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RESUMEN

La genética toxicolégica esta en la busqueda de mas y mejores
bioensayos que reflejen la calidad del ambiente y sus efectos biolégicos. El
presente trabajo evallo el efecto del pH sobre la teratogenicidad del cloruro de
manganeso (MnCl2) a través de la induccion de dafio teratogénico en
embriones del pez cebra (Danio rerio, Hamilton, 1822), como un proceso de
validacion de la prueba DarTa (Danio rerio Teratology assay), para ello se
trabajo inicialmente determinando el rango ideal de pH, el cual se encuentra
entre 6-8, y se determind a través de los indices de fertilidad y viabilidad,

encontrandose muerte acida a pH 5 y baja viabilidad a pH 9.

El siguiente paso fue determinar la influencia del pH, en la induccién de
dafo teratogénico del MnCl: (teratbgeno de regencia) a dos concentraciones
(0.158 ug/l, y 0.316 pg/l,).Teniendo como resultado una mayor frecuencia de
malformaciones en pH 6 con la concentracion menor, disminuyendo el efecto
teratogénico a valores de pH mas altos. Para la concentracion mayor del
compuesto, el efecto fue inverso; esto es, a pH 8 fue mayor el nimero de
malformaciones presentes y disminuian conforme bajaban los valores de pH.
Por lo tanto se concluy6 que el pH influye de manera determinante en el efecto
teratogénico del MnClz, mostrando una correlacién entre la concentracion del

compuesto y los diferentes valores de pH analizados.



INTRODUCCION

En afos recientes, se ha dado gran importancia a los efectos nocivos
producidos por los contaminantes, tanto en ecosistemas como en un sistema
biolégico en particular. En la actualidad las investigaciones en toxicologia
evallan los efectos nocivos producidos por agentes xenobioticos a nivel
bioldgico, debido a que los contaminantes ambientales han ido aumentando
considerablemente en su numero y concentracion, favoreciendo la interaccién
de estos con los diferentes organismos de un ecosistema (Fernicola, 1992a).La
problematica de la contaminacién ambiental, se ha convertido en un tema de
vital importancia para la humanidad, debido a la gravedad de los efectos de las
diferentes sustancias quimicas al propagarse e interactuar con los seres Vvivos
(Fernicola, 1992b).

Estos agentes pueden manifestar efectos toxicos, mutagénicos,
teratogénicos y/o carcinogénicos. Para la evaluacién de dichos efectos, existen
pruebas de deteccibn de dafio, las cuales se basan en la utilizacién de
bioensayos y bioindicadores que permitan determinar la calidad ambiental
(Duffus, 1983). Los bioensayos y biomonitores han sido empleados como
sistemas de alerta ante cambios ambientales generados por la presencia de
diversos compuestos toxicos (Butterworth, 1995). Dentro de estos, el pez cebra
(Danio rerio) es uno de los mejores bioindicadores para evaluar la calidad
ambiental en sistemas acuéticos, es un organismo con diversas ventajas
metodoldgicas, genéticas y morfolégicas que facilitan su estudio (Nagel, 2000).
Aunado a que, las propiedades fisico-quimicas del agua influyen en la
movilidad de los compuestos. Por ejemplo el pH en sistemas acuaticos puede
afectar tanto la solubilidad como la biodisponibilidad de agentes quimicos
(Reyes y Almeida, 1992). Recientemente el manganeso se considera un
compuesto quimico peligroso desde el punto de vista ambiental del que no se
dispone mucha informacion en lo referente a sus efectos y modos de accion en
el ambiente (Crosby, 1998). Por lo que es necesario estudiar sus posibles

efectos en el entorno.



1.- ANTECEDENTES

1.1 CONTAMINACION

Durante las ultimas décadas se ha dado un gran enfoque a problemas
relacionados con la contaminacion a nivel mundial, basados principalmente en
evitar la contaminacién ambiental e impedir la entrada de contaminantes al
ambiente, asi como aplicar sistemas de tratamiento hacia agentes quimicos

ajenos al agua, aire, suelo, flora y fauna ( Solis y Lépez, 2003).

En la actualidad, debido al aumento de sustancias que entran al
ambiente, se ha rebasado la capacidad de los sistemas para asimilar,
transformar o bien eliminar estas sustancias, lo que deriva en una acumulacién
de materia o energia, acumulacibn que se conoce con el nombre de

contaminacion (Albert, 1997).

Recientemente se han detectado mas de 100,000 tipos de sustancias
gue afectan o alteran los sistemas biologicos. Estas que pueden ser de origen
natural o por la actividad antropogénica (la industrializacion, el crecimiento
demografico), y ha ido aumentando la presencia de agentes que por su alta
concentracion son dafiinos tanto para los organismos como para los ambientes
(Vega, 1985a).

El movimiento de contaminantes a través de agua, el aire, la tierra y la
biota, asi como sus interacciones y modificaciones en cada uno de estos
ambitos han sido poco estudiados debido a su grado de complejidad vy
dependencia de factores mudiltiples como concentracion, temperatura,

propiedades fisicas y quimicas del compuesto, entre otros (Albert, 1997).

Las formas de materia que exceden las concentraciones naturales y
causan efectos adversos en un sistema se consideran como contaminante
téxico. (Albert, 1997). Los efectos adversos ocurren, por que las sustancias no

pueden eliminarse facilmente del sistema y se acumulan de manera excesiva.



Se distinguen tres tipos de contaminacion en cuanto a la naturaleza del

agente contaminante (Tabla I).

Tabla. | Tipos de contaminacion (Modificado de Albert, 1988)

Tipo Ejemplos Medidas de Prevenciéon y Control
Biologica | Virus Vacunacion
Bacterias Higiene y saneamiento
Protozoarios
Otros parasitos
Hongos
Vegetales
Fisica Calor Elimina las fuentes de origen
Ruido Implantar medidas de proteccion
Radiaciones pertinentes
Quimica Hidrocarburos Eliminar, controlar o disminuir la produccion
Metales y su uso. Medidas de protecciéon ambiental
Plaguicidas y humana
Legislacion

1.2 TOXICOLOGIA

La toxicologia es la ciencia que estudia los efectos nocivos producidos
por los agentes quimicos sobre los organismos, cuyo objetivo es evaluar el

riesgo y establecer el uso adecuado de los agentes quimicos (Fernicola, 1987).

La toxicidad se define como la capacidad inherente a un agente quimico
de producir un efecto nocivo sobre el organismo, por lo que se requiere de tres
elementos basicos para esta interrelacion: primero, un agente quimico definido
como cualquier sustancia organica e inorganica con una estructura definida que
sea capaz de producir un efecto, en segundo lugar se necesita también un
sistema bioldgico con el cual el agente quimico pueda interactuar para producir
el efecto y en tercer lugar un medio para que puedan ponerse en contacto e

interactuar (Fernicola, 1987).




b)

d)

1.2.1 PRUEBAS DE TOXICIDAD

Para evaluar los efectos antes mencionados se requieren de pruebas de
toxicidad como por ejemplo:
Toxicidad aguda: Se determina a partir de la dosis letal (LDso) las
manifestaciones clinicas y patologicas de la intoxicacién aguda, y es una de las
pruebas preliminares de cualquier estudio de este tipo.
Biotransformacion y toxicocinética: La cual determina cualitativamente la
interaccion entre el “toxico” y el “organismo”; la variacion en la respuesta al
toxico entre una o varias especies, y sirve para definir las caracteristicas
farmacocinéticas de la sustancia toxica como absorcion, distribucion vy
eliminacion.
Toxicidad genética: Esta prueba permite demostrar cualitativamente la
presencia o ausencia de actividad mutagénica o carcinogénica; sirve de guia
para la evaluacion y cuantificacion del riesgo genético humano; demuestra
efectos reproductivos y teratogénicos y desarrolla datos que puedan sustentar
la evaluacion de riesgo reproductivo (Fernicola, 1992a).
Toxicidad crénica: Esta prueba caracteriza los efectos tdxicos que sélo se
manifiestan después de una exposicién prolongada, en particular los efectos
qgue son irreversibles y progresivos; desarrolla datos que estan relacionados
con los obtenidos en los estudios de biotransformacion y toxicocinética; por
altimo sirve para evaluar el riesgo de dafios cuyos efectos se manifiesta de
manera tardia como el cancer.
Evaluacion cuantitativa de riesgo: Mediante esta prueba se evalia la
probabilidad de obtener en el humano efectos toxicos similares a los obtenidos
experimentalmente, pero bajo las condiciones de los niveles reales de la

exposicion humana (Fernicola, 1992a).

Las sustancias que pueden encontrarse en el ambiente como resultado
de actividades antropogénicas y conforme a su origen se clasifican en
naturales y sintéticas (xenobiéticas). Las sustancias toxicas interactian con los
organismos de diferentes formas, produciendo diversos efectos tales como:
mutagénicos que causan alteraciones cromosémicas en células germinales;
carcinogénicos, que se asocian con el origen del cancer, provocando un

crecimiento desordenado de células somaticas, que pueden invadir y/o destruir
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los tejidos (metastasis). Por ultimo, los efectos teratogénicos, que causan
alteraciones congénitas durante el desarrollo embrionario (Duffus, 1983).

Las sustancias sintetizadas por el hombre han ido en aumento hoy en
dia, y solo se han podido estudiar aquellas sustancias xenobibdticas o sintéticas
de uso comun que representan menos del 2%, por lo que es necesario
establecer criterios para definir el perfil de riesgo potencial que presenta una

sustancia en particular (Duffus, 1983).

Para conocer algunos efectos relacionados con la exposicion a agentes
toxicos, la teratogénesis requiere investigar las causas, mecanismos,
manifestaciones y desviaciones en el desarrollo embrionario (Fig. 1), teniendo
como objetivo estudiar principalmente malformaciones y/o alteraciones
fisiologicas, producidas por la administracion de agentes quimicos. Debido a
gue durante la etapa embrionaria, las células experimentan una diferenciacion,
movilizacion y cambios en su organizacion; en este periodo existe una mayor

susceptibilidad de dafio a los agentes xenobi6ticos (Chamorro, 1997).

Agente

Xenobiobtico Interaccién
a través de

con el ocurren en:

organismo

Transporte |:> Las alteraciones

la
memhrana

Divisién celular

Teratogé-
Muerte nesis ( 3
Migracion

celillar

Organogénesis

Figura 1. Via potencial de induccion de teratogenesis
(Modificado de Finnel, 1995.)



Para la evaluacion de los efectos antes mencionados, se requiere tener en

cuenta las variables de una exposicion, por ejemplo, si varia el tiempo de

contacto del agente xenobidtico con el organismo o con la concentracion:

» Exposicién aguda: la cual se produce por una exposicion de corta

duracion, en donde el agente quimico es absorbido rapidamente, ya sea
en una o varias dosis, en un periodo corto (depende del ciclo de vida del
organismo expuesto) por lo que los efectos se evidencian de manera
inmediata.

Exposicién subaguda: producida ante exposiciones frecuentes o
repetidas durante varios dias 0 semanas, a concentraciones altas o
intermedias, por lo que los efectos se evidencian de forma retardada.
Exposicién crénica: producida por exposiciones repetidas de varias
dosis y a concentraciones bajas en un rango amplio de tiempo. Los
efectos se producen, porgue el agente y/o sus metabolitos se acumulan
en el organismo, por lo que la cantidad eliminada es menor que la

absorbida, y sus efectos producidos se pueden sumar (Cantu, 2000).

El objetivo de la toxicologia es evaluar el riesgo relacionado con el uso de

las sustancias quimicas, y establecer los limites de seguridad en el uso de las

mismas; la cual se alcanza evaluando la toxicidad de cada agente quimico y

sus posibles interacciones en diferentes organismos, denominados también

como bioensayos (Fernicola, 1992b).

Fernicola (1992c) menciona que existen diferentes areas de la toxicologia

que permiten evaluar los efectos en el hombre, al interactuar con agentes

xenobidticos asociados a su estilo de vida actual, por ejemplo:

Toxicologia de alimentos
Toxicologia ambiental
Toxicologia de medicamentos
Toxicologia ocupacional

Toxicologia social



e Toxicologia genética

La toxicologia presenta tres especialidades de gran interés debido a que se

reflejan en diferentes campos de accion:

e Toxicologia experimental: que se encarga de llevar a cabo
experimentos in vivo e in vitro, utilizando animales, 6rganos y células
con el objetivo de determinar el potencial toxico de las sustancias
quimicas (Vettorazzi, 1987).

e Toxicologia prospectiva: encargada del proceso de evaluacion de
seguridad de las sustancias quimicas, incluyendo valoracion de riesgo y
los aspectos epidemiolégicos para confirmar datos prospectivos
experimentales (Vettorazzi, 1987).

e Toxicologia de la reglamentacion: relaciona toxicologia ambiental con
los aspectos de reglamentacion que se enfocan a la preservacion del

medio ambiente (Vettorazzi, 1987).

La valoracién toxicologica es la clave para el progreso en el conocimiento
del potencial téxico de las sustancias quimicas extrafias (xenobidtico) a

cualquier sistema bioldgico viviente (Vettorazzi, 1992a).

De tal manera que la toxicologia ambiental se encarga de estudiar los
efectos de las sustancias toxicas que se encuentran en ambientes naturales.
La evaluacion de la toxicidad se basa en la medida de letalidad a corto plazo y
en la concentracion letal (CL), que es del 50% de la poblacion después de ser
expuesta por un periodo continuo de 48 horas (Duffus, 1983).

1.3 ECOTOXICOLOGIA

La ecotoxicologia se deriva de la toxicologia, y es una ciencia que se
encarga no solo de evaluar los efectos de exposiciones a nivel organismo, sino
que se preocupa en evaluar efectos a otro nivel como poblaciones o
comunidades. Para ello, se preocupa de identificar fuentes de contaminacion,

cinética ambiental, vida media etc. (Moriarty, 1999).



También desarrolla todos los pasos implicados en la evaluacion del
riesgo ecoldgico, utilizando métodos toxicoldgicos, quimicos y ecoldgicos, para
describir la interaccion entre agentes contaminantes y organismos; agentes
contaminantes y ecosistemas Yy entre organismos Yy ecosistemas,

respectivamente (Medina y Encina, 2003).

La ecotoxicologia tiene como propdsito evaluar, monitorear y predecir el
destino de las sustancias xenobidticas, y por consiguiente integrar el
conocimiento de otras ciencias como quimica, toxicologia, farmacologia,
epidemiologia, ecologia etc., para determinar el comportamiento de un
contaminante desde que se libera a partir de una fuente, las vias de transporte

asi como su destino final en el ambiente (Sanchez, 2003).

La exposicion de un organismo a un contaminante depende de la via de
exposicién, su concentracion, la frecuencia, el tiempo, asi como de variables
fisico-quimicas del compuesto, las cuales también pueden afectar el efecto

biolégico final (Sanchez, 2003).

El efecto téxico es producido por un metabolito derivado de un
compuesto original y los efectos pueden identificarse desde el nivel molecular
hasta el nivel de un ecosistema (Tabla Il). Es importante entender la respuesta
toxica que presenta un organismo a una sustancia contaminante del ambiente.
Por otra parte, la recuperaciéon de informacion sobre los efectos que se
observan en organismos del medio nos permite conocer el impacto que ha

tenido el uso inadecuado de una sustancia (Duffus, 1983).

Tabla. Il Niveles de efectos adversos (Sanchez, 2003).

AREA EFECTOS

e Toxicologia Molecular
Subcelular
Tejido
Organo
Sistema

Organismo
Poblaciones
Comunidades
Ecosistemas

e Ecotoxicologia

O O O O|0O O 0O O O




Los estudios ecotoxicolégicos se basan en el uso de datos para
entender la respuesta toxica que presenta un organismo a una sustancia
contaminante del ambiente, asi como de los efectos que se observan en
organismos presentes en el medio, esto permite saber la susceptibilidad del
organismo hacia agentes contaminantes ajenos al sistema (Duffus, 1983).

Los efectos de un agente tdéxico se pueden manifestar en un ecosistema,
como consecuencia de una serie de eventos en forma de cascada (Fig. 2), que
van desde la liberacion del agente tdxico a partir de una fuente de emisién, su
distribucion, transporte en el ambiente, la exposicion e interaccion con el

organismo (Solis y Lopez, 2003).

[ Fuente

Distribucion y transformacién en el ambiente

J

=

Exposicion

Niveles del agente toxico en el ambiente

=

Exposicion del organismo

=

Dosis
Niveles del agente toxico en el ambiente

=

Incorporacién con posible acumulaciéon

=

Respuestas de los individuos a los efectos letales y subletales

\ Respuesta del ecosistema

Figura 2. Respuesta de un ecosistema a los efectos adversos de los agentes
téxicos en los organismos (Solis y Lépez, 2003).

Efectos

=
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La presencia de contaminantes naturales o antropogénicos influyen en la
distribucién y sobrevivencia de los organismos, a su vez produce alteraciones
en la integridad fisioloégica y morfologica de los organismos. Por lo que, es
importante reconocer sitios donde las fuentes de contaminacion sean fijas, con
emisiones constantes y que sean a largo plazo, para que se puedan reflejar las
adaptaciones de los organismos (Wurgler y Kramers, 1992).

1.3.1 MOVIMIENTO DE CONTAMINANTES

El movimiento de contaminantes (cinética ambiental) a través de agua,
aire, suelo y biota, asi como sus interacciones y modificaciones en cada uno de
estos ambitos han sido poco estudiados, debido a su grado de complejidad
(Vega, 1985a).

Aire

Las principales fuentes de contaminacion del aire se clasifican en fijas y
moviles, las primeras comprenden las emisiones provenientes de procesos
mineros e industriales y las segundas son provenientes de las emisiones de los
vehiculos de combustion interna. De manera alternativa y poco significativa el
aire también se puede contaminar por sustancias provenientes del suelo y de

las aguas.
Aguay suelo

En aguas y suelos, en cambio, se vierte una diversidad de sustancias
principalmente de origen antropogénico liquido y sélido, de la actividad agricola
asi como contaminante atmosférica arrastrados por la lluvia, la mayor
trascendencia la tienen los residuos industriales liquidos y la actividad agricola.
La contaminacion de agua, aire y suelo (Fig. 3) crea un riesgo adicional para el
hombre que corresponde a la incorporacion de los contaminantes existentes en
dichos medios a los alimentos y cadenas alimentarias que culminan en el

consumo humano (Vega, 1985a).
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Figura 3. Cinética de contaminantes ambientales (Vega, 1985a).

1.3.2 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL AGUA RELEVANTES EN
ESTUDIOS DE ECOTOXICOLOGIA

Las propiedades fisico quimicas del agua, pueden influir en varios
factores relevantes desde el punto de vista de la ecotoxicologia, sobre todo en
ambientes acuaticos, como por ejemplo, la movilidad de los compuestos en el
ambiente (cinética ambiental), en su biodisponibilidad, y en factores

reproductivos de los organismos, entre otros (Vega, 1985c).

1.3.2.1 Temperatura

Determina la estabilidad y la estratificacion del agua, es decir, cambia de
temperatura con lentitud debido a su poder calorifico, debido a que almacena
gran cantidad de calor sin un gran cambio en su temperatura. La densidad de
los compuestos disueltos en el agua depende fundamentalmente de la

temperatura, es decir, si temperatura disminuye la densidad también; de igual
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forma puede afectar su cinética ambiental, debido a que la evaporacion
favorece la concentraciébn de compuestos en el agua y el acarreo de otros en
sus vapores. Influye en los sistemas biologicos, afectando la permeabilidad de
la membranas, asi como otros factores biolégicos, como por ejemplo, el ciclo
de vida de los organismos acudticos, su conducta reproductiva e incluso

factores de distribucion entre otros (Colin y Jiménez 2003; Pefia, 2008).

1.3.2.2 pH
El pH es una medida de acidez de soluciones acuosas, debido al ion
hidrénio (H30+), por tanto el pH es una medida de concentracion de iones

hidronio, que se expresa en forma logaritmica.

pH=-logio (H3O+)

El pH es un coeficiente fundamental de la quimica del agua ya que
influye en el equilibrio en la concentracion de amoniaco, acido nitroso y dioxido

de carbono, asi como el grado de nitrificacion (Gargas, 1995).

El pH esta influenciado por cambios en la alcalinidad del agua, la cual
expresa la suma de aniones capaces de neutralizar un acido, determinada por
la concentracién de carbonatos, bicarbonatos e hidroxidos en agua. Las aguas
alcalinas tienen un pH alto asi como elevados niveles de sélidos disueltos, por
lo que es importante reconocer la diferencia entre acidez y la alcalinidad que se
refiere a la alta capacidad de aceptar protones en el medio (Colin y Jiménez,
2003).

El pH puede influir en la cinética y biodisponibilidad de algunos
contaminantes ambiéntales, como por ejemplo los metales pesados, que a pH
acidos se precipitan en ambientes acuaticos y a pH basicos se solubilizan,
favoreciendo su movilidad y biodisponibilidad al atravesar mas facilmente las
membranas biolégicas. Por otra parte, se sabe que el pH puede afectar las
propiedades fisicas y quimicas de los compuestos con los que interactie y por

ende sus efectos bioldgicos (Vega, 1985c; Wittaker, 1981).
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La absorcién de metales en el agua esta fuertemente influenciada por el
pH del medio. Dicho efecto es a nivel de la biodisponibilidad de iones metélicos
en su forma absorbible en solucion y a nivel de la activacion de grupos
funcionales en la superficie del absorbente La formacion hidroxocomplejos de
metales en solucién acuosa, condiciona la especie quimica en la cual el catién
se encuentra presente. Dicho comportamiento es regulado por el pH, entendido
como el equilibrio de los iones hidronio e oxhidrilo en solucién; de tal forma que
proporciona los ligandos a los que estara unido el ion metalico. (Navarro et al.,
2006).

La quimica acuosa del ion metélico es el papel mas importante que
desempeiia el pH en la absorcibn de iones metalicos. Los metales de
transicion, entre los cuales se encuentran la mayoria de los metales pesados,
se caracterizan por su habilidad en la formacion de complejos de coordinacion
con ligandos que poseen pares de electrones libres, en busca de la

estabilizacion de sus vacantes (Navarro et al., 2006).

Como menciona Navarro (2006), la molécula de agua es catalogada
como un excelente ligando y la formacién de aquocomplejos con cationes
metalicos en solucion acuosa es inevitable. La formacién de complejos con el
agua es regulada por el pH, ya que a altos valores de pH, la concentracion de
iones oxhidrilo aumenta en la solucion y es capaz de formar hidroxocomplejos,
los cuales no sélo aumentan el volumen del catiébn sino que disminuyen su

carga neta, disminuyendo también su afinidad con el absorbente.

1.3.2.3 Conductividad

La conductividad es la capacidad para conducir la corriente eléctrica 'y es
proporcional a la concentracion de iones en solucidon (sales inorganicas). Esta
asociada a la concentraciébn de sales y afecta factores biolégicos como la
absorcion en las raices de las plantas y membranas biolégicas y la
reproduccion. La conductividad puede variar segun la temperatura (Arratia,
2004)
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1.3.2.4 Solubilidad

La solubilidad del agua muestra que es un buen solvente de compuestos
idnicos asi como de compuestos polares. Uno de los factores mas importantes
sobre la solubilidad es la condicion ionica, que se define como la cantidad de
un soluto requerida para formar una solucién saturada en una cantidad definida
de algun disolvente en condiciones de temperatura y presion especificas
(Wittaker, 1981).

1.3.2.5 Dureza

La dureza total es la suma de la concentracion de cationes bivalentes
disueltos en el agua, son expresados como partes por millén (ppm) de
carbonato de calcio (CaCOQ3). El ion calcio (Caz+) y el ion magnesio (Mgz+), son
los Unicos cationes bivalentes que se encuentran comunmente en las aguas de
acuario. La dureza del agua es un factor importante dado que la reproduccion
de algunas especies de peces no tendra gran éxito en el agua dura, y aun
cuando esto ocurra, la incubaciéon de los huevos serd muy poco viable (Gargas,
1995).

1.3.2.6 Turbidez

La turbidez esta en funcion de la presencia de materia organica en
suspension, la cual se dispersa y absorbe luz; esta relacionada con la actividad
fotosintética y por ende de la oxigenacion del agua, sobretodo en aguas con
poco movimiento, que afectan la distribucion y conducta de algunos

organismos (Colin y Jiménez, 2003).

1.4 TOXICOLOGIA DE LOS METALES

Los metales tienen la capacidad de combinarse con una gran cantidad
de moléculas organicas, el grupo de los denominados metales pesados
comprende 40 elementos quimicos que tienen una densidad mayor a 5, la
toxicidad de estos metales presenta caracteristicas comunes y especificas de
cada uno (Vega, 1985c).

Dentro de las principales fuentes de contaminacion del agua se

encuentran los metales pesados cuya principal fuente de emisién son la
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industria metalurgica, petrolera, automotriz y quimica. Su importancia radica en
su concentracion y en el estado de oxidacibn que presenten cuando se
encuentran contaminando el ambiente, que por su concentracion pueden
producir efectos negativos en la salud humana, flora y fauna (Solis y Lopez,
2003).

La accion toxicologica de los contaminantes esta determinada por su
biodisponibilidad, asi como de las reacciones bioquimicas y fisiologicas (Fig. 4).
La interaccion entre el toxico y el organismo esta representada por varias fases
interconectadas, donde la "r" representa una sustancia reactiva que
interacciona con macromoléculas y membranas, representados por la "M", por
lo que se producen cambios (X), (Y), (Z), que no presentan efectos toxicos; por
el contrario los cambios A,B,C con efectos toxicos (Vega, 1985c).

El transporte de metales a través de las membranas celulares difiere
segun la composicion y propiedades fisico-quimicas del compuesto asi como
de los organismos con los que interactia. Por tanto la concentracion de un
metal toxico en la célula esta en funcion del tiempo de exposicibn como de los

patrones toxicocinéticos del metal (Vega, 1985c).

Medio externo Organismo
Distribucion Reaccion Consecuencia para el
Emisién Metabolismo primari_a organismo
Interaccion Cambios Signos y
bioguimica con | Bioquimicos | sintomas
. ., 4 Fisiologicos | clinicos
——— Distribucién macromoléculas g9
membranas
. R1—RM1-------- —X-—y--Z ~ho
Pretoxico toxico
Exposicion
2---RM2----mnem | =mmmmmmmmee-
Reparacion --no
téxico
R3/-M3--------- --A,B,C---
v téxico
Toxico

Figura 4. Interaccion entre una sustancia toxica y un organismo (Vega, 1985c)
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1.5 MANGANESO

El manganeso (Mn) es un elemento quimico, de nimero atémico 25 y
peso atdmico 54.938; es uno de los metales de transicion del primer periodo
largo de la tabla periédica, es un metal bastante reactivo y uno de los
elementos mas abundantes de la corteza terrestre. Se encuentra en la
tierra, los sedimentos, las rocas, el agua y los productos biolégicos.
(Wittaker, 1981)

Entre los minerales que contienen manganeso, los Oxidos,
carbonatos y silicatos son las formas mas importantes. EI manganeso
puede presentarse en ocho estados de oxidaciéon diferentes, de los que

los mas importantes son: +2, +3 y +7 (Férstner y Wittman, 1983).

El uso del manganeso esta ampliamente extendido, los principales
productores son Rusia, India, Brasil y Ghana. El 95% de la produccion de Mn
se consume en Estados Unidos con fines metallrgicos, 2.5% en pilas secas y
1.2% para reactivos quimicos (Wittaker, 1981). Se utiliza en la produccion de
acero como reactivo para reducir el oxigeno y el azufre, y como agente de
aleacion para la fabricacion de aceros especiales, aluminio y cobre. En la
industria quimica se utiliza como agente oxidante y para la produccion de
permanganato de potasio y otros productos quimicos derivados del manganeso
(Nordberg, 2001).

Se utiliza como recubrimiento de electrodos en varillas de soldadura, en
los trituradores de rocas y en las agujas y cambios de via de los ferrocarriles.
También se emplea en la fabricacion de ceramica, cerillas, vidrio y tintes.
Algunas sales de manganeso se utilizan como fertilizantes y como secantes
para el aceite de linaza, en la fabricacién de vidrio, como decolorantes de

textiles y en el curtido de pieles (Nordberg, 2001).

La toxicidad de los distintos compuestos de manganeso parece

depender del tipo de ion manganeso y de su estado de oxidacién. Cuanto
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menos oxidado esté el compuesto, mayor sera su toxicidad. La intoxicacion
cronica por manganeso puede tener manifestaciones nerviosas o pulmonares,
producen desérdenes neurologicos y psiquiatricos durante exposicion laboral a
este compuesto, principalmente por inhalacion (Donaldson, 1987; Nordberg,
2001).

Tras su inhalacion el manganeso absorbido se elimina rapidamente de la
sangre y se distribuye principalmente en el higado. El exceso de metal se
puede distribuir en otros tejidos, como los rifiones, el intestino delgado, las
glandulas endocrinas y los huesos. El manganeso se acumula en los tejidos
ricos en mitocondrias y atraviesa las barreras hematoencefélica y placentaria
(Nordberg, 2001).

Biologicamente es un micronutrimento esencial para todos los
organismos; en cantidades excesivas, tiene un efecto dual, es decir, que puede
tener efectos negativos, provocando en algunos organismos calambres,
temblores, alucinaciones y disfuncién renal (Duffus, 1983). 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 accion; 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).

La temperatura puede influenciar en la solubilidad de un compuesto asi
como en la disponibilidad de este en los sistemas bioldgicos, el equilibrio entre
todas las formas, est4d fuertemente influenciado por el pH, dandose
preeminencias estacionales entre las formas manganosas y manganicas que

estan asociadas a los procesos biolégicos (Zajic, 1969).

El distrito de Molango, en el estado de Hidalgo, posee uno de los
mayores yacimientos de manganeso del mundo. La exploracion y extraccion
del mineral, iniciada en 1960, generd preocupacion cuando se hizo evidente la
contaminacion proveniente de las minas y de las plantas procesadoras.

Actualmente existen proyectos que analizan los impactos ambientales y sobre
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la salud de la mineria de manganeso utilizando un enfoque ecosistémico
(IDRC, 2006).

Estos examinan las fuentes de contaminacion del agua y el aire, junto
con muestras de sangre de los habitantes de las comunidades cercanas a las
minas. Y encontraron que el aire mas que el agua era la principal fuente de
exposicion al manganeso y que habia una fuerte correlacion entre la exposicion
y el desarrollo de deficiencias motoras, especialmente en mujeres y nifios. El
dafio neurolégico derivado de la exposicion produce sintomas similares a la
enfermedad de Parkinson (IDRC, 2006).

1.6 EVALUACION BIOLOGICA

La evaluacioén biolégica se realiza en muestras del organismo expuesto,
identificando su biotransformacion, producto de la asimilacion de agentes
quimicos presentes en el ambiente. Estos agentes quimicos causan efectos
toxicos en los organismos y se ven reflejados cuando presentan dafios a nivel
genético, expresandose en su morfologia externa (Vega, 1985b).

La biodisponibilidad y la concentracion de los agentes contaminantes
son superiores en el medio acuoso respecto al terrestre y al aéreo, existiendo
una mayor concentracion de contaminantes e interactuando con diferentes

organismos en este medio (Vega, 1985b).

1.7 BIOINDICADORES

Un bioindicador se define como un organismo caracteristico de un
ambiente que puede cuantificar la magnitud del estrés, caracteristicas del
habitat, grado de exposicion al estresor o el grado de respuesta bioldgica,
desde el nivel molecular, poblacional y de comunidad. Los bioindicadores
permiten determinar la evaluacion de riesgo por la exposicion de agentes
contaminantes, estableciendo una magnitud de dafio; utilizando alteraciones

como cambios bioquimicos, fisiolégicos y morfologicos (Vega, 1985 b).
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Los bioindicadores deben tener -caracteristicas especificas como:
altamente sensible, bajo costo de mantenimiento, que sea capaz de evaluar
mezclas complejas asi como diferentes ambientes (agua, suelo, aire) y que den

resultados en un corto plazo (Butterworth, 1995).

La practica con bioindicadores para evaluar la calidad del ambiente tiene
una larga historia remontandose al uso de canarios por los mineros para
detectar concentraciones altas de monoxido de carbono en las minas
(Butterworth, 1995).

Otro ejemplo muy particular de la exposicion de un agente quimico
cuyos efectos biologicos resaltaron fue en 1959. En esta década se
presentaron varids sucesos; en Marruecos, la adulteracion de aceite de olivo
con petroleo (que contenia triortocresil-fosfato), el cual produjo diversos grados
de paralisis por desmineralizaciéon en 10, 000 personas; en Minamata Japodn,
una fabrica que vertié desechos que contenian dimetil mercurio a un afluente,
provoco la contaminacion de las fuentes primarias de alimentos como peces,
moluscos y crustaceos, induciendo afecciones neurolégicas de caracter

teratogénico (Cantu, 2000).

Sin duda, estos acontecimientos no solo pasan a ser parte de las
estadisticas, sino que producen efectos tdxicos agudos a corto y a largo plazo
como cancer, alteraciones a nivel reproductivo, malformaciones, o bien,
mutaciones que se pueden presentar en los mismos descendientes; de tal
manera que los bioindicadores permiten identificar organismos sensibles; asi
como organismos tolerantes a diversos tipos de contaminacién, valorando el

impacto biologico a nivel ambiental e individual (Fernicola, 1992b).

En algunos casos, el hombre es el principal objeto de estudio de los
efectos de los agentes contaminantes ambientales. Por ejemplo, el mondxido
de carbono es uno de los contaminantes del aire, en el cual el organismo actta
como un mecanismo continllo de muestreo, por lo que la carboxihemoglobina
en sangre esta en relacion con la concentracion del mondéxido de carbono en el
aire (OMS, 1986).
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1.8 BIOMARCADORES

Los biomarcadores son los cambios medibles (bioquimicos, fisiolégicos
y/o morfologicos) asociados a la exposicion de un toxico, que permiten estimar
los efectos a través de la evaluacion de parametros biolégicos significativos
como caracteres genéticos, enzimaticos, fisioldégicos, morfolégicos, o bien,
cambios en los niveles estructurales o funcionales, que indican influencias
medioambientales como la accion de contaminantes en particular tanto

cualitativa como cuantitativamente (Hulka, 1990).

Los biomarcadores se utilizan para advertir sefiales tempranas de algin
problema ambiental, detectar la presencia de una exposicién, determinar
consecuencias biolégicas de la exposicion, identificar individuos sensibles de
una poblacion y permiten identificar la evaluacién de riesgo tanto a nivel

individual como ambiental (Butterworth, 1995).

1.9 BIOENSAYOS

Los bioensayos son otro tipo de indicadores biolégicos que en
condiciones controladas ya sea in vivo o0 in vitro, permiten correlacionar el

efecto del agente fisico y/o quimico a nivel biolégico (Markert, et al 1995).

1.9.1 Danio rerio

En la actualidad se han utilizado diferentes bioindicadores para evaluar
la presencia de agentes tdxicos en un sistema bioldgico en particular, como son
peces, insectos, ratones, etc. Estos organismos permiten evaluar los efectos de
los contaminantes a diferentes niveles, ya sea tbéxicos, mutagénicos,

carcinogénicos y teratogénicos, entre otros (Albert, 1997).

En particular el pez cebra (Danio rerio) es un organismo ideal para
estudiar efectos toxicolégicos durante el desarrollo embrionario. Este pez,

presenta caracteristicas muy especificas que facilitan su estudio, como un
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desarrollo embrionario ampliamente descrito, un huevo traslicido, ciclos de
reproduccion cortos, ovoposiciones inducibles, membrana traslicida vy
semipermeable; ademas de ser de bajo costo de mantenimiento vy
descendencia abundante; asi como, biomarcadores evidentes y de facil analisis
e identificacion (Westerfield, 1995; Eisen, 1996)

Las hembras y machos del pez cebra presentan un dimorfismo sexual
(Fig.5) cuando estan sexualmente maduros. EI macho puede distinguirse de la
hembra por la forma del cuerpo, muestran una forma alargada y una baja
coloracion amarilla, especialmente en la aleta caudal y ventral. Por el contrario,
las hembras son mas robustas en la parte del vientre y presentan tonalidades
plateadas lo que facilita estudios en donde se requiera identificar sexos y/o
hacer cruzas determinadas, como es el caso de la genética y genética
toxicolégica (Oberemm, 2000).

(@

(b)

Figura 5. Dimorfismo sexual en Danio rerio
(a) Macho, (b) Hembra

1.9.1.1 Desarrollo embrionario de Danio rerio

Morfolégicamente el desarrollo de 6rganos del pez cebra, es muy similar
a otros vertebrados. De acuerdo a sus caracteristicas es considerado un
modelo ideal para realizar estudios teratogénicos; debido que la embriogénesis
ocurre en un ambiente externo, esto permite observar las fases completas del
desarrollo y las primeras divisiones celulares, asi como la formacion de capas

embrionarias: ectodermo, mesodermo, endodermo (Eisen, 1996).
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Es un organismo de un desarrollo muy rapido, pues a las 24 horas
puede apreciarse la segmentacion del cerebro y se han formado estructuras
como el tubo neural, la notocorda, y los somitos que son precursores de
musculo y esqueleto (Kimmel, et al 1995). Por otra parte, el pez cebra es
diploide y permite realizar andlisis genéticos debido a la disponibilidad de
embriones por pareja (100-200) y con ciclos generacionales cortos, de facil

mantenimiento y manipulacion (Maldonado, 2003; Westerfield, 1995).

El desarrollo embrionario del pez cebra se divide en siete etapas, estas
etapas se observan de manera resumida en la figura 6.
Etapa 1. se presenta minutos después de ser fertilizado el ovocito,
comprendiendo las etapas de zigoto, pasando por la de segmentacion y parte
de la blastula (Kimmel, et al 1995).
Etapa 2: comprende la parte final de la etapa de blastula y la mitad de la
gastrulacion (Kimmel, et al 1995).
Etapa 3: 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 empiezan a
distinguir la cabeza y la cola.
Etapa 4: se empiezan a evidenciar las estructuras de la cabeza y el ojo, el
vitelo a partir de una forma esférica empieza a sufrir deformaciones por la
tensién que ejerce la cola al crecer, tomando al final una forma arrifionada
(Kimmel et al, 1995).
Etapa 5: la cola se desprende del vitelo formando una nueva estructura en su
porcion ventral, y se alarga pudiendo observar el esqueleto (columna vertebral).
Etapa 6: denominada estadio “prim 5” formaciébn de aparato digestivo
(pharyngula). Durante esta etapa comienza la melanogénesis con la
pigmentacién y una mejor apreciacion del craneo; en la parte posterior se
empieza a distinguir la aleta caudal (Kimmel, et al 1995).
Etapa 7: esta ultima etapa se denomina “long pec”. Comprende en su totalidad
el periodo de “hatching”. A partir de esta etapa el organismo ha eclosionado y
el vitelo empieza a consumirse hasta desaparecer por completo, las aletas

pélvicas y pectorales empiezan a desarrollarse (Kimmel, et al 1995).
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Figura 6. Estadios de desarrollo de Danio rerio (Maldonado, 2003).
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1.9.2 TERATOGENESIS EN Danio rerio

El pez cebra (Danio rerio) es un bioindicador para evaluar efectos letales
y teratogénicos mediante metodologias denominadas: DRETA (Danio rerio
embryotoxicity and tertogenicity assay) y DarTa (Danio rerio teratology assay)
que son pruebas muy similares, con diferentes biomarcadores finales, en
donde se exponen embriones del pez durante todo el desarrollo embrionario a
diferentes concentraciones de distintos compuestos, evaluandose los efectos
morfo-fisioldgicos en los embriones tratados, como por ejemplo: anormalidades
en el corazon, ojos, cabeza, aleta caudal, opérculo, pigmentacion, circulacion
sanguinea, etc. (Dietrich 1998; Nagel, 2002; Baez, 2004; Gonzales, 2005;
Rivera, 2006; Pefa, 2008).

Actualmente, en el laboratorio de Genética evolutiva y ambiental del
Centro de Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Auténoma del Estado
de Hidalgo, se han realizado experimentos con el pez cebra a través de la
prueba DarTa en la que se usa como principal biomarcador a las
malformaciones en columna vertebral (Rivera, 2006); donde se han hecho
varias investigaciones validando la prueba, comprobando la permeabilidad
selectiva de la membrana, los momentos de eclosién, los mejores
biomarcadores y principios de monitoreo ambiental con metales pesados
(Baez, 2004; Gonzales, 2005; Rivera, 2006; Pefia, 2008).

De manera particular, estos estudios han reflejado efectos como los
reportados por Baez (2004), en donde se utilizaron células branquiales de
Danio rerio para evaluar el efecto genotéxico del arsénico presente en el agua
del municipio de Zimapan, Hidalgo, en el cual se encontr6 una relacion positiva
entre la exposicion de embriones y el efecto genotdoxico generado en las
células branquiales del pez; hasta los reportes recientes de Pefia (2008), en
donde se evalud el efecto de la temperatura sobre el potencial teratogénico del

cloruro de mercurio (HgCl2)
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1.9.3 Clasificacion de malformaciones en columna vertebral (Rivera, 2006)
La siguiente clasificacién fue propuesta por Rivera (2006), para el analisis de
malformaciones en columna vertebral del pez cebra (Danio rerio), basadas en
el nimero de malformacion, posicion y tipo de estas.

Malformaciones sencillas (Fig. 7)

Las malformaciones sencillas son aquellas en las que el embrion de
Danio rerio presenta un soélo doblez (malformacion), ya sea lateral o dorsal,
estas se observaron en la zona cefalica, media (columna vertebral) y/o caudal
(Rivera, 2006).

() (b)
Figura 7. (a) Alevin normal de Danio rerio y (b) Malformacién sencilla en
zona cefélica de alevin de Danio rerio.

Malformaciones dobles (Fig. 8)

Las malformaciones dobles son aquellas en las que el embrién de Danio
rerio presenté 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 8. (a) Alevin normal del Danio rerio y (b) Malformacion doble en zona

cefélica y zona media de la columna vertebral de alevin de Danio rerio.
Malformaciones multiples (Fig. 9)

Las malformaciones mudltiples son aquellas en las que el embrién de
Danio rerio, presenté tres o mas dobleces, en la zona cefalica, media y/o
caudal, ya sea lateral o dorsal (Rivera, 2006).

(a) (b)

Figura 9. (a) Alevin normal de Danio rerio y (b) Malformacion multiple en zona

cefalica, zona media de la columna vertebral y zona caudal de alevin de

Danio rerio.
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Malformaciones curvas (Fig. 10)

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

ocasiona gque el embrion nade en circulo (Rivera, 2006).

(b)

Figura 10. (a) Alevin normal de Danio rerio y (b) Malformacién curva en la zona

media de la columna vertebral de alevin de Danio rerio.

Malformaciones en aleta caudal (Fig. 11)
Las malformaciones en aleta caudal son aquellas en las que el embrion
de Danio rerio, present6 un pequefio doblez en la zona caudal (Rivera, 2006).
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Figura 11. (a) Alevin normal de Danio rerio y (b) Malformacién en zona caudal

de alevin de Danio rerio.

Malformaciones en gancho (Fig. 12)

Las malformaciones en gancho son aquellas en las que el embrién de
Danio rerio, presenté 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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(a) (b)
Figura 12. (a) Alevin normal de Danio rerio y (b) Malformacion en gancho en

zona caudal de alevin de Danio rerio.

Malformaciones en espiral (Fig. 13)

Las malformaciones en espiral son aquellas en las que el embrién de

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

(b)

Figura 13. (a) Alevin normal del Danio rerio y (b) Malformacion en espiral en

zona caudal de alevin de Danio rerio.
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JUSTIFICACION

En afos recientes la toxicologia se ha enfocado en evaluar los efectos
nocivos producidos por la contaminacion a nivel biolégico, debido al aumento
notable de los contaminantes ambientales (Duffus, 1983). Los biomonitores han
sido empleados como sistema de alerta ante cambios ambientales generados
por la presencia de compuestos téxicos, ya sean de origen natural o

antropogénicos (Butterworth, 1995)

Actualmente el pez cebra es considerado un buen bioensayo para
evaluar ambientes acuaticos, debido a sus caracteristicas biologicas, como
son: huevo traslicido, una gran variedad de malformaciones espontaneas que
son susceptibles e inducibles en presencia de agentes xenobioticos de facil
reproduccion y sobre todo con susceptibilidad hacia factores ambientales, ya
sen quimicos, fisicos y/o biol6gicos (Nagel, 2002; Gonzéles, 2005 y Rivera,
2006).

Estudios realizados en el laboratorio de “Genética evolutiva y ambiental” del
CIB-UAEH, muestran ciertas caracteristicas de este bioensayo como son: la
permeabilidad selectiva de la membrana, aplicando tratamientos en las
primeras etapas del desarrollo embrionario, utilizando biomarcadores evidentes
como la columna vertebral y demostrando la susceptibilidad al cloruro de
manganeso (MnClz2), manifestados en efectos teratogénicos, mediante el
proceso de validacion de la prueba Danio rerio teratology assay (DarTa)
mediante la evaluacion de diferentes variables fisico-quimicas, como la

temperatura y el pH, asi como la susceptibilidad hacia otros compuestos.

Debido a que se sabe que el pH en sistemas acuaticos puede afectar tanto la
solubilidad como la biodisponibilidad de agentes quimicos y por ende sus
efectos bioldgicos; por ello, en proyectos de monitoreo ambiental cuando se
evalla la calidad del agua, se determina el pH entre otros parametros fisicos y
quimicos (Reyes y Almeida, 1992)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la influencia del pH, en la induccién de dafio teratogénico de
MnClz en embriones del pez cebra a través de la prueba “Danio rerio
Teratology assay” (DarTa).

3.2 Objetivos especificos

Determinar el valor de pH ideal para reproduccién y mantenimiento del
los organismos experimentales, a través de indices de fertilidad y
viabilidad.

Evaluar los posibles efectos teratogénicos de los cambios de pH durante

el desarrollo embrionario del pez cebra (Danio rerio)).

Determinar el efecto de los cambios de pH durante el desarrollo
embrionario del pez cebra, sobre la teratogenicidad MnCl: a través de la
induccion de malformaciones de columna vertebral usando la prueba

“Danio rerio Teratology assay” (DarTa).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Condiciones Optimas del agua

Se colocaron dos peceras de 40 litros de agua en reposo (Fig. 14), cada una
con oxigenacion continua, con un calentador automético para regular la
temperatura a 27°C £ 1, empleadas para los recambios de las peceras cuando
se les haga limpieza. Se midieron y estabilizaron las condiciones fisico-
quimicas reportadas de una pecera utilizada posteriormente para induccion a
conducta reproductiva (pH, conductividad, oxigeno disuelto, temperatura,
salinidad). Utilizando sales como bicarbonato de sodio y cloruro de calcio, para
estabilizar propiedades fisico-quimicas del agua necesarias para la ovoposicion

de los peces. (Gonzales, 2005 y Rivera, 2006).

Figura 14. Agua en reposo para recambio bajo condiciones fisico-quimicas

controladas

4.2 Peceras de mantenimiento y aislamiento de organismos

En una pecera de 40 litros se dio mantenimiento a un lote
aproximadamente de 100 peces que se encuentran en etapa de desarrollo y
maduracion reproductiva (Fig. 15), proporcionandoles limpieza de dos a tres
veces por semana, con alimentacién continua durante todo el dia, brindandoles
alimento  vivo  periddicamente. Estos organismos se emplean

experimentalmente después de cumplir un periodo de 15 dias de aislamiento,
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para asegurar la salud de los peces; asi como, héabitos alimentarios y

reproduccion.

4.3 Alimentacioén

Se basa principalmente en alimento en hojuela seco (Tetra Min), ya que

este les proporciona los nutrimentos esenciales (Tabla Ill) para un sano

desarrollo y rapido crecimiento, se les suministrd por periodos de dos a tres

veces por dia, una vez alimentados, se eliminaron los excesos del fondo para

evitar contaminacion por microorganismos (Rivera, 2006).

Tabla Ill. Composicién de nutrimentos del alimento en hojuela (Tetra Min),

Composicién

Porcentaje

Proteina cruda

46%

Grasa cruda

8%

Fibra cruda

2%

Humedad

6%

Foésforo
Vitamina C

1.3%
193 mg/Kg.

Para inducir la conducta reproductiva y obtener un mayor nimero de

embriones por ovoposicion se cambiaron los habitos alimentarios, es decir, se

proporcion6 una dieta con mayor nivel de proteinas, carbohidratos, lipidos etc.,

se les suministré alimento vivo, es este caso se utiliz6 Artemia (Daphnia spp.),

debido a que este tipo de alimento les proporciona una gran cantidad de
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proteinas, asi como diferentes compuestos vitaminicos y hormonales que
favorecen su desarrollo (Oberemm, 2000).
4.4 Actividad de la conducta reproductiva

El siguiente paso, consintié en inducir la conducta reproductiva (Fig. 16),
para ello, se utilizaron peceras de 5 litros en donde se colocaron maternidades
de tela sin fondo, esto para que los huevecillos cayeran en la base de la
pecera, y evitar ser consumidos por los peces adultos; se introdujeron 5
organismos adultos de pez cebra, en una proporcion de tres machos y dos
hembras por pecera, para asegura la fecundacion. Se seleccionaron peces
previamente aislados que mostraban tallas mas grandes del lote experimental,
para asegurar la ovoposicion, con un alto indice de huevos fecundados
(Gonzales, 2005).

El cortejo y el desove inician cuando entran los primeros rayos de luz
después de un periodo de oscuridad, se espera por ovoposicion de cada lote
aproximadamente entre 100 y 200 huevos (Kimmel, et al 1995).

o el

Figura 16. Pecera de maternidad con una proporcié 3 machos, 2 hembras.

Se midieron diariamente las propiedades fisico-quimicas del agua,
estabilizdndolas segun la literatura consultada como se muestra en la tabla V.

Tabla. IV Condiciones fisico-quimicas para inducir la conducta reproductiva
(Oberemm, 2000).

pH | Conductividad | Oxigeno | Temperatura | Salinidad | Obscuridad/

puS/cm Disuelto °C % Luz
mgq/l
8 700-800 4.41 27+ 1 .03 14\10

Los huevos son depositados en el fondo de la pecera y su desarrollo

embrionario es totalmente independiente del medio, una vez ovopositados ,se
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utiliza el método de sifonéo para extraer los residuos de alimento acumulado,
para evitar ser contaminados por protozoarios y hongos; posteriormente los
huevos se separaron con la misma técnica y se contaron los embriones viables
y no viables, para determinar el indice fertilidad con la ayuda de un

microscopio estereoscopico a un aumento de 40 X. (Gonzéles , 2005).

La eclosion se presenta a las 72 horas de desarrollo aproximadamente,
dependiendo de la temperatura, es decir, a temperaturas bajas se alarga la
etapa de eclosion y se acelera a temperaturas por encima del valor promedio.,
registrando el numero de huevos que eclosionan (indice de viabilidad)
(Gonzales, 2005; Pefia, 2008)

Los embriones se aislaron y mantuvieron en frascos de 100 ml cada uno
con 50 embriones, donde continuaron su desarrollo, bajo condiciones de

oxigenacion y temperatura constantes (Rivera, 2006).

4.5 Mantenimiento de huevos y alevines

Se colocaron dos peceras de 6 litros (Fig. 17), la primera con
temperatura superior a los 26 °C + 1 donde se mantuvo a los embriones hasta
la eclosion, en la segunda la temperatura oscil6 de 23 a 26 °C donde se dio
mantenimiento a los alevines. Temperaturas recomendadas segun Pefa

(2008), para su optimo desarrollo, dependiendo si es huevo o alevin.

36



Agua en reposo para la distribucion
a las peceras con maternidad, bajo
condiciones fisicoquimicas
especificas

Peceras con lote reproductivo en
una proporcion tres machos por
cada dos hembras

Aislamiento de huevos hasta la
etapa de eclosion para evitar
contaminacioén

Figura 17. Lote experimental con montaje de maternidades y aislamiento de

embriones hasta la etapa de eclosion

El recambio de agua para cada pecera, se realiz6 eliminando el 50% del
agua para todas las peceras y posteriormente agregando agua en reposo para
el llenado, este recambio se realiz6 una vez a la semana, en la pecera donde
se encuentra el lote de mantenimiento y dos veces a la semana en las peceras

con lotes reproductivos (Olvera, 1998; Rivera, 2006).

Para la desinfeccion y eliminacion de formacion de iones, se agrego
azul de metileno es decir una gota por cada 10 litros del lote de mantenimiento
y una gota a las peceras de reproduccion asi como sales marinas en ambas

peceras (Rivera, 2006).

Con esta metodologia, se obtuvieron excelentes resultados en cuanto a
mantenimiento y reproduccién del pez cebra (Danio rerio), pudiendo realizar
analisis de bajo costo, con descendencia abundante y con ovoposiciones
inducibles, lo que permitié realizar experimentos programables con un niamero
de muestra significativo.
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4.6 Evaluacion de la influencia del pH en fertilidad y viabilidad de los

embriones

Para obtener valores de pH mas exactos en un medio acuoso se
llevaron acabo titulaciones acido-base, la cual es la adicion sistematica de un
acido o de una base de concentracién conocida, utilizando &cido clorhidrico,
para lograr un medio acido e hidréxido de sodio para estabilizar el medio
alcalino (Wolfc, 1996).

Para lograr lo anterior, se analizaron 100 embriones por cada valor de
pH evaluado (5, 6, 7, 8 y 9), cada uno de los valores se corrieron con su control
concurrente (repeticion simultanea), en total se analizaron 1000 embriones;
cada lote se distribuy6é en frascos de 100 ml. (Fig. 18), introducidos en una
pecera de 6 litros, con temperatura regulada con bafio maria a 27°C £ 1 y con

oxigenacion constante (Gonzales, 2005).

Figura 18. Pecera de tratamiento con frascos de 100 ml.

Para establecer los indices de fertilidad y viabilidad se registr6 el nimero
de huevos ovopositados, el nimero de estos que son fértiles y el nUmero de
éstos que eclosionan reportando los datos en porcentajes para indices de
comparabilidad (Rivera, 2006).

38



4.7 Induccion del efecto teratogénico en pez cebra (Danio rerio) expuesto
a diferentes valores de pH.

Como se menciond anteriormente, debido a las caracteristicas
especificas que muestra el pez cebra (Danio rerio), en el laboratorio de
Genética ambiental del CIB-UAEH, estudios realizados por Baez (2005),
Gonzales (2005), Rivera (2006) y Pefia (2008), se postul6 a la columna
vertebral como un biomarcador ideal para determinar efectos teratogénicos en
este organismo (pez cebra), utilizando como biomarcadores secundarios por su

frecuencia y facilidad de registro al opérculo y a la aleta caudal.

En este caso se establecieron tres valores de pH (6, 7 y 8), que
corresponden a uno por encima y uno por debajo del valor neutro, debido a que
en el pH 5y 9 casi no hubo viabilidad de los embriones, se registré el nUmero y
tipo de malformaciones en columna vertebral observado en los alevines en el
momento de la eclosién segun la clasificacién de Gonzales en el 2005; pero el
tamafio de muestra varid en cada tratamiento. Se utilizaron 110 embriones
viables por valor de pH, con tres repeticiones y un control concurrente, teniendo
como total de muestra 110 embriones X 3 repeticiones=330 X 3 valores de pH
dando un total de 990 embriones analizados. Repartidos en frasco o matraces
con 100 ml. de solucion bajo condiciones de pH antes mencionado.
Sumergidos a bafio maria en una pecera de 40 litros (Fig. 19), con temperatura
regulada a 27 £ 1 °C y oxigenacidon constante para evitar aglomeracion de los

embriones.

4.8 Induccion del efecto teratogénico en pez cebra (Danio rerio) expuesto
MnCl2, a diferentes valores de pH.

De igual forma que en el experimento anterior, en un medio acuoso, se
establecieron diferentes valores de pH, pero solo a tres valores ( 6, 7 y 8),
debido a que en pH 5y 9 casi no hubo viabilidad de los embriones, se registro
el nimero y tipo de malformaciones en columna vertebral observado en los
alevines en el momento de la eclosion segun la clasificacion de Gonzales

(2005); pero el tamafo de muestra vario en cada tratamiento, se utilizaron 110

39



embriones por valor de pH, por cada concentracion del compuesto, con tres
repeticiones y un control de embriones viables, teniendo como total de muestra
110 embriones X 3 repeticiones=330 X 2 concentraciones de MnClz que es el
teratégeno de referencia (control positivo) =660 X 3 valores de pH dando un
total de 1980 embriones analizados. Repartidos en frasco o matraces con 100
ml. de solucion bajo condiciones de pH y concentracion del compuesto
especificas. Sumergidos a bafio Maria en una pecera de 40 litros (Fig. 20), con
temperatura regulada a 27 £ 1 °C y oxigenacidon constante para evitar

aglomeracion de los embriones

Figura 19. Montaje de experimentos para evaluar el

efecto teratogénico del pH

Figura 20. Montaje de experimentos con MnCl2
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Las dosis subtoxicas de MnClz, que se eligieron se determinaron a partir
de la curva dosis respuesta siguiente (Fig. 21), en donde se muestra la
toxicidad de tres concentraciones probadas, que corresponde a la LD23 la
concentracion 0.079 ug/l, la LD1s a la concentracion de 0.158 pg/l y la LD21 de
0.316 pg/l., determinandose la concentracion mas baja, presenta la mayor
toxicidad que el resto (Villafuentes-Tellez, en prensa).
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Figura 21. Dosis toxicas y subtoxicas de MnClz

Las concentraciones utilizadas fueron 0.158 pg/l, y 0.316 pg/l, con base
a los experimentos antes mencionados, de un trabajo colateral en el
Laboratorio de “Genética evolutiva y ambiental” de la UAEH (Villafuentes-

Tellez, en prensa).

4.9 Preparacion del compuesto

Para estabilizar los diferentes valores de pH en el agua, se utilizd
bicarbonato de sodio para crear un ambiente alcalino y acido clorhidrico para
ambientes acidos, de tal manera que se obtuvieron dos soluciones madre una
con pH 5 y una con pH 9, teniendo como valor inicial pH 7.6 mismo que se
estabilizé a la concentraciones deseadas (6, 7,8) mediante el método de goteo

de solucion acida o alcalina segun sea el caso.
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Diluciones por cada concentracion del compuesto

Debido a que la sensibilidad de la balanza analitica, que no permitia el

peso directo del compuesto para las dos concentraciones antes mencionadas

de cloruro de manganeso (0.158 pg/l, y 0.316 ug/l,), se elaboraron a través de

diluciones continuas (Fig. 22), de la siguiente manera:

Agregar MnClz (g)

0.0158 g 0.000158 g/l 0.00000158 g/l 0.000000158 g/l
0.0316 g 0.000316 g/l 0.00000316 g/I 0.000000316 g/l
1L 900 900 990ml

100ml 100ml 10ml

afalE

Figura 22. Esquema de dilucion para la elaboracion de concentraciones

oo N O

experimentales.
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4.10 Anélisis estadisticos:

Los datos fueron analizados para probar la normalidad de su distribucion
usando la prueba Shapiro- Wilk, y se uso un andlisis de varianza de dos vias
para determinar el efecto del factor pH y el factor concentracion de MnCl2. El
primer factor tuvo tres valores (pH 6, 7,8) y el segundo factor dos
concentraciones (0.158 y 0.316) del compuesto. Debido a que el tratamiento
control no tuvo ningun resultado (Tabla VIII) no se utilizo en los analisis. Los
datos fueron transformados usando el log10 del nimero de malformaciones y
los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa SYSTAT version
12

-Shapiro- Wilk: Se utiliza para comprobar si una muestra de datos siguen una
distribucion normal o no; en caso de tener la distribucion normal el analisis
paramétrico a través de una prueba de Anova con andlisis factorial de varianza
y en caso de no tener una distribucion normal se utiliza Anova de dos vias, con
variable de respuesta binomial (SYSTAT V. 12).

1) ANOVA de dos vias (andlisis factorial de varianza)
e Es una prueba estadistica para elevar el efecto de dos o mas variables
independientes sobre una variable dependiente,
e Evalla los efectos por separado de cada variable independiente y los
efectos, conjuntos de dos o mas variables independientes
e Representa el efecto conjunto de dos variables independientes, aislado
de los deméas posibles efectos de las variables independientes
(Individuales o de conjuntos). La suma de los efectos de todas estas
interacciones suele proporcionarse
e En un analisis factorial no solo pueden estudiarse los efectos de los
factores individuales si no también pueden estudiarse la interaccién
entre los factores (Hernandez, 1991; Zar, 1999).
2) ANOVA de dos vias, con variable de respuesta binomial; este tipo de prueba
se utiliza en datos que no siguen una distribucion normal, permite comparar
dos eventos dependientes o independientes, cada uno con un numero
indeterminado de variables, haciendo todas las combinaciones posibles y
detectando las combinaciones que presentan las principales diferencias
significativas (Zar, 1999).
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5. Resultados

Los resultados del presente trabajo parten de estudios preeliminares

realizados en el laboratorio de “Genética evolutiva y ambiental” del CIB-UAEH

en donde se comprobd la permeabilidad selectiva de la membrana del corion al

ser expuesta a diferentes colorantes (basicos y acidos) y a diferentes pH (Fig.

23)

Figura 23. Permeabilidad de la membrana pH 6 con azul de metileno

La tabla V muestra las propiedades fisico-quimicas recomendadas por

Rivera (2006) ideales para la obtencion de ovoposiciones programadas, con un

alto numero de embriones viables, encontrandose en el presente trabajo que el

valor de pH ideal varia del 7-8, encontrando mejores resultados en valores de

pH de 7.5 a 8.5 debido a que se encontraron mejores indices de fertilidad y

viabilidad.

Tabla. V Caracteristicas fisico-quimicas Optimas del agua para la reproduccion

del pez cebra (Rivera, 2006).

Variable Condiciones
pH 7-8
Conductividad pS/cm 800-900
Oxigeno Disuelto mg/I 4-5
Temperatura °C 28
Salinidad % .03
Obscuridad\Luz 14/12
Densidad 2 hembras/3 machos
Dureza Inferior a 4° TAC
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Lo anterior se sustentdé en los resultados de la tabla VI, en donde se puede
observar que se obtiene mayor nimero de embriones a pH 8, en un numero

menor de ovoposiciones lo que permite altos indices de fertilidad y viabilidad

Tabla VI. Frecuencia de ovoposiciones en pez cebra a
diferentes valores de pH

Num. de Embriones
pH Embriones ovoposiciones fértiles
5 30 5 0
6 200 4 200
7 200 3 200
8 200 2 200
9 20 3 200

Como se puede observar en la tabla VI y figura 25, que el pH 5y 9
presentaban una nula o baja fertilidad y viabilidad “efecto denominado muerta
acida o alcalina segun sea el caso” (Whitaker, 1981), lo que sustentd la
decision de que en los experimentos del presente trabajo relacionados con la
genotoxicidad, solo fueron con tres valores de pH (6,7 y 8) con los que se
trabajo.

Tabla VIl Porcentaje de viabilidad y fertilidad de embriones de pez cebra a
diferentes valores de pH

pH 5 6 7 8 9
Fertilidad 200 200 200 200
Num. (%) 30 (100%) (100%) (100%) (100%)
Viabilidad 104 172 198 93
Num. (%) 0 (52%) (86%) (99%) (46%)
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Figura 24. Influencia del pH en viabilidad y fertilidad de embriones de
pez cebra a diferentes valores de pH

En cuanto a la induccién de malformaciones en columna vertebral en
embriones del Danio rerio, sometidos a tres diferentes valores de pH (6, 7,8),
para evaluar el potencial teratogénico del pH por si sélo, se puede concluir que
al menos en el valor en donde no se afecta la viabilidad de los embriones,
tampoco se observa un efecto teratogénico en cuanto a la induccién de
malformaciones en columna vertebral, debido a que en todos los experimentos
antes mencionados, que abarcaron un tamafio de muestra de 990 embriones

analizados, no se observo ni una sola malformacion.

Por otra parte la induccién de malformaciones en columna vertebral en
embriones del pez cebra, sometidos a tres valores de pH (6, 7,8), a dos
concentraciones subtéxicas (0.158, 0.316), de MnClz, se analizaron con base a
las malformaciones reportadas en columna vertebral mediante la clasificacion
de Gonzales (2005) y Rivera (2006), en donde se dividié al organismo en tres
areas: cefalica, media y caudal (Fig.26), misma que clasifica e identifica el
namero y tipo de curvaturas sobre la columna vertebral, clasificandolas en
sencilla, doble, mudltiple, curva, en espiral, en aleta caudal y en forma de
gancho (Rivera, 2006;Pefa ,2008).
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ZONA ZONA MEDIA DE LA ZONA
CEFALICA COLUMNA VERTEBRAL CAUDAL

Figura 25. Division arbitraria del cuerpo de Danio rerio (Rivera, 2006;
Pefia, 2008)

Como se puede observar en la figura 27 y en la tabla VIl se obtuvd
mayor numero de malformaciones en la concentracion menor de MnClz a pH 6
y conforme el pH incrementaba sin variar la concentracion del compuesto el
namero de malformaciones disminuyé de una manera estadisticamente
significativa; a diferencia de este, la concentracibn mas alta del compuesto,
mostré un efecto inverso al variar el pH, el mayor nimero de malformaciones
se observo a pH 8 (medio ligeramente alcalino) lo que implica la importancia
del pH en una evaluacion de este tipo.

Malformaciones

90 A
80 A
70 A
60 -
50 A =
40 ~
30 A
20 A
10 A
0

H

M
HH

H

H

Alta Baja Alta Baja Alta Baja

Acido Neutro Alcalino

pH
Figura 26. indice de frecuencias de malformaciones a dos

concentraciones de MnCl2 a tres valores de pH
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Tabla VIIl Registro de malformaciones de columna vertebral al ser tratadas a dos concentraciones
subtoxicas de MnClz a diferentes valores de pH

NUmero Numero de Promedio Total de
H de ., malformaciones | Desviacion lformaciones Numero y tipo de malformaciones
PF | Concentra- | o0 o | Nimerode | o repeticion standard | M?
cion por repeticiones
repeticion Ri| Rz Rs S|D[M[C[E[A[G
6 | 0.158 110 3 76 | 85| 72 | 74.3£2-0 233 142 0[8 0|00
0.316 110 3 37 | 41 | 42 | 40£2.6 120 48 |3 18|38 (0]|23|0
Control 110 1 0,010 0
7 | 0.158 110 3 70 | 81| 76 | 75.6£5.5 2217 13412115 |54 |0]13|0
0.316 110 3 54 | 56 | 59 | 56.3+2-5 169 87 |50 (68|09 |0
Control 110 1 0,010 0
8 | 0.158 110 3 51|53 49| 512 153 92 |9 (13128 |0|10|1
0.316 110 3 72 | 78 | 79 | 76.313.7 229 47 11666 | 8 |0 |12 3
Control 110 1 0[01|O0 0
1221 550 | 60| 92358 |0 |67]|4

S= Malformacién sencilla, D= Malformacién doble, M=Malformacién mdultiple, C= Malformacién curva,
E= Malformacion en espiral, A= Malformacion en aleta caudal, G= Malformacién en gancho




Lo anterior se corrobora con las siguientes figuras (28-33), en donde se
pudd observar las seis principales malformaciones observadas y reportadas en
la tabla VIII, en donde cabe mencionar que la malformacién de tipo gancho solo
se observa a pH 8 en ambas concentraciones de MnClz, lo que puede ser
simplemente una particularidad pero que aporta datos para estudios futuros, en
donde se intente correlacionar tipo de malformacion contra tipo de agentes

xenobiobticos.

Figura 27. Malformacioén sencilla observada en etapa experimental

Figura 28. Malformacion doble observada en etapa experimental

Figura 29. Malformacién curva observada en etapa experimental
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Figura 30. Malformaciones multiples observadas en etapa experimental

Figura 31. Malformacion en aleta caudal observada en etapa experimental

Figura 32. Malformaciones tipo gancho observada en etapa experimental
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Los resultados estadisticos del analisis de Shapiro-Wilk mostraron una p
con valor de 0.057 misma que muestra el log10 del nimero de malformaciones

siguen una distribucién normal.

Los datos se analizaron mediante la prueba de ANOVA de dos vias
(analisis factorial de varianza) se registraron diferencias entre la concentracion
de pH (F=15.0, P=0.001) y la concentracion de MnClz (F=42.2, P=<0.001).

La interaccion entre el pH y la concentracién del teratbgeno fue
significativo (F141.0, P<0.001) lo que demostr6 que en una concentracion
menor del compuesto a pH 7 (ligeramente &cido) los efectos teratogénicos de

MnClz, presentan mayor frecuencia de malformaciones.

A concentraciones mas altas del compuesto se muestra una mayor
susceptibilidad de los embriones hacia ambientes ligeramente alcalinos, es
decir pH 8, predominando malformaciones de tipo curva y presentandose seis
tipos de malformaciones diferentes para los tres valores de pH y para ambas

concentraciones del compuesto, como se observa en la tabla VIII.

Se presentd un alto porcentaje de malformaciones para las dos
concentraciones del compuesto en los 3 valores de pH (6, 7 y 8), aumentando
el numero de malformaciones en la concentracion menor conforme aumento el
pH, mientras que para la concentracién mayor, en los mismos valores de pH el
porcentaje de malformaciones fue menor conforme disminuyé el pH, como se

aprecia en la siguiente grafica (Fig. 33)
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Figura 33. Influencia del pH en la induccion de dafio teratogénico en dos

concentraciones de MnCl;

Se observé que a la concentracion de 0.158ul de MnCl2, se registro
mayor indice de malformaciones en columna vertebral presentandose solo de 3
tipos (sencilla, doble, curva) en pH 6, con altos indices de viabilidad, se
observo retardo de algunos embriones en la fase de eclosién, lo que significa
que al termino de las 72Hrs. después de la ovoposicion algunos organismos no

habian eclosionado.

A pH 7, el indice de malformaciones disminuyd con respecto al pH 6,
pero a su vez eclosionaron en su totalidad todos los embriones dentro de las
72 h posteriores a la ovoposicion, manifestdndose malformaciones de tipo

sencilla, doble, multiple, curva y de aleta caudal.

A pH 8, se presentaron malformaciones diversas, pero en menor
proporcion con respecto a los dos valores de pH 6 y 7, de igual manera
eclosionaron todos los organismos a su tiempo, cabe mencionar que en esta
prueba se obtuvo de manera particular un tipo de malformacion denominada
tipo gancho. en ambas concentraciones del compuesto.

Para la concentracion 0.316 pl de MnCl2 se observé un efecto inverso a
la concentracion de 0.158pl para los mismos valores de pH analizados; esto es,
a pH 6 (ligeramente &cido), se present6é un bajo indice de malformaciones en
columna vertebral pero de diferentes tipos (sencillo, doble, multiple, curva y de
aleta caudal), retarddndose también la etapa de eclosion, a pH 7 aumento el
namero de malformaciones con respecto a pH 6 presentandose solo de tipo
sencilla, doble, curva y de aleta caudal, la fase de eclosion fue dentro de las
72 h,

Por dltimo para un medio ligeramente alcalino pH 8, en esta prueba se
presentd un mayor numero de malformaciones con respecto a las otras dos
concentraciones de pH, mostrandose malformaciones de tipo curvo, sencillo,

doble, mdultiple y de aleta caudal.
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Se obtuvieron un total de 1221 malformaciones, mostrandose con mayor
frecuencia las sencillas (550) en los tres valores de pH a las dos
concentraciones el compuesto, por otra parte se observaron diferentes tipos de

malformaciones: dobles, multiples, curvas, de aleta caudal y gancho.
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6. Discusion y Conclusion

El presente trabajo parte de condiciones fisico-quimicas Optimas de
mantenimiento y reproduccion de los organismos experimentales, mediante la
validacion de la prueba DarTa con embriones de Danio rerio, para evaluar la
calidad ambiental a través de la induccion de malformaciones durante el

desarrollo embrionario.

Se han analizado variables como la temperatura y el pH, evaluando el
efecto teratogénico hacia contaminantes ambientales, Pefia (2008), reporta que
al variar la temperatura no se vea afectada la viabilidad y fertilidad de los
organismos, Gonzéles (2005) y Rivera (2006) reportan que a una temperatura
de 28.5 °C y valores de pH entre 7 y 8 son las condiciones 6ptimas para la

viabilidad y fertilidad de embriones.

Los valores de pH analizados para la reproduccion, fertilidad y viabilidad
de embriones de Danio rerio evaluados en el presente trabajo fueron a cinco
valores 5, 6, 7, 8,9. Registrando mayor nimero de embriones fértiles y viables
en un numero menor de ovoposiciones con un valor de pH 8. De igual manera
se registraron porcentajes de viabilidad nulos para pH 5 asi como porcentajes
de viabilidad menores al 50% en pH 9. Observando que en medios ligeramente
acidos (pH6) los embriones eclosionaban después de un periodo de 72 horas.
Estableciendo valores de pH 6, 7, 8 para las siguientes pruebas, debido a que
en este intervalo se presentd un alto porcentaje de fertilidad y por consiguiente

mayor nimero de embriones viables.

Para determinar el efecto del pH sobre la teratogénicidad inducida en
embriones Danio rerio, utilizando como biomarcador a la columna vertebral, fue
necesario identificar si el pH por si solo puede o no inducir malformaciones,
analizando embriones en tres valores de pH (6, 7 y 8), y se pudo observar que
el pH por si solo no provoca efectos teratogénicos, lo que podria evidenciar la
preferencia de la membrana hacia ambientes acidos o basicos para permitir el

paso de una sustancia ajena a la célula, dependiendo de la concentracion del
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compuesto a evaluar, por lo que el siguiente paso fue utilizar un teratégeno de

referencia para determinar los posibles efectos producidos por MnCl2

Se observd, que en los tres valores de pH (6, 7 y 8), a las dos
concentraciones de MnCl2, se obtuvieron diversas malformaciones en columna
vertebral, utilizando embriones en las primeras etapas de desarrollo y
analizandolas después de la fase de eclosion. Mostrando diferente sensibilidad
de los embriones del pez cebra al cloruro de manganeso a diferentes
ambientes (&cidos, neutros y alcalinos), dentro del valor en donde el pH no
afecta la fertilidad y viabilidad de los embriones, o que la biodisponibilidad del
manganeso es mas susceptible de provocar efectos en pH alcalinos a

concentraciones altas.

A menor pH, bajo las condiciones experimentales del presente trabajo,
es decir en un medio acido aumenta el numero de malformaciones a
concentraciones mas bajas del agente quimico; mientras que a
concentraciones mas altas el compuesto interactia con el valor de pH en un
medio alcalino por lo que se presenta un efecto sinérgico aunque opuesto en
las dos concentraciones con respecto al pH. El pH es sistemas acuaticos
influye de manera dominante en los efectos teratogénicos asociados a un
agente xenobiotico, determinado por el numero y tipo de malformaciones

manifestadas en embriones del pez cebra (Danio rerio).

Se observo claramente que el MnClz presenté su mayor capacidad de
absorcion a pH 6, esto se explica por el efecto del pH en la especiacion
quimica del ion hidronio en solucién acuosa. Asimismo, se observa que la
capacidad de absorcion decae a pH altos a concentraciones menores del
MnCIlz . Si bien el ion Mn esta bajo su forma Mn+2 a pH > 7, también es cierto
gue a pH bajos, la concentracion de iones hidronio (H30+) aumenta y compite
con el cation metalico por los sitios activos, favorecido por su alta movilidad
i6nica (Navarro Et al., 2006).
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También se observaron los efectos teratogénicos del pez cebra, los
cuales presentaron su maxima capacidad de absorcion de MnClza pH 6y 8 en
una concentracion menor y mayor respectivamente, debido a la acidez y
alcalinidad del medio acuoso. De tal manera que la evaluacion del efecto del
pH con respecto a la concentracion de MnClz, elucida la gran complejidad de la
quimica acuosa de los iones metélicos, cuya especie quimica predominante,
depende fuertemente de la acidez o alcalinidad del medio, necesaria para
competir con otros iones por los sitios activos en la superficie del absorbente.
(Navarro Et al., 2006).
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