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RESUMEN

Antecedentes. La comprension del mecanismo de toxicidad del arsénico se ha visto obstaculizada por fac-
tores bioldgicos, quimicos, incluida la relacion dosis respuesta, la especificidad y sensibilidad de las especies
utilizadas en bioensayos de los estudios toxicoldgicos para comprender su toxicodinamica. Objetivo. El pro-
posito del presente estudio fue evaluar el efecto embriotoxico, teratogénico y genotoxico ocasionados por la
exposicion a arsénico, a través del andlisis de frecuencia de malformaciones y micronicleos en eritrocitos de
sangre periférica en pez cebra. Métodos. De manera preliminar, se calculd la curva de toxicidad del arsénico
en embriones de pez cebra a partir de exponerlos a concentraciones de entre 0.0031 a 0.05 mg L' de arse-
nito de sodio (NaAs0,), durante 72 horas para determinar la concentracion letal media (CL,,) para la prueba
de embriotoxicidad y teratogénesis. Para la prueba de genotoxicidad, se realizé previamente el calculo de la
curva de toxicidad con peces cebra adultos que fueron expuestos a concentraciones de entre 0.035 a 0.044
mg L' durante 48 horas con la finalidad de establecer la CL,,. Resultados. Se demostro que el efecto del
arsenito de sodio fue estadisticamente positivo para las pruebas de embriotoxicidad y teratogénesis a las
concentraciones evaluadas. La exposicion al arsenito de sodio ocasion6 desarrollo embrionario anormal en
cada una de las concentraciones de prueba, ademas de presentarse malformaciones. Y un incremento en
la frecuencia de eritrocitos micronucleados estadisticamente significativa de 0.035, evidenciandose el dafio
genotdxico del arsénico. Gonclusiones. Este estudio, demostré que la induccion de anomalias nucleares en
los eritrocitos, asi como las anomalias en el desarrollo embrionario, son indicadores extremadamente sensi-
bles en el estudio de efectos toxicoldgicos, y sugieren que el potencial de riesgo de este metaloide debe ser
abordado en futuras investigaciones.

Palabras clave: eritrocitos, genotoxicidad, microntcleos, malformaciones, teratogénesis.

ABSTRACT

Background. Understanding the toxicity mechanism of arsenic has been hampered by biological, chemical
factors, including the dose response ratio, the specificity and sensitivity of species used in bioassays from
toxicological studies to understand their toxicodynamics. Goals. The purpose of this study was to evaluate
the embryotoxic, teratogenic and genotoxic effect caused by exposure to arsenic, through the frequency
analysis of malformations and micronuclei in peripheral blood erythrocytes in zebrafish. Methods. The toxi-
city curve of arsenic in zebrafish embryos was calculated from exposure to concentrations between 0.0031
and 0.05 mg L™ of sodium arsenite (NaAsO,) for 72 hours to determine the mean lethal concentration (LC, )
for the embryotoxicity and teratogenesis test. For the genotoxicity test, the calculation of the toxicity curve
with adult zebrafish that were exposed to concentrations between 0.035 and 0.044 mg L' for 48 hours was
previously performed in order to establish LC,,. Results. The effect of sodium arsenite was shown to be
statistically positive for embryotoxicity and teratogenesis tests at the evaluated concentrations. Exposure to
sodium arsenite resulted in abnormal embryonic development at each of the test concentrations, in addition
to malformations. And a statistically significant increase in the frequency of micronucleated erythrocytes of
0.035, showing genotoxic damage of arsenic. Gonclusions. This study showed that the induction of nuclear
abnormalities in erythrocytes, as well as abnormalities in embryonic development, are extremely sensitive
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indicators in the study of toxicological effects, and suggest that the risk
potential of this metalloid should be tested in future research.

Keywords: erythrocytes, genotoxicity, micronuclei, malformations, te-
ratogenesis.

INTRODUCCION

El arsénico (As), es un metaloide cominmente presente en el ambiente
(Coelho et al., 2012), en la naturaleza puede existir en su forma orga-
nica e inorganica, siendo esta ultima la forma mas toxica y acumulable
en organismos expuestos (Liao et al., 2004). Por sus caracteristicas
fisicoquimicas, el As se clasifica como un elemento altamente toxico,
carcinogénico y se encuentra entre los principales contaminantes am-
bientales a escala global, esta problematica ha sido reportada en va-
rias regiones del mundo (ATSDR, 2007; llind et al., 2009; Yamamura &
Amachi, 2014). Estudios epidemioldgicos han vinculado la exposicion
a altos niveles de arsénico a una mayor incidencia de cancer, fibrosis,
dafio celular, melanosis e hiperqueratosis (Das et al., 2004; Erraguntla
et al., 2012), ademas de dafio cardiovascular, diabetes tipo 2 y otras
enfermedades metabdlicas (Del Razo et al., 2011).

La presencia de arsénico a altas concentraciones desde 50 a 2500
ppm en cuerpos de agua en distintas regiones del mundo, representa
una amenaza para la biota y la salud humana (Carbonell-Barrachina et
al., 2009), esto dltimo esta sustentado en estudios epidemioldgicos al-
rededor del mundo en donde se evidencia la relacion de la exposicion a
este metaloide y sus compuestos a los efectos reportados en humanos
(Tchounwou et al., 2004; Li et al., 2009).

La comprension del mecanismo de toxicidad por arsénico se ha
visto obstaculizada por una serie de factores biologicos, quimicos y/o
situacionales, incluida la relacion dosis respuesta, la especificidad y
sensibilidad de los tejidos y especies utilizadas en bioensayos y como
biomonitores en estudios toxicoldgicos para comprender su toxicodina-
mica (Vahter et al., 2007). Diversos estudios han investigado el efecto
de este metaloide en organismos acuaticos, entre los que destacan los
peces, algunas de las especies utilizadas en estos estudios incluyen
a Oreochromis niloticus (Ahmed et al., 2011); Clarias batrachus (Dat-
ta et al., 2009); Fundulus heteroclitus (Gaworecki et al., 2012); Labeo
rohita, Cirrhina mrigala, Catla catlay Ctenopharyngodon idella (Kousar
& Javed, 2014). Estos organismos son sensibles para comprender los
posibles efectos potenciales de compuestos quimicos en los humanos
e incluso en el ecosistema (Datta et al., 2009; Ghobadian et al., 2015).

En este contexto, el pez cebra (Danio rerio) provee un modelo ideal
para estudiar y evaluar dichos efectos, debido a que se conoce amplia-
mente su fisiologia, morfologia y genoma, asi como por su facil man-
tenimiento y reproduccion en condiciones de laboratorio y por la gran
cantidad de trabajos publicados en revistas cientificas y asociaciones
especializadas en toxicologia y otras areas afines (Domingues et al.,
2010). Sus caracteristicas, como la fertilizacion externa, rapido desa-
rrollo embrionario (Zhang et al., 2003; Lieschke & Currie, 2007), trans-
parencia optica de los embriones, asi como por su alta sensibilidad
permite la evaluacion de riesgos a la salud de compuestos xenobidticos
(Hill et al., 2005; Oliveira et al., 2009). Ademas, proveen informacion de
los efectos genotdxicos y teratogénicos de los compuestos quimicos
(Zhu et al., 2004; Domingues et al., 2010; McCollum et al., 2011; Yang
etal.,, 2011; Li et al., 2014; Van-Houcke et al., 2015).
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Para comprender el potencial del arsénico de inducir efectos toxi-
cologicos en el pez cebra, se utilizaron los biomarcadores de dafio tera-
togénico a través de malformaciones en columna vertebral y la evalua-
cion de dafio genotoxico a través de la estimacion de la frecuencia de
microntcleos en eritrocitos de sangre periférica del pez cebra adulto.

MATERIALES Y METODOS
Mantenimiento del pez cebra

Se mantuvieron 200 peces cebra (Danio rerio) de una edad aproximada
de 3 meses, en el Centro de Investigaciones Bioldgicas de la Universi-
dad Auténoma del Estado de Hidalgo, México. Se aclimataron durante
un periodo de dos semanas y se mantuvieron en peceras de 70 litros,
con una temperatura de 27+1 °C, equipada con un calentador auto-
matico de 100 watts y un filtro de 10 watts con una capacidad de 480
L/h modelo AquaJet'™, y caracteristicas fisicoquimicas dptimas para el
desarrollo de los peces (Rivera, 2006), ademas de un fotoperiodo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. Durante el periodo de manteni-
miento (2 semanas), fueron alimentados 3 veces al dia con alimento
seco, agregando hojuelas de alimento comercial (Lomas®) con un
contenido de proteina cruda de 43%, grasa cruda 5%, fibra cruda 3%,
vitamina C 200 mg/kg; eliminando el exceso de alimento para evitar
contaminacion de hongos y protozoarios (Oberemm, 2000).

Para la reproduccion, los peces adultos se colocaron en una pecera
de desove de 40 L en proporcion 3:2 (48 machos y 32 hembras), equi-
pada con una malla de maternidad. Se mantuvo un total de 48 machos
y 32 hembras para inducir una cruza masiva de acuerdo al método de
produccion maxima de embriones (Westerfield, 2007). Los embriones
fertilizados fueron transferidos a un cristalizador limpio para evitar la
contaminacion por heces y restos de alimentos (Gaytan et al., 2008).
Los embriones se revisaron usando un microscopio estereoscopico
para seleccionar los embriones no fecundados o muertos (Kimmel et
al., 1995).

Prueba de embriotoxicidad y teratogenicidad

Se utilizd arsenito de sodio (NaAsQ,) (Sigma-Aldrich, CAS: 7784-46-5)
como fuente de arsénico para las pruebas de toxicidad, se preparé una
solucion stock de 10 g L disolviendo arsenito de sodio en agua con
temperatura de 27+1 °C, las soluciones de prueba fueron obtenidas a
partir de la dilucion de la solucion stock, para ello se probaron 10 con-
centraciones de arsenito de sodio para la prueba de toxicidad: 0.0031,
0.0062, 0.0125, 0.0187, 0.0250, 0.0281, 0.0312, 0.0375, 0.0437 y
0.050 mg L.

La prueba de toxicidad fue disefiada de acuerdo a Gaytan et al.
(2008) para establecer la concentracion letal media (CL,), dicha con-
centracion sirvio de criterio para seleccionar concentraciones subleta-
les experimentales (CL, ., CL,, ., CL,,) para la prueba de teratogénesis
sin que la toxicidad del compuesto enmascare dichos efectos.

Una vez que la CL, y las concentraciones subletales fueron esta-
blecidas, el efecto teratogénico fue evaluado utilizando el biomarcador
de dafio en columna vertebral (Gonzalez, 2005; Gaytan et al., 2008).
Para ello, se utilizaron 450 embriones por concentracion de entre apro-
ximadamente 2-4 horas postfertilizacion (hpf). Los embriones fertiliza-
dos fueron seleccionados y distribuidos en 15 frascos de vidrio de 125
mL con 30 embriones por frasco (Rivera, 2006). Cada frasco contenia
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100 mL de solucion de arsenito de sodio, correspondiente a las con-
centraciones 0.007, 0.0015, 0.0023 y 0.039 mg L™ que equivalen a
las CL,,,, CL,,, CL,, CL,; y un control negativo con 450 embriones
en agua libre de contaminante. La exposicion al compuesto quimico
duré hasta la eclosion de los embriones en peceras que se mantuvieron
a una temperatura de 27°C+1 y un fotoperiodo de 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad El desarrollo de los embriones fue observado
directamente en cajas Petri utilizando un microscopio estereoscdpico
marca Olympus, modelo SD-ILK equipado con un lente auxiliar de 40x.
Se analizaron 2250 embriones para la evaluacion de la frecuencia de
malformaciones.

Frecuencia de malformaciones en la columna vertebral

Para la evaluacion de malformaciones, se clasificd de acuerdo al bio-
marcador de dafio en columna vertebral, que consiste en dividir el
cuerpo del organismo en tres zonas, para identificar la zona dafiada
(cefalica, central y caudal) (Fig. 1). El tipo de malformaciones fue clasifi-
cado de acuerdo al tiempo de expresion como tempranas (espiral, cau-
dal espiral, escuadra, gancho y ausencia de cuerpo) y tardias (simple,
doble, multiple, curvas y aleta caudal) (Gonzalez, 2005; Rivera, 2006;
Gaytan et al., 2008). Ademas, se registraron alteraciones morfoldgicas
a nivel cardiaco identificadas como edema del saco vitelino y edema
pericardico.

Prueba de toxicidad y genotoxicidad

La prueba de toxicidad de arsénico en peces cebra adultos se realizd a
partir de arsenito de sodio como fuente de arsénico. La solucion stock
(10 g L") se prepard disolviendo arsenito de sodio en agua, las solu-
ciones de prueba fueron obtenidas a partir de la dilucion de la solucion
stock, para ello se utilizaron 10 concentraciones en la prueba de toxici-
dad en adultos 0.034, 0.035, 0.036, 0.037, 0.038, 0.039, 0.040, 0.041,
0.042, 0.043 y 0.044 mg L. En la prueba de toxicidad en adultos de
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pez cebra se expusieron 18 peces (6 peces en triplicado por concentra-
cion), durante 48 h en matraces Erlenmeyer de 1 L (Scotto et al., 2013),
cada uno de los matraces contenia 500 mL de la solucién de arsenito
de sodio (27°C+1), la prueba de toxicidad se realizd para establecer
la concentracion letal media (CL,), y se seleccionaron tres concentra-
ciones subletales (CL,,, CL,, ,, CL,,), para la prueba de genotoxicidad.

Una vez determinada la CL, y las concentraciones subletales ex-
perimentales, se evaluo el efecto genotdxico del arsénico a través de la
induccion de microntcleos en eritrocitos de sangre periférica. Para ello,
18 adultos (6 adultos en triplicado por concentracion), fueron expuestos
durante 48 h en matraces Erlenmeyer de 1 L (Scotto et al., 2013). Cada
matraz contenia 500 mL de la solucién de arsenito de sodio con tempe-
raturas de 27°C+1, correspondiente a las concentraciones proximales
de CL,,, (0.007 mg L"), CL,,,(0.015 mg L"), CL,, (0.023 mg L") y CL,
(0.039 mg L") y un grupo control en agua libre de contaminante.

6.25’ 12,5’

Analisis de la frecuencia de microntcleos en eritrocitos

La frecuencia de microntcleos (FMN) en eritrocitos fue evaluada de
acuerdo a la metodologia sugerida por Scotto et al. (2013). La cual con-
sistié en que posterior al periodo de exposicion (48 h), los organismos
fueron aletargados con 10 mL de solucién de bicarbonato de sodio a
una concentracion de 300 mg L', posteriormente fueron sacrificados
por decapitacion y se colocé una gota de sangre en portaobjetos lim-
pios, se extendid a manera de frotis con otro portaobjetos, y poste-
riormente se dejo secar a temperatura ambiente durante 15 minutos,
posteriormente se fijaron en metanol absoluto durante 15 minutos y
nuevamente se dejo secar a temperatura ambiente durante 15 minu-
tos. Finalmente, las muestras fueron tefiidas con solucion de Giemsa al
10% por 10 minutos, posteriormente se elimind el excedente por escu-
rrimiento con agua destilada y se dejo secar a temperatura ambiente
durante 60 minutos.

Figura 1. Division del cuerpo de Danio rerio

Vol. 31 No. 3 » 2021
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En cuanto al analisis, se revisaron un total de 1500 eritrocitos por
concentracion bajo un microscopio compuesto con aceite de inmersion
a una magnificacion de 1000x, registrando el nimero de micronlcleos
observados tanto en el grupo control como en los experimentales.

La identificacion de microntcleos (MN) fue de acuerdo a los crite-
rios establecidos por Palhares & Koppe (2002):

a) el diametro de los MN debe ser de al menos un tercio del tama-
fio del nucleo principal

b) los MN deben estar separados del n(icleo principal
c) el MN debe tener una tincion similar al nticleo principal

El calculo de la frecuencia de micronticleos se realizd mediante la si-
guiente formula:

FMN = Numero de microntcleos / Nimero de células analizadas
Analisis estadistico

Los valores de la CL, para de las pruebas de teratogénesis y genotoxi-
cidad fueron estimados mediante la prueba de Probit en el programa
Statistica V10 (IBM Corp. Released, 2017). Mientras que, para el analisis
de los efectos teratogénicos y genotoxicos, se realizo una prueba de X?
con los datos de frecuencia de malformaciones en columna vertebral y
la frecuencia de microndcleos en eritrocitos de sangre periférica para
identificar diferencias significativas entre tratamientos.

RESULTADOS
Prueba de embriotoxicidad y teratogenicidad

La prueba Probit estimo la CL,; en 0.039 mg L™ con limite inferior de
0.033 mg Ly limite superior de 0.046 mg L' para la prueba de em-
briotoxicidad, a partir de esta, se probaron tres concentraciones su-

Tabla 1. Valores obtenidos de dosis-respuesta a partir de un ensayo de
72 horas con embriones de Danio rerio del pez cebra expuestos a dife-
rentes concentraciones de arsenito de sodio. : nimero de embriones,
S: Desviacion estandar.

Concentracion Mortali- Mortalidad Media = S
(mg L-1) dad %
0.0500 60 41 68.33 13.66 + 13.31
0.0437 60 42 70 14 +10.58
0.0375 60 28 46.67 9.33+£10.70
0.0312 60 30 50 10 £9.53
0.0281 60 24 40 8+12.12
0.0250 60 27 45 9+9.64
0.0187 60 16 26.67 5.33 +6.80
0.0125 60 13 21.67 4,33 +£4.93
0.0062 60 9 15 3+5.19
0.0031 60 8 13.33 2.66 + 3.78
Control 60 1 1.66 0.33 £ 0.57

Sanchez-Olivares M. A. et al.

bletales experimentales para los tratamientos de teratogénesis CL,,
(0.023 mg L), CL,,(0.015 mg L), CL, ,,(0.007 mg L""). EI porcentaje
de mortalidad aumenté a medida que la concentracion de arsenito de
sodio incrementaba (Tabla 1). Para evaluar los efectos teratogénicos
potenciales del arsenito de sodio en el desarrollo embrionario de Danio
rerio, se examind la morfologia de los embriones con un microscopio
estereoscdpico a las 72 hpf. La morfologia de los embriones en el grupo
control mostré un desarrollo normal en la columna vertebral (Kimmel
et al., 1995). Los embriones expuestos a concentraciones de 0.007 mg
L' presentaron cuatro tipos de malformaciones identificadas como
sencilla, doble, multiple y curva, en un tiempo de expresion tardio. En
la concentracion 0.015 mg L' se observaron cinco tipos de malforma-
ciones, en tiempo de expresion temprano (ausencia de cuerpo) y tardia
(sencillas, dobles, curvas y aleta caudal). En la concentracion 0.023
mg L, seis tipos de malformaciones fueron detectadas, en tiempo de
expresion temprana se presento la malformacion de ausencia de cuer-
po, mientras que en el tiempo de expresion tardia se presentaron las
malformaciones sencillas, dobles, curvas, multiples y de aleta caudal.
En la concentracion mas alta de 0.039 mg L se presentd la malfor-
macion en espiral en tiempo de expresion temprana, y en el tiempo de
expresion tardia las malformaciones sencilla, doble, multiple, curva y
aleta caudal. Posterior a la exposicion (72 horas), algunos embriones
tuvieron otro tipo de anomalias identificadas como edema pericardico
y del saco vitelino (Fig. 2).

De acuerdo a la prueba de X2, las concentraciones probadas CL,,,
CL,;, CL,,,, CL,,, en cada uno de los tratamientos, mostraron diferen-
cias significativas (P < 0.007) entre los tratamientos y el grupo control,
confirmando el efecto teratogénico del compuesto (Tabla 2). De acuer-
do al tiempo de expresion de las malformaciones, las malformaciones
tardias fueron mas frecuentes en comparacion con las malformaciones

tempranas (Fig. 3)

El arsenito de sodio ocasiond un incremento en la frecuencia de
malformaciones en los embriones de pez cebra con respecto a la dosis
de exposicion, mostrando una relacion dosis-respuesta.

Prueba de toxicidad y genotoxicidad

La prueba de Probit estimo la CL,; en 0.040 mg L™ con limite inferior de
0.039 mg L'y limite superior de 0.041 mg L en la prueba de toxicidad
en adultos de Danio rerio. En la prueba de genotoxicidad los resultados
obtenidos revelaron que la frecuencia de microntcleos se incrementd
respecto a la concentracion de arsenito de sodio, mostrando una rela-
cion dosis-respuesta (Fig. 3). Se observaron diferencias significativas
en la prueba de X? (P < 0.00017) (Tabla 3) entre el grupo control y los
organismos expuestos al arsénico. En cada una de las concentraciones
probadas, se registraron eritrocitos micronucleados, la frecuencia de
micron(cleos en la concentracion mas alta (0.040 mg L), correspon-
diente a la CL,, fue de 0.035, mientras que en la concentracion mas
baja (0.034 mg L") que corresponde a la CL,, se registr una frecuen-
cia de micronticleos de 0.008. Para las concentraciones 0.035 y 0.037
mg L correspondientes a las CL,, .y CL,,, se obtuvo una frecuencia de
microntcleos de 0.014 y 0.02 respectivamente.

Como se muestra en la tabla 3, la frecuencia de microntcleos au-
mento significativamente conforme se incremento la concentracion de
arsenito de sodio (Fig. 4).

Hidrobiol6gica
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Figura 2. Malformaciones en columna vertebral en Danio rerio. EP: edema pericardico; ESV: edema del saco vitelino; A) embrion con desarrollo normal; b) malfor-
macion en espiral (0.039 mg L™"); ¢) malformacién de ausencia de cuerpo con edema pericardico y del saco vitelino (0.023 mg L™'); d) malformacion sencilla (0.007
mg L"); E) malformacion doble con edema pericardico y del saco vitelino (0.023 mg L™'); F) malformacion mdiltiple (0.007 mg L"); G) malformacion curva con edema
del saco vitelino (0.015 mg L™"); H) malformacion aleta caudal con edema del saco vitelino (0.015 mg L.

DISCUSION

En el presente estudio, se evaluaron los efectos teratogénicos y ge-
notéxicos del arsenito de sodio en el desarrollo embrionario y eritro-
citos de sangre periférica del pez cebra (Danio rerio). El arsénico es
un metaloide clasificado como teratdgeno y carcindgeno que ocasiona
efectos adversos en vertebrados. Los resultados del presente estudio

Vol. 31 No. 3 » 2021

corroboran lo establecido por investigaciones realizadas en las Ultimas
dos décadas en la evaluacion de efectos teratogénicos (Prieto-Garcia
et al., 2006; Li et al., 2009; Ahmed et al., 2011; Adeyemi et al., 2015) y
efectos genotdxicos inducidos por la exposicion a dicho metaloide (Ya-
dav & Trivedi, 2009; Kumar et al., 2013; Kousar & Javed, 2014; Sayed
etal., 2015).



226

Control Clg o5

w w B
o ($3] o

N
(8]

-
(8]

-
o

Frecuencia de malformaciones
)
o

Sanchez-Olivares M. A. et al.

.CL25 .CL50

ul 1,

5 I
0 ]|
G Esp EC Aus

Tempranas

Esc

S D M C AC

Tardias

Tipo de malformaciones

Figura 3. Frecuencia de malformaciones a las 72 hpf de exposicion al arsenito de sodio. G: gancho; Esp: espiral; EC: espiral caudal; Esc: escuadra; Aus: ausencia de

cuerpo; S: simple; D: doble; M: multiple; C: curva; AC: aleta caudal.

En la prueba de embriotoxicidad, la mortalidad resulto ser proporcional
al incremento en las concentraciones de prueba, corroborando lo esta-
blecido en estudios previos del efecto letal del arsénico en embriones
de Danio rerio (Prieto-Garcia et al., 2006; Li et al., 2009; Ahmed et al.,
2011; Adeyemi et al., 2015). El valor de la CL_-72h para la prueba de
teratogénesis se establecié en 0.039 mg L, y segun los resultados
de esta prueba, los embriones expuestos a concentraciones de 0.023
mg L, presentaron malformaciones como ausencia de cuerpo, sen-
cilla, dobles, mdltiples, curvas y de aleta caudal; en la concentracion
0.039 mg L' se observaron las malformaciones espiral, sencillas, do-
bles, mltiples, curvas y de aleta caudal. Mientras que los embriones
expuestos a 0.007 mg L' mostraron malformaciones sencillas, dobles,

multiples y curvas y en la concentracion 0.015 mg L' se observaron
las malformaciones de ausencia de cuerpo, sencillas, dobles, curvas y
de aleta caudal con respecto a las establecidas en los tipos de dafio en
columna vertebral (Gaytan et al., 2008), las malformaciones fueron aln
mas severas en las concentraciones de prueba mas altas de arsenito
de sodio (0.039 mg L), corroborando lo establecido por Gaworecki et
al. (2012) y Sfakianakis et al. (2015) quienes establecen que algunas
de las anormalidades mas comunes ocasionadas por sales de arséni-
co, ocurren en el desarrollo embrionario, afectando la formacion de la
columna vertebral. Asi mismo, en cada una de las concentraciones de
prueba se presentd una gran incidencia de edemas pericardico y del
saco vitelino.

Tabla 2. Frecuencia de malformaciones observadas en los tratamientos con arsenito de sodio. 7: nimero de embriones; S: Desviacion estandar;
G: gancho; Esp: espiral; EC: espiral caudal; Esc: escuadra; Aus: ausencia de cuerpo; S: simple; D: doble; M: multiple; C: curva; AC: aleta caudal. *X?

prueba corregida por X*'; (+) positivo.

Malformaciones en la columna vertebral

Concentracion

(mg L) Media + S Tempranas Tardias

G Esp EC Esc Aus S D M C AC Total
CL50 (0.039)* 450 9+ 4.66 0 6+ 0 0 0 10+ 5+ 1+ 13+ 3+ 74+
CL25 (0.023)* 450 4.4 +8.49 0 0 0 0 1+ 271+ 2+ 2+ 10+ 2+ 61+
CL125(0.015)* 450 51 +11.37 0 0 0 0 1+ B+ 2+ 0 11+ 1+ 24+
CL6 2'5 (0.007)* 450 2.8 +6.83 0 0 0 0 0 22+ 3+ 2+ 1+ 0 16
Control HZO 450 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 6 0 0 2 95 12 5 35 6 161
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De manera similar, Adeyemi et al. (2015), reporta anormalidades
en columna como escoliosis, retardo en crecimiento, y la formacion de
edemas en pericardico y en saco vitelino. Muchos estudios en pez cebra
han reportado la presencia de edemas (pericardico y en saco vitelino)
en embriones expuestos a diferentes compuestos quimicos (Hill et al.
2005; Raldua et al., 2008; Ghobadian et al., 2015); estos compuestos
pueden ocasionar fugas en los vasos endoteliales provocando disfun-
ciones cardiovasculares derivando en edemas pericardicos (Hallare et
al., 2006; Yu et al., 2011). En el caso de los edemas del saco vitelino
podrian ser ocasionados por un desarrollo anormal en el vitelo por un
suministro nutricional deficiente en los embriones (Raldua et al., 2008).
En la evaluacion de efectos teratogénicos la presencia de edemas pe-
ricardicos y edemas del saco vitelino representan una asociacion, ya
que suelen ocurrir en estudios de exposicién a compuestos quimicos.

El potencial genotoxico del arsénico ha sido reportado anterior-
mente por diversos autores (Yadav & Trivedi, 2009; Ahmed et al., 2011;
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Kummar et al., 2013; Kousar & Javed, 2014; Sayed et al., 2015), y para
determinar el efecto genotoxico, la prueba de microntcleos (MN) es
una herramienta sensible y muy utilizada para evaluar ruptura y dafio
cromosomico (Fenech, 2002), ademas pueden analizarse en diferentes
tipos de células, entre los que se encuentran los eritrocitos (Bolognesi
& Hayashi, 2011; Bolognesi et al., 2006). En este estudio, se evalud
el efecto genotoxico del arsenito de sodio sobre eritrocitos de sangre
periférica del pez cebra (Danio rerio) y se demostrd que la frecuencia
de micronucleos se incrementd de manera proporcional a la concen-
tracién de arsenito de sodio suministrado (Tabla 3). Del mismo modo,
Kousar & Javed (2014), determinaron el efecto genotoxico del arsénico
en eritrocitos de sangre periférica en cuatro especies de peces: Labeo
rohita, Cirrhina mrigala, Catla catlay Ctenopharyngodon idella, y ob-
servaron un aumento significativo en el dafio al ADN dependiente de la
concentracion de arsénico suministrado.
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Vol. 31 No. 3 » 2021

(d) CL, ;.

12.5



228

Tabla 3. Frecuencia de micron(cleos en eritrocitos de sangre periférica
del pez cebra. FMN: frecuencia de microntcleos; CL: concentracion le-
tal. *X?prueba corregida por X*'; (+) positivo.

Concentracion .
CL Media = S FMN

(mg L)

Control - 0 0
*0.034 CL, 4+1 0.008+
*0.035 CL,,, 7.3+0.57 0.014+
*0.037 CL,, 101 0.020+
*0.040 CL 17.66+6.11 0.035+

Durante el presente estudio, en la concentracion experimental
mas alta de arsenito de sodio correspondiente a la CL; (0.040 mg L)
se presentd una FMN de 0.035/1500 eritrocitos. De manera similar,
Yadav & Trivedi (2009) reportaron una FMN de 8.83-10.33/1000 cé-
lulas en una concentracion de 6.936 mg L de triéxido de arsénico.
Las concentraciones de prueba en el presente estudio son inferiores a
las reportadas por Yadav & Trivedi (2009), sin embargo, estos autores
establecen que la formacién de microndcleos en pez cebra se induce
significativamente incluso a bajas concentraciones.

CONCLUSION

En este estudio, se demostrd que en el pez cebra el arsenito de sodio a
las concentraciones experimentales de 0.007, 0.0015, 0.0023 y 0.039
mg L™, ocasiona embriotoxicidad, anomalias en columna vertebral du-
rante el desarrollo embrionario, incluyendo efectos edemas pericardi-
c0s, en saco vitelino y dafio en el material génetico, ya sea por efectos
clastogénicos o aneuploidegénos (microntcleos). Estos resultados de-
muestran la sensibilidad del pez cebra como un modelo experimental
sensible y excelente en la evaluacion del efecto teratogénico y genoto-
xico en la exposicion al arsénico. El presente estudio provee datos para
comprender efectos del arsénico, pero se requiere mayor énfasis en su
toxicocinética y toxicodinamica en futuras investigaciones.
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