propuso
el empleo de 150 embriones antes de eclosionar (de entre 48 y 72 hrs de
embriogénesis), divididos en tres muestras de 50 embriones cada uno, mas un
control del mismo tamafo que las muestras anteriores, dando un total de 200
huevos analizados por concentracion de cloruro de mercurio (HgCly), las cuales
por criterio de comparacion seran las misma que se utilizaron en experimento
anteriores del Laboratorio de Genética Evolutiva y Ambiental de la UAEH,
México y que corresponden a 0.01, 0.1 y 0.3 ppm (Gonzalez,2005 y Rivera,
2006).

Los embriones empleados fueron repartidos en frascos de vidrio
transparente con cloruro de mercurio (HgCly) a las distintas concentraciones
antes mencionadas, posteriormente los frascos fueron colocados sobre una
gradilla, la cual se coloco dentro de la pecera con la finalidad de evitar que los
frascos se sumergieran hasta el fondo, ademas a cada uno de los frascos se
les coloco una manguera que administro de oxigeno a los embriones y alevines
después de eclosionar (Fig. 20). Al igual que en pruebas anteriores la pecera
conté con agua en reposo, una bomba de oxigeno que recircula el agua,
permitiendo que la temperatura del agua fuera homogénea en toda la pecera,
mediante un calentador regulable de 50 W, (dependiendo cada experimento)
durante 72 hrs posteriores a la exposicion de los embriones.
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El registro de la frecuencia y tipo malformaciones se realizo cada 12 hrs
durante las primeras 72 hrs, posteriormente cada dia hasta las dos semanas de
edad, cuando los alevines pasan a estado juvenil; lo anterior se sustenta en
que algunas malformaciones no son evidentes desde el momento de la
eclosion; por otra parte la periodicidad de estas observaciones se justifica en
gue en el periodo de alevin a juvenil se pueden morir los organismos
experimentales y perder un registro de alguna alteracion, siendo mas frecuente

la mortandad en las primeras 72 hrs de edad.

Figura 20.-Frascos de vidrio de 100 ml con embriones del Danio rerio en

4.7. Analisis Estadisticos

Los datos obtenidos de la fase experimental fueron sometidos a dos pruebas

estadisticas:

1.- Anova de dos vias, con variable de respuesta binomial; este tipo de prueba
se utiliza en datos que no siguen una distribuciébn normal, permite comparar
dos eventos dependientes o independientes, cada uno con un numero

indeterminado de variables, haciendo todas las combinaciones posibles y
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detectando las combinaciones que presentan las principales diferencias

significativas.

2.-JI-cuadrada de independencia, este tipo de prueba se emplea en estudios
donde se busca comparar distribuciones de tipo multinomial, permitiendo
identificar si existe dependencia entre las variables, mediante las siguientes

hipotesis (Ronger y Montgomery, 2003)

Hipotesis nula (Ho): Las variables son independientes.

Hipdtesis alternativa (Ha): Las variables son dependientes.
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5. RESULTADOS

5.1 indices de fertilidad y viabilidad (eclosién de alevines

y sobrevivencia de juveniles).

Para establecer el efecto de la temperatura en la fertilidad, se determino
el numero de huevos viables después de 24 hrs. de la ovoposicion (Fig. 21
huevo viable y no viable) y para la viabilidad, se realizaron dos mediciones: el
% eclosion y la sobrevivencia de alevines a juveniles. Con base a los
resultados obtenidos (tabla IV) y dependiendo de la temperatura, se observo
gue a los 30 °C la fertilidad y la viabilidad (embrién — alevin y alevin — juvenil),
es minima o casi nula, lo que permite establecer a esta temperatura como un
parametro maximo de sobrevivencia no solo de huevos, alevines y juveniles,
sino incluso de adultos, debido a que también se observo detrimento en la
poblacién adulta, ademas de que existe a esta temperatura una alta
proliferacion de hongos y protozoarios asociados. Por otra parte se puede
determinar que a 27 y 28° C se encuentra la temperatura ideal que permite
mayor viabilidad de huevos y la mayor sobrevivencia de alevines,
corroborandose lo reportado bibliograficamente (Gonzales,2005 y Rivera,
2006).

(a) (b)

Figura 21 (a) Huevo del Danio rerio viable y (b) huevo del Danio rerio no

viable.
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Tabla IV.- Fertilidad y viabilidad de embriones y alevines del Danio rerio a
diferentes intervalos de temperatura.

Temp. Nimero de | Numero de | Fertilidad | Fertilidad | Viabilidad | Viabilidad | Viabilidad | Viabilidad
(°C) embriones | repeticiones 1 2 (emlbfi,é'; - (ef?bffé)n’ (,a'evmll)* (Q'EV"]D*

empleadOS alevin alevin juveni juveni
o | XIS | 4y | XS

30 200 3 30 (15) 10+1.41 7.3(3.6) 7.33£1.02 0 0
29 200 3 65 (32.5) 65+10.8 61 (30) 61+8.37 42 (21) 4266 +5.2
28 200 3 191 (95.5) 191+4.54 190 (95) 190 +1.63 187 (93.5) | 187.3%3.1
27 200 3 189 (94.5) 189+1.69 | 185 (92.5) 185+ 1.63 180 (90) 180+1.2
26 200 3 135 (67.5) 135+7.84 124 (62) 124 £7.92 117 (58.5) 117+7.1

Fertilidad 1: NGimero de huevos viables a 24 hrs. (%) cada 200 huevos
Fertilidad 2: Promedio y desviacién estandar de de huevos viables a 24 hrs. cada 200 huevos

De manera complementaria, se puede observar graficamente en la figura

22, que el intervalo de temperatura en donde se localiza el mayor niumero de

huevos fértiles después de las 24 hrs de haber ocurrido la ovoposicion, esta

entre los 27 y 28 °C; la viabilidad embrién-alevin y la de alevin-juvenil se

comportan de la misma manera, registrando sus mayores indices de expresion

en el mismo rango de temperatura.
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Figura 22.-Porcentaje de la fertilidad embrionaria, viabilidad de embriones y
alevines del Danio rerio a diferentes intervalos de temperatura.

5.2- Evaluacién del potencial teratogénico de los cambios
de temperatura durante el desarrollo embrionario del Danio

rerio.

Al igual que en el ensayo anterior y de forma independiente, se analiz
la frecuencia de malformaciones inducidas en embriones del pez cebra por los
diferentes rangos de temperatura; empleando un total de 600 huevos en cada
intervalo, dando un total de 3 mil; sin registrar ninguna malformacién durante y
después del tratamiento, lo cual descarta la posibilidad que los cambios de
temperatura analizados (30, 29, 28, 27 y 26°C) ocasionen por si solas posibles
malformaciones en el desarrollo embrionario del pez cebra, enfatizando que los
lotes reproductivos empleados para la elaboracion de este proyecto se
encontraron en perfectas condiciones de salud, lo cual se reflejo en el buen
estado de embriogénesis de los embriones del pez, en el numero de huevos
ovopositados y eclosionados, salvo los 30°C donde diminuyo significativamente

el porcentaje de ovoposicion y eclosion.

47



Por otra parte los resultados antes mencionados en este apartado,
permitieron la siguiente etapa de la fase experimental; en donde se expuso en
los mismo rangos de temperatura a los organismos, pero ahora con un
teratogeno de referencia, el cloruro de mercurio (HgCl,), si aparecen
malformaciones en esta etapa sera por el agente quimico y no por la
temperatura, y si varia (aumenta) la expresion entre los diferentes intervalos

sera el efecto de la temperatura sobre la teratogénicidad del compuesto.

5.3- Efecto de los cambios de temperatura sobre la teratogénicidad
del cloruro de mercurio (HgCl;) durante el desarrollo embrionario del
Danio rerio a través de la induccion de malformaciones en columna

vertebral

La induccién de malformaciones en columna vertebral en embriones del
Danio rerio, sometidos a diferentes inervalos de temperatura (29, 28, 27 y
26°C) y a diferentes dosis subtoxicas (0.01, 0.1 y 0.3 ppm) de cloruro de
mercurio (HgCl,), fue positiva en todos los intervalos y en las diferentes
concentraciones (Tabla V), registrando un porcentaje de 5 % de
malformaciones de un total de 2000 embriones analizados en los distintos
tratamientos. Con base a la diversidad de malformaciones obtenidas en
columna vertebral, se utilizo la clasificacion de Gonzales(2005) y Rivera (2006),
en donde dividen el cuerpo del pez en tres areas: Cefélica, media y caudal (Fig.
23), por otra parte dicha clasificacion también identifica el numero y tipo de
curvaturas sobre la columna vertebral, clasificandolas en sencillas, dobles,

multiples, curvas, en espiral, en aleta caudal y en forma de gancho.

ZONA ZONA MEDIA DE LA ZONA
CEFALICA COLUMNA VERTEBRAL CAUDAL

Figura 23.-Divisién arbitraria del cuerpo de Danio rerio (Rivera, 2006)
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En los distintos intervalos de temperatura analizados se observo que
cerca del 80 % del total de malformaciones registradas se puede dividir en tres,
las de mayor incidencia son las del tipo sencillas (2.8 %), en las que el embrion
del pez solo presento un doblez en la columna vertebral, ya sea lateral o ventral
(fig.24), estas se observaron en la zona cefédlica y media principalmente;
seguido por las malformaciones del tipo curva (0.65 %), las cuales consisten en
una curvatura en cualquiera de las tres zonas (fig. 27), lo cual ocasiona que el
embribn nade en circulo; finalmente las malformaciones del tipo gancho,
observadas con un porcentaje de 0.55 %, estas ultimas son aquellas en las que
el embridén presento un pequefio doblez en la zona media y/o zona caudal,
dando el aspecto de gancho al pez (fig. 29); independientemente de que se

encontraron en menor frecuencia otros tipos de malformaciones.

De acuerdo con los resultados estadisticos obtenidos del analisis de
anova de dos vias con variable de respuesta binomial no existen diferencias
significativas que demuestren que la interaccion temperatura-concentracion
influya en el potencial teratogénico del cloruro de mercurio (HgCl,), por otra
parte el andlisis dice que la concentracién de 0.01 ppm presenta diferencias

significativas mas notorias, asi como las malformaciones del tipo sencillas.

Segln el andlisis de Ji-cuadrada de independencia realizado, la X?
calculada es menor que la X? de tablas, por lo tanto se acepta la hipétesis nula.
Por lo que las variables son independientes, lo cual indica que la temperatura

no ejerce un efecto en el potencial teratogénico del cloruro de mercurio (HgCly).
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Tabla V.-Efecto de los cambios de temperatura sobre la teratogénicidad del cloruro de mercurio (HgCl,) durante el desarrollo
embrionario del Danio rerio,

Temperatura | Concentracion Numero Numero de Numero de Promedio
°C de repeticiones | malformaciones por + Total de Numero y tipo de malformaciones
embriones repeticion Desviacion malformaciones
por standard
repeticion R; |R, |Rs S |D C G
0.01 50 3 4 3 3 | 3.3320.47 10 6 2
0.1 50 3 4 4 3 | 3.66%.473 11 10
29 0.3 50 3 5) 4 3 | 4.00+.816 12 10 2
Control 50 1 0 0 0 0 0
0.01 50 3 3 3 2 | 2.66+.470 8 4 |1 1
0.1 50 3 3 3 2.00+1.41 6 3 1
28 0.3 50 3 2 1 3 | 2.00+.816 6 3 2 1
Control 50 1 0 0 0 0 0
0.01 50 3 1 3 3 | 2.33%£.939 7 3 2 1
0.1 50 3 2 3 1.66+1.24 5 3|1 1
27 0.3 50 3 4 3 | 2.33+1.70 7 5 1
Control 50 1 0 0 0 0 0
0.01 50 3 3 4 4 | 3.66%.473 11 2 3 3
0.1 50 3 4 2 2 | 2.66+.941 8 4 1 2
26 0.3 50 3 3 2 3 | 2.66+.470 8 5 1
Control 50 1 0 0 0 0 0

S= Malformacién sencilla, D= Malformacion doble, M=Malformacién multiple, C= Malformacién curva,

E= Malformacion en espiral, A= Malformacion en aleta caudal, G= Malformacion en gancho
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Malformaciones sencillas

Las imagenes que a continuacion se muestran fueron obtenidas al exponer
embriones del Danio rerio a cloruro de mercurio (HgCl,) a las concentraciones antes
mencionadas; destacando que ningun tipo de malformacion obtenida es exclusiva de
alguna concentracién, es decir, se registro los siete tipos diferentes de malformaciones

en las tres distintas concentraciones analizadas.

Las malformaciones sencillas son aquellas en las que el embrién del pez cebra
(Danio rerio) solo presento un solo doblez (malformacién), ya sea lateral o dorsal, estas

se observaron en la zona cefalica, media (columna vertebral) y/o caudal (Rivera, 2006).

(@) (b)

Figura 24 (a) Alevin normal de Danio rerio y (b) malformacion sencilla en zona

cefalica del alevin del Danio rerio.

Malformaciones dobles

Las malformaciones dobles son aquellas en las que el embrion 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 (Rivera, 2006).
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(a) (b)

Figura 25 (a) Alevin normal del Danio rerio y (b) malformacion doble en zona cefélica y

zona media de la columna vertebral del alevin del Danio rerio.
Malformaciones multiples

Las malformaciones multiples son aquellas en las que el embridn del pez cebra
(Danio rerio), presento tres o0 mas dobleces, en la zona cefalica, media y/o caudal, ya

sea lateral o dorsal (Rivera, 2006).

(@) (b)

Figura 26 (a) Alevin normal del Danio rerio y (b) Malformaciéon mdltiple en zona cefalica,

zona media de la columna vertebral y zona caudal del alevin del Danio rerio.
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Malformaciones curvas

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

embrién nade en circulo (Rivera, 2006).

(b)

Figura 27 (a) Alevin normal del Danio rerio y (b) Malformacién curva en la zona media

de la columna vertebral del alevin del Danio rerio.
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Malformaciones en aleta caudal

Las malformaciones en aleta caudal son aquellas en las que el embrion del

Danio rerio, presenta un pequefio doblez en la zona caudal (Rivera, 2006).

(a) (b)

Figura 28 (a) Alevin normal de Danio rerio y (b) Malformacién en zona caudal del alevin

Danio rerio.

Malformaciones en gancho

Las malformaciones en gancho son aquellas en las que el embridn del pez cebra
(Danio rerio), presento un pequefio doblez en la zona media (columna vertebral) y/o

zona caudal, dando el aspecto de gancho al pez (Rivera, 2006).
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(b)

Figura 29 (a) Alevin normal del Danio rerio y (b) Malformacion en gancho en zona

caudal del alevin del Danio rerio.
Malformaciones en espiral

Las malformaciones en espiral son aquellas en las que el embrion del Danio

rerio, presento un enroscamiento en forma de espiral en la zona caudal (Rivera, 2006).

(b)

Figura 30 (a) Alevin normal del Danio rerio y (b) Malformacion en espiral en zona caudal

del alevin del Danio rerio.
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6. DISCUSIONES

El presente trabajo es parte de un proyecto mayor que pretende validar la prueba
DarTa con embriones de pez cebra, para evaluar la calidad ambiental a través de la

induccion de malformaciones durante el desarrollo embrionario.

Estudios preliminares basados en la validacion de esta prueba, realizados por
Gonzéles (2005) y Rivera (2006) sugieren intervalos de temperatura que oscilan de 24
a 28°C para las diferentes etapas del desarrollo del pez cebra, sin embargo, no existen
datos que indiquen un intervalo de temperatura ideal para la incubacion de huevos, asi
como los posibles efectos que pudiera ejercer ésta sobre la embriogénesis del pez.
Ademdas es importante mencionar que los huevos presentan una alta mortandad natural
posterior a las 24 horas de ovoposicion, sin mencionar el efecto de la temperatura antes
y después de haber transcurrido este lapso de tiempo, por lo tanto, solo se emplearon
huevos que después haber transcurrido 24 hrs eran fértiles, incrementando

significativamente la fertilidad, y la sobrevivencia de alevines y juveniles.

La temperatura limite para la incubacion de huevos del Danio rerio evaluada en
el presente trabajo fue a 30°C, sin embargo, a este rango de temperatura se registro un
porcentaje de sobrevivencia minimo o casi nulo, ademas de favorecer la proliferacion
de hongos y protozoarios, los cuales afectan directamente la fertilidad y la viabilidad.
Por otra parte el desarrollo embrionario del pez se acorta de forma significativa a
temperaturas mayores a los 28°C, pasando de 72 a 48 + 2 horas, en contraste, a
temperaturas mas bajas ( menores a 26°C) el desarrollo embrionario se alarga pasando
de las 72 a 84 = 2 horas; sin embargo, de acuerdo a los ensayos realizados, se
recomienda a 27 y 28°C, como el intervalo de temperatura ideal para la incubacion de
huevos del Danio rerio, factor importante de considerar cuando se contemplan tiempos

de exposicion y evaluacion de dafio teratogénico.
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En cuanto al segundo objetivo, relacionado con el efecto de la temperatura
sobre el biomarcador a evaluar (columna vertebral), fue necesario identificar si la
temperatura por si sola pude o no inducir malformaciones, para diferenciar entre el
dafio generado por la temperatura u alguna otra variable; por ejemplo algin agente
quimico. Con base en lo anterior, no se observo ningun tipo de malformacion en los

diferentes intervalos de temperatura analizados en 3000 mil embriones.

Independientemente de que la temperatura no indujo por si sola algun efecto
teratogénico, aun era necesario evaluar su efecto conjunto con algun teratégeno de
referencia, ya que pueden ejercer efectos sinérgicos o antagénicos, debido a que como
se menciono anteriormente la temperatura afecta la disolucion algunas sustancias y por
ende en su biodisponibilidad, estabilidad y permanencia, ademas de que también afecta
los procesos bioldgicos como la absorcion, el metabolismo, la acumulacion y la
excrecion; combinados de mudltiples formas dan posibilidad a una amplia gama de
respuestas biolégicas a evaluar (PNUMA Y OMS, 1980).

El control de la temperatura es una variable de vital importancia en la valoracion
del ensayo denominado (DarTa), asi como en todo tipo de pruebas de toxicidad, debido
a que ligeras variaciones de la misma puede provocar que se presenten diferencias en
la maduracion, longevidad y potencial reproductivo de los organismos (Mufioz, 1996).
Por lo que en el presente trabajo se emplearon embriones del pez cebra (Danio rerio)
para evaluar como influye la temperatura en los indices de fertilidad y viabilidad
(sobrevivencia de alevines y juveniles), posteriormente en la teratogénicidad del HgCl,,y
por ende en el nimero y tipo de malformaciones obtenidas, registrando una relacion
positiva en todas las concentraciones y en todos los intervalos de temperatura
analizados, obteniendo siete tipos diferentes de malformaciones (tabla V), sin embargo,
no hay una relacion directa entre el numero y tipo de malformaciones registradas, con
alguna de las concentraciones, es decir, se puede registrar cualquier tipo de

malformacién en cualquiera de las concentraciones;
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En cuanto a las tres concentraciones analizadas (0.01, 0.1 y 0.3 ppm), se
observé que la concentracion de 0.01 ppm de HgCl, presentd un porcentaje
estadisticamente significativo en cuanto al potencial teratogénico generado, en
comparacion con las dos concentraciones restantes (0.1 y 0.3 ppm.), lo cual puede
atribuirse que al ser la concentracion mas pequefia, esta puede diluirse con mayor
rapidez, ademas al ser una molécula mas pequefia, su movimiento y transporte se
facilita, lo cual probablemente pudo favorecer la generacién de malformaciones. Por
otra parte se registré que las malformaciones del tipo sencillos son las de mayor

incidencia.

Por otra parte, se sugiere probar con otros compuestos o elementos de interés
toxicologico para conocer si la temperatura tiene un efecto teratogénico al interactuar;
los organismos, latemperatura y un compuesto quimico, o se comporta de igual forma
gue el HgCl,. donde al menos en los ensayos realizados no se observo un incremento
en el nimero y tipo de malformaciones registradas. Lo cual permite que la prueba
DarTa, sea mas sencilla al evaluar dafio teratogénico en embriones del Danio rerio,
debido a que la temperatura puede fluctuar dentro del intervalo de 26-29°C, sin

modificar el potencial teratogénico del HgCls.
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7. CONCLUSIONES

El presente trabajo parte de la premisa de que la temperatura puede afectar la
solubilidad, transporte y bioacumulacion de los compuestos, influyendo directamente

sobre su potencial teratogénico. Lo que nos permite concluir que:

Al menos en el Danio rerio y en las condiciones experimentales probadas la

temperatura no mostrd capacidad de inducir malformaciones en columna vertebral.

Que el intervalo de 27°C a 28°C es ideal para desarrollar la prueba DarTa sin

que la temperatura sin que la temperatura altere el potencial teratogénico del HgCl,.

Por otra parte se demostro que el intervalo de temperatura (27°C —28°C) es ideal
para obtener mejores indices de fertilidad y viabilidad, que se requiere para el disefio y

programacion de un experimento.

Ademas se evidencio que la temperatura influye directamente en la duracion del
desarrollo embrionario en el pez, observando que a temperaturas mayores a 28°C se
acelera, pasando de 72 hrs. A 48 hrs., y a temperaturas menores a 26°C disminuye,
pasando de 72 hrs. A 84 hrs., permitiendo conocer conocer su duracidn exacta a
diferentes intervalos de temperatura, lo que mejora el disefio y programacion de un

experimento.

En cuanto a la validacion de la técnica DarTa, se recomienda que para pruebas
de toxicidad se trabaje con embriones viables después de 24 hrs de edad, para evitar

confundir los muertos naturalmente y los inducidos por alguna variable experimental.

Finalmente se puede concluir que el presente trabajo contribuye de manera
importante en la validacién de la Danio rerio Taratology assay (DarTa), debido a que
esta y en otras pruebas toxicologicas es importante identificar las variables que pueden

afectar las respuestas a evaluar.
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Por otra parte también es importe resaltar este tipo de estudios porque son un
requisito de la genética toxicoldgica, la cual tiene entre uno de sus principales objetivos
encontrar y validar, mas y mejores pruebas y bioensayos que permitan evaluar mejor el
ambiente de una manera rapida, econémica y confiable, a la par de estudios analiticos

lentos, costosos y complejos
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