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RESUMEN

Las normas actuales para los vertidos de efluentes industriales y municipales en los cuerpos
receptores se basan en el establecimiento de limites maximos de contaminantes que se
consideran muy dafinos para los ecosistemas. Sin embargo, la mayor parte de los efluentes
son de caracter complejo e introducen una gran cantidad y diversidad de sustancias quimicas
en los cuerpos receptores, muchas de ellas desconocidas, que pueden adquirir efectos
sinérgicos al interactuar con otras sustancias presentes en los cuerpos de agua y causar un
impacto mayor al que provocarian por si solas. Los efectos ecotoxicoldgicos adversos inducidos
pueden ser agudos o cronicos y pueden ocurrir en todos los niveles de organizacion biologica,
desde el molecular hasta el de ecosistemas. Entre ellos se encuentran cambios en la cantidad
de energia celular, alteraciones fisiologicas relacionadas con el estrés de induccion, reduccion
del crecimiento, deterioro de la reproduccion y, en Ultima instancia, los efectos sobre el
ecosistema. Para comprender plenamente esta secuencia de efectos en los sistemas acuaticos,
la investigacién deberia centrarse en la integracién de diferentes aspectos ecotoxicolégicos, de
mecanismos moleculares de la accion tdxica sobre el proceso fisiolégico y ecolégico. Una
estrategia para investigar los posibles efectos adversos y los modos de accién toxicol6gica
después de una exposicion y/o para evaluar la contaminacion de productos quimicos (metales
pesados, compuestos organicos sintéticos y compuestos estrogénicos), es el uso de
bioensayos, ademas de las mediciones quimicas. Los métodos de toxicidad evallan el efecto
total de un efluente complejo o su impacto potencial sobre los cuerpos de agua. Debido a que
los efluentes son la principal fuente de entrada directa y continua de los contaminantes a los
ecosistemas acuaticos, el estudio de los efectos de la exposicion de efluentes en los
organismos tiene un interés ecologico (Ausley, 2000). El desarrollo y aplicacion de
metodologias de toxicidad es una parte importante de la ecotoxicologia aplicada en los ultimos
afos.

El laboratorio de calidad del agua del IMTA cuenta con el Area de Toxicologia Servicios, en la
cual se efectian diversas pruebas con procedimientos normalizados a nivel nacional e
internacional o procedimientos propios, validados en el laboratorio, generando resultados
confiables de alta calidad, con la finalidad de prestar servicios cuyos resultados permitan la
toma de decisiones sobre la problematica ambiental.

Las pruebas de toxicidad aguda que actualmente se realizan en el Area de Toxicologia
Servicios emplean bacterias bioluminiscentes (Vibrio fischeri) y cladoceros (Daphnia magna);
para las pruebas de toxicidad subcronica se emplea un alga unicelular (Pseudokirchneriella
subcapitata) y para la prueba de genotoxicidad se utiliza Salmonella typhimurium (bacteria
modificada por ingenieria genética). Con la implementacion y validacién de la prueba de
toxicidad aguda utilizando el pez Danio rerio como indicador, el Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua incrementara su capacidad de analisis.
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Se menciona también el procedimiento preliminar para la realizacion de la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), la cual permitiria detectar cualquier dafio genético que
afecte a organismos de sangre fria, con relativa rapidez. Esta prueba tiene multiples
aplicaciones tanto para ciencia basica como aplicada, y debe considerarse que con la situacion
actual se requiere dar respuestas rapidas a la toma de decisiones.

En este contexto, el Area de Toxicologia Servicios del IMTA puede ofrecer estas pruebas como
herramientas de andlisis de toxicidad en varios niveles (toxicidad aguda, crénica, genotoxica)
para identificar el efecto causado por sustancias toxicas en los cuerpos de agua, efluentes,
descargas industriales, descargas municipales y de plantas de tratamiento. Las caracteristicas y
los efectos de los efluentes industriales son muy variables y deben ser identificadas de forma
independiente. El uso de los bioensayos permite identificar a las industrias que estan
descargando a los cuerpos de agua agentes toxicos, inclusive en el caso de que cumplan con
los requisitos establecidos en la normatividad vigente.
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1. INTRODUCCION

1.1 Contaminacién del agua

El rapido incremento de la poblacion, la industrializacion urbana y la intensificacion de los
cultivos, ha ocasionado un crisis mundial de este recurso haciendo responsables a las grandes
ciudades como las principales fuentes contaminadoras, debido a que después de utilizarla la
eliminan en forma de aguas negras, las cuales después se mezclan con las corrientes naturales
hasta llegar a los océanos (GEO, 2000). En algunos casos, la introduccion de contaminantes
esta relacionada con la lluvia, la naturaleza geoldgica de la cuenca y la erosion; esta ultima
arrastra los contaminantes hasta los cuerpos de agua receptores. También suele suceder que
los mantos acuiferos atraviesan zonas donde existen yacimientos de metales o sustancias
sulfurosas (contaminacién natural), sin embargo, la forma mas comun de contaminacién de los
mantos acuiferos ocurre por filtracién, a través del suelo, de sustancias provenientes de
drenajes sanitarios o por lixiviados originados en basureros los cuales, ademas, adicionan una
elevada cantidad de materia organica e inorganica (Vogel y Rivas, 1997).

Los mantos acuiferos son vulnerables a la contaminacién ocasionada por microorganismos
como: bacterias y protozoos (bioldgica), los cuales pueden causar algunas enfermedades como:
tifoidea, colera, disenteria, hepatitis infecciosa o amibiasis, entre otras, haciendo que cada dia
mueran a nivel mundial, cerca de 25 000 personas como resultado de una pobre calidad del
agua.

1.2 Importancia de la ecotoxicologia

En los ultimos afios se ha desarrollado la ecotoxicologia, la cual se enfoca al estudio
multidisciplinario del origen, distribucion y efectos de un agente contaminante sobre los
organismos vivos, sus poblaciones y sus comunidades (Jorgensen, 1998 y Woolley, 2003)
empleando métodos toxicoldgicos, quimicos y ecolégicos para describir la interaccion entre
agentes contaminantes, organismos y ecosistemas (Figura 1).
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Estudios ecoldgicos

Figura 1. Estudio multidisciplinario de ecotoxicologia (Medicina y Encina, 2000).

En la ecotoxicologia se caracteriza el agente contaminante, se identifica su origen, su
concentracion, su cinética y sus consecuencias, tanto a nivel individual como ecoldgico (Vera et
al., 2001).

1.2.1 Evaluacion de riesgo

Para evitar una crisis del ambiente es necesario establecer metodologias que permitan evaluar
el riesgo que conlleva el empleo de agentes contaminantes, con la finalidad de impedir que se
produzcan nuevos cambios que puedan dafar los ecosistemas (Martinez, 1996).

En 1978 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definié “riesgo” como un concepto
estadistico, diciendo que es la frecuencia esperada de un efecto nocivo producido por la
disposicion a un agente. Rodrick et al. en 1992 definen “evaluacién de riesgo” como el proceso
mediante el cual son identificadas y evaluadas las propiedades tdxicas de una sustancia,
considerando que la toxicidad de una sustancia esta relacionada con la via de introduccion al
organismo, sus propiedades individuales y la dosis (Figura 2), por consiguiente, el riesgo
depende de cOmo se usa, manipula y fabrica una sustancia (Weil, 1975).
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Figura 2. Relacién entre riesgo y toxicidad (Weil, 1975).

La evaluacion de riesgo, considera hechos verdaderos, los cuales definen los efectos
ocasionados en la salud de los organismos o0 materiales expuestos a situaciones o0 sustancias
peligrosas. Los siguientes pasos tratan de identificar las relaciones existentes entre agentes
peligrosos, individuos o poblaciones expuestas, dosis, concentracion, tiempo, biodisponibilidad,
susceptibilidad biolégica y dafio bioldgico:

1.- Identificacion del peligro

Es el proceso en el cual se determina si la exposicién a un agente puede producir un aumento
en la incidencia de un efecto, el principal objetivo es demostrar que el agente induce un efecto
adverso en la salud.

2.- Evaluacion dosis-respuesta

En ella se caracteriza la relaciéon entre la dosis administrada de un agente quimico y la
incidencia de efecto adverso en la poblacion expuesta, considerando la intensidad de la
exposicidn, la época de la exposicion, sexo, estilo de vida, metabolismo y otros factores que
pueden afectar la respuesta.

3.- Evaluacion de la exposicion
Es el proceso de medida o estimacién de la intensidad, frecuencia y duracion de la exposicion
a un agente presente en el medio ambiente.

4.- ldentificacion del riesgo

Proceso para estimar la incidencia de los efectos sobre la salud bajo varias condiciones de
exposicion (NCR, 1983). La evaluacion de riesgo requiere del conocimiento de las distintas
fases del estudio toxicologico, el cual se divide en: identificacion y cuantificacion de la
exposicidn, toxocinética del compuesto y toxodinamica (Bristol et al., 1984) (Figura 3).
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Figura 3. Etapas en la evaluacion de riesgo (Bristol et al., 1984).

1.3 Bioensayos de toxicidad y de genotoxicidad

1.3.1 Toxicidad aguda

Son pruebas de uso frecuente, debido a su respuesta en corto tiempo. Son bioensayos que
miden la capacidad de una sustancia de ejercer un efecto téxico en un sistema bioldgico y se
miden a través de mortandad (Vega, 1990b), sustentando estudios de exposiciones repetidas o
accidentales (cronicas) que permiten identificar las manifestaciones clinicas y patoldgicas
asociadas, asi como la concentracion letal cincuenta (CLso), empleada para estudios cronicos o
subcronicos posteriores (PNUMA y OMS, 1980; Vettorazzi, 1992 y Moreira, 1995).

1.3.2 Toxicidad cronica

Son estudios de larga duracion que permiten evaluar efectos carcinogénicos y teratogénicos en
lapsos de tiempo que van de meses hasta afos, segun el bioensayo empleado, y se llevan a
cabo principalmente in vivo (Medina y Encina, 2003). Permiten la localizacion y caracterizacion
de los efectos toxicos que se manifiestan después de una exposicion prolongada, incluyendo
aqguellas irreversibles y progresivos, determinan érganos con mayor susceptibilidad (érganos-
blanco) o con mayor afinidad (6rgano-afin) asi como la relacion dosis-respuesta segun el
bioensayo empleado (Vega, 1990b). La prueba toxicidad crénica permite obtener resultados de
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efectos desde un nivel individual hasta el poblacional, como es el caso de sustancias quimicas
gue tienden a persistir o concentrarse en el organismo o en el ambiente (PNUMA y OMS, 1980
y Vettorazzi, 1992).

1.4 Carcinogénesis, mutagénesis y teratogénesis

Se han identificado suficientes evidencias epidemiolégicas que permiten vincular el aumento en
la frecuencia de enfermedades y malformaciones congénitas debido a la exposicion a diferentes
factores ambientales (Figura 4), incluyendo sustancias con capacidad carcinogénica
mutagénica y/o teratogénica, ademas de aquellas que tiene un efecto téxico (Vega, 1990ay by
Albert, 1998).

/'

EXPOSICION AGUDA = TOXICIDAD

AGENTE _<
QuimMIco
CARCINOGENSIS

EXPOSICION CRONICA

N—

MUTAGENESIS

TERATOGENESIS

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

Estudios experimentales de carcinogénesis confirman el efecto directo de algunas sustancias
guimicas en los cambios celulares; sin embargo, no existe una correlacién directa entre
toxicidad aguda y carcinogenicidad; una sustancia quimica de alta toxicidad puede no ser
potencialmente carcinogénica o presentar una actividad muy reducida; mientras que una
sustancia quimica que produce un efecto toxico muy pequefio 0 no evidente en experimentos
de toxicidad agudos, puede ser un carcindgeno muy potente (PNUMA y OMS, 1980).

Existe evidencia experimental que vincula la actividad carcinogénica de diversas sustancias
guimicas con la capacidad de ejercer un efecto mutagénico, lo que ha llevado a postular la
relacion entre carcinogénesis y mutagénesis (Cortinas, 1985; Albert, 1998 y Cortinas 1998),
entendiendo esta Ultima como cualquier mutacion o cambio en el material genético. Estos
cambios pueden afectar a las generaciones siguientes, siempre y cuando la mutacién se
presente en el material genético transmitido a los descendientes (Kamrim, 1990); dicha relacion
hasta ahora se ha limitado a cambios del genotipo que aparecen como consecuencia de
cambios estructurales de los acidos nucleicos. No se ha demostrado que todos los mutagenos
guimicos sean carcinégenos, sin embargo, se ha comprobado que muchos carcinogénicos,
varios de los cuales producen cancer en el hombre, son mutagenos (PNUMA y OMS, 1980).
Por ejemplo; las mutaciones ionizantes son capaces de producir rupturas en la hélice del ADN



( £ '}
t g ¥
b
Instituto Mexicano de . MEDIO AMBIENTE )
fl.:{.nrrﬂugfn’ del Agua REC L i A .

asociandolas con procesos cancerigenos en diversos organos; o los rayos ultravioleta que
forman dimeros de timina y se asocian con procesos cancerigenos en piel (Albert, 1980).

Kamrin (1990) sefiala que un evento mutagénico puede afectar moléculas que son necesarias
para la diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario e interferir en el correcto
desarrollo del producto, ocasionando efectos teratogénicos (defectos de nacimiento:
malformaciones estructurales, alteraciones fisioldgicas, entre otras), a menudo como resultado
de la exposicién a un téxico durante el embarazo. Estas anormalidades pueden pasar por una
serie de pasos consecutivos que generalmente culmina con alteraciones en el desarrollo celular
y comunmente con la muerte del embrién o feto.

La teratogénesis se clasifica como un efecto crénico, aun cuando el toxico aparezca durante
periodos relativamente cortos e irrelevantes, comparados con el ciclo de vida del organismo. Sin
embargo, los agentes teratogénicos son especificos, a tal grado, que un tipo particular de
defecto de nacimiento esta relacionado a la exposicidén particular de un quimico; por otro lado,
los defectos de nacimiento pueden ser heredables y aparecer en generaciones futuras (Kamrim,
1990).

En la Tabla 1 se muestran las principales células blanco de los distintos procesos
carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos, estableciendo sus principales diferencias en el
periodo de susceptibilidad y el tiempo de exposicién, lo cual permite establecer las diferencias
entre cada uno de estos procesos y por lo tanto entre los agentes potencialmente peligrosos.

Tabla 1. Caracteristicas toxicoldgicas de los carcin6genos, mutagenos y teratbgenos (Vega, 1990b).

Agente Células blanco Periodo susceptible Duracion de la

a la exposicion exposicion y dosis

Carcindgeno Somaéticas Todos los estadios Cronica, todas las
del ciclo celular dosis

Mutagenos Germinales Todos los estados  Aguda o cronica,
de la todas las dosis
gametogénesis

Teratdgeno Tejidos Organogénesis Aguda, todas las

inmaduros dosis
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1.5. Importancia de la temperatura en estudios de toxicidad acuatica.

La variacion actual en la temperatura ambiental puede influir en la permanencia y movilidad de
un agente quimico, asi como en el deterioro de la salud y/o en una mayor susceptibilidad y
resistencia a infecciones; ademas de variacion en las respuestas fisioldégicas por la accion de
sustancias quimicas toxicas. Por lo tanto la absorcion, distribucion, transformacion metabdlica,
excrecion y reactividad con sitios receptores dependen de diversas reacciones
termodependientes, por lo que cabria esperar que la toxicidad, teratogenicidad,
carcinogenicidad y genotoxicidad de algunas sustancias se vean facilmente influidas por los
cambios de temperatura (PNUMA y OMS, 1980).

En los ensayos de toxicidad acuatica realizados a temperaturas superiores a 30 °C, la
temperatura puede tener efectos semejantes a los producidos por agentes fisicos 0 quimicos,
por lo que es importante su control en procesos experimentales en sistemas acuaticos. En los
sistemas vivos, los limites de funcionalidad y tolerancia son estrechos, por lo tanto, la
temperatura debe mantenerse constante, debido a que ligeras variaciones en la misma pueden
provocar que se presenten cambios funcionales y estructurales, lo que podria atribuirse
errbneamente a la accion de algun otro agente (Mufioz, 1996). Por otra parte, la temperatura
también puede favorecer efectos sinérgicos o inhibitorios (antagénicos) de los efectos propios
de agentes fisicos y quimicos, afectando su potencial téxico, teratogénico, carcinogénico y/o
genotoxico, asi como su absorcion, metabolismo y excrecion, por lo que la combinacién de
multiples variables puede dar lugar a una amplia gama de respuestas bioldgicas (PNUMA y
OMS, 1980).

1.6. Caracteristicas fisicoquimicas del EDTA

El EDTA es compuesto quimico denominado acido etilendiaminotetraacético, con la formula
[CH2N(CH2CO2H)2])2 (Figura 5). Es incoloro, soluble en agua. Su utilidad se debe a que como
agente quelante, tiene la capacidad de "secuestrar" los iones metdlicos, tales como Ca?* y Fe3*,
Después de ser secuestrados por el EDTA, los iones metélicos permanecen en solucién, pero
presentan disminucién de la reactividad. El EDTA se produce como varias sales, en particular,
EDTA disddico y calcio disodico EDTA.
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Figura 5. Molécula del EDTA

1.7 Usos

En la industria, el EDTA se utiliza principalmente para retener los iones metéalicos en solucién
acuosa. En la industria textil, impide que las impurezas de iones de metal modifiquen los colores
de los productos de tefiido. En la industria del papel, el EDTA inhibe la capacidad de los iones
metdlicos, especialmente de Mn?*, de la catdlisis de la oxidacion de perdéxido de hidrégeno, que
se utiliza en el "blanqueo libre de cloro”. EI EDTA se agrega a algunos alimentos como
conservante o estabilizante para evitar la oxidacion, la cual es catalizada por los iones
metalicos. En los productos de cuidado personal, se afiade a los cosméticos para mejorar su
estabilidad. En Bebidas sin alcohol que contienen el acido ascérbico y el benzoato de sodio,
EDTA reduce la formacion de benceno (un cancerigeno).

La reduccién de la dureza del agua en las aplicaciones de lavanderia y la disolucién de escala
en las calderas de ambas se basan en EDTA y complejantes relacionados para secuestrar los
iones de Ca?" y Mg?*, asi como otros iones metdlicos. Una vez unidos al EDTA, no hay
tendencia a formar precipitados.

La solubilidad de los iones de hierro se consigue con EDTA. Esta propiedad es util en la
agricultura, asi como en la hidroponia, especialmente en suelos calcareos. De lo contrario, el
hierro (lll) forma sales insolubles, que son menos biodisponibles.

1.8 Efectos toxicologicos

Su degradacion conlleva a la conversion de acido etilendiaminetriacetico. El EDTA presenta
baja toxicidad aguda con DLso (rata) de 2,0 a 2,2 g/kg. Causa citotoxicidad y es débilmente
genotoxico en animales de laboratorio.

En condiciones ambientales siempre existira un exceso estequiométrico de iones calcio, de tal
manera que el EDTA no ejercera una accion toxica que afecte el balance de calcio para
organismos acuaticos. Las concentraciones reales de EDTA en aguas superficiales son
inferiores a aquellas que podrian ejercer algun efecto adverso sobre la vida acuatica. Es poco
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probable que un compuesto polar, soluble en agua como el EDTA, se bioacumule en el
componente lipidico de organismos acuaticos.

1.9. Bioindicadores, bioensayos y biomarcadores

Los ecosistemas actuales estan expuestos a una gran cantidad de estresores ambientales, 1o
cual ha llevado a una calidad ambiental cada vez mas pobre. Mediante el empleo de
bioindicadores se puede medir y/o cuantificar la presencia de diversos toxicos en un ambiente
especifico. Su empleo en diferentes paises esta enfocado no sélo a medir la salud de un
ecosistema caracteristico, sino también a determinar el impacto en el dmbito de la salud
humana; por lo tanto, un indicador es un organismo seleccionado por el grado de sensibilidad o
tolerancia a diversos tipos de contaminantes y sus efectos (Fernicola, 1992 y de la Lanza,
2000).

El uso de organismos en condiciones controladas —in vivo o in .vitro— (bioensayos) ofrece
multiples ventajas; por ejemplo: pueden manifestar efectos adversos de una droga o sus
metabolitos, en varios sistemas biolégicos; dar respuestas moleculares, bioquimicas vy
fisiologicas que produce la presencia de un agente contaminante presente en un organismo
determinado; y los resultados de pruebas efectuadas podrian extrapolarse al humano (Moreira,
1995 y Martinez, 1996). Estos organismos van desde los mas simples hasta los mas cercanos
en la escala evolutiva al ser humano (Gaytan, 1993). En el caso de bioensayos con organismos
acuaticos, éstos ofrecen la Unica forma de determinar el grado de toxicidad de efluentes y
agentes quimicos aislados (Olvera, 1998).

Mediante el uso de mas y mejores bioensayos se pueden proponer nuevos biomarcadores;
entre los mas empleados se encuentran los acidos nucleicos, proteinas (enzimas), organelos,
células, tejidos y érganos (Medina y Encina, 2003). Butterworth (1995) indica al respecto que los
biomarcadores, para ser eficaces, deben cumplir con varias caracteristicas: ser altamente
sensibles, poco costosos, capaces de evaluar mezclas complejas, asi como diferentes
ambientes (agua, suelo y aire), ademas de dar resultados en corto tiempo.

1.10. Bioensayos con peces

La prueba de toxicidad aguda utilizando peces es el paso inicial en la prueba de sustancias
guimicas. Por lo general, la toxicidad aguda de sustancias quimicas se determina como CLso
(96h), es decir, como la concentracion de la sustancia que resulta en 50% de mortalidad de los
peces experimentales, durante un periodo de 96 horas. Diferentes especies de peces pueden
variar en 6rdenes de magnitud con respecto a su sensibilidad a los contaminantes ambientales.
Generalmente, los salménidos son mas susceptibles que los Cycriniformes o
Cyprinodontiformes. La muerte como un punto final en la investigacion toxicologica representa
un parametro inequivoco para el individuo. Sin embargo, la importancia medioambiental de la
muerte de los individuos después de la exposicion a corto plazo a altas concentraciones, es
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cuestionable. Con mayor frecuencia, los efectos crénicos derivados de la exposicion a largo
plazo a bajas concentraciones son importantes y deberian ser investigados.

1.11. Biologia del pez cebra (Danio rerio Hamilton, 1822)

1.11.1. Caracteristicas generales

El pez cebra Danio rerio es un pequefio ciprinido, originario de los afluentes y ramales del rio
Ganges, en Asia Sudoriental. Esta especie mide de 3-5 cm en la edad adulta y se desarrolla en
aguas blandas y duras. A los 26 °C, el pez cebra crece con rapidez y alcanza la madurez en
tres meses. Esta especie es facil de obtener, facil de mantener y, en condiciones adecuadas,
proporciona un gran numero de huevos no adherentes y transparentes. Una hembra pone
alrededor de 50-200 huevos por dia. El desarrollo embrionario se ha descrito en numerosos
estudios (Kimmel et al., 1995) y es la base para la interpretacion de los efectos causados por
los contaminantes ambientales.

Su morfologia es fusiforme y alargada, su cuerpo es dorado o plateado presentando de cinco a
nueve bandas de color azul oscuro, las cuales corren longitudinalmente sobre los costados de
su cuerpo; su dimorfismo sexual permite distinguir claramente a machos y hembras.

~—~

Figura 6. Pez cébf (Danio rerio).
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Tabla 2. Empleo del pez Danio rerio en estudios de experimentacion.

Nombre Generoy
. ; Uso
comun especie
Pez Cebra Danio rerio Biologia del desarrollo
Enfermedades genéticas

Cancer

Toxicologia en agua
Peces transgénicos
Inmunologia comparada
Fisiologia comparada

1.12. Importancia del Danio rerio en estudios de ecotoxicologia

Kimmel et al. (1994 y 1995) menciona la importancia de la temperatura en la incubacion de
huevos del Danio rerio, debido a que las fluctuaciones de esta variable pueden ocasionar
cambios en el desarrollo embrionario de este organismo, lo cual fue evidenciado al someter los
huevos a diferentes intervalos de temperatura, estableciendo como temperatura minima 25 °C y
33 'C como la temperatura maxima. Sefala que la incubacién de huevos del pez a una
temperatura superior a 33 °C puede provocar embriones con anormalidades; ademas, indica
gue la incubacion a diferentes intervalos de temperatura puede producir diferencias en las
distintas fases del desarrollo embrionario, asi como modificar el tiempo de embriogénesis.

Desde el enfoque toxicoldgico, uno de los primeros trabajos reportados es el de Dietrich (1998),

quien utilizé al Danio rerio para evaluar dafio embriotoxico y teratogénico de muestras de agua
a través de la prueba denominada DRETA (Danio rerio Embriotoxicity and Teratogenicity Assay)
evaluando el dafio inducido a nivel de corazén en estos organismos. Por otra parte, Oberemm
(2000) sugiere el uso de embriones del Danio rerio como un buen bioensayo en la evaluacién
de elementos téxicos presentes en el agua; describe las principales caracteristicas del
desarrollo embrionario de este organismo, asi como las ventajas que presenta el empleo de los
embriones de éste en la evaluacién de efectos causados por compuestos quimicos de interés
toxicologico; ademas, sugiere el uso de embriones en estado juvenil, debido a que son mas
sensibles que los organismos adultos.

Nagel (2002) utilizo embriones del Danio rerio para evaluar el efecto letal, subletal y
teratogénico de una lista de 34 compuestos toxicos, a través de una metodologia llamada DarT
(Danio rerio Toxicology Assay), mediante la cual expuso embriones del pez durante todo su
desarrollo embrionario a diferentes concentraciones de distintos compuestos; los resultados

11
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mostraron que después de 48 horas de exposicion los embriones mostraron algun tipo de
dafio. Entre los més sobresalientes, se encuentran anormalidades en el corazén, ojos, cabeza,
aleta caudal, pigmentacion y circulacion sanguinea.

Estudios recientes efectuados en el laboratorio de Genética Evolutiva y Ambiental de la UAEH
(Gonzéalez, 2004) indican que la etapa de alevin es la méas sensible a la accion teratogénica del
HgCl2. Posteriormente, Rivera (2006) sugiere la columna vertebral del Danio rerio como el
biomarcador mas sensible a la accién teratogénica del mismo compuesto. Baez (2004) empled
células branquiales del Danio rerio para evaluar el efecto genotoxico del arsénico presente en el
agua del municipio de Zimapéan, Hidalgo, encontrando una relacién positiva entre la exposicion
de embriones y el efecto genotoxico generado en las células branquiales del pez, lo cual
sugiere a esta estructura como un biomarcador eficaz.

12
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2. JUSTIFICACION

El laboratorio de Calidad del Agua cuenta con un area de Toxicologia Servicios en la cual se
realizan diversas pruebas orientadas al area ambiental bajo procedimientos normalizados a
nivel nacional e internacional o propios, validados en el laboratorio, generando resultados
confiables con alta calidad, con la finalidad de presentar resultados que permitan la toma de
decisiones en la probleméatica ambiental.

Una vez que se tenga implementada y validada la prueba de toxicidad con peces, se partird de
este organismo para la realizacion de la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa),
la cual permitiria detectar cualquier dafio genético de cualquier organismo de sangre fria, con
relativa rapidez. Esta prueba tiene mudltiples aplicaciones tanto para ciencia basica como
aplicada, y debe considerarse que con la situacién actual se requiere dar respuestas rapidas a
la toma de decisiones.

La prueba de toxicidad aguda, crénica y dafio teratogénico mediante el uso de Danio rerio es
uno de los ensayos mas utilizados, debido a que este organismo presenta multiples ventajas al
evaluar contaminantes presentes en agua y suelo, entre las que destacan: resultados en corto
tiempo (96 h), ejemplares de tamafio pequefio (5 cm de largo, lo que permite tener grandes
poblaciones en espacios pequefios), bajo costo de su mantenimiento; ademas, la ovoposicion
puede ser inducida con 24 horas de anticipacion, lo cual permite programar el andlisis de
muestras en grandes cantidades.

3. OBJETIVO

Establecer la prueba de toxicidad con peces, asi como la metodologia preliminar por PCR, para
la valoracion de la toxicidad en organismos acuaticos como dafio genético

4. META

Implementacion y validacion de un procedimiento eficiente de toxicidad aguda con peces que
permita la deteccidon de compuestos toxicos en muestras liquidas.

13
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5. RESULTADOS

5.1 CONDICIONES DE INFRAESTRUCTURA OPTIMAS PARA EL DESARROLLO DEL
AREA DE PECES

En un area de 29 m?, se acondiciono la infraestructura fisica necesaria para desarrollar el area
de peces: aire acondicionado, ldmparas de luz blanca que proporcionen 1000 luxes, mesas de
trabajo centrales para la colocacién de peceras donde se desarrollarian los diferentes estadios
del pez Danio rerio; un equipo para generar agua con la calidad que se requiere para mantener
un cultivo masivo de peces, lo que implicé un constante monitoreo de las condiciones fisicas y
guimicas del agua para mantener condiciones favorables de sobrevivencia y reproduccion. El
area de Toxicologia Servicios cuenta con 35 peceras de 40 L cada una y con aireadores de
oxigeno (Figura 7).
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Figura 7. Filtros para generar el agua requerida por los peces.
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Figura 8. Vista del laboratorio de peces en el area de Toxicologia Servicios.

Se cuenta con camaras de fecundacién que permiten la reproduccion del pez Danio rerio.

Figura 9. Cadmaras de fecundacion.
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Se cuenta con peceras donde estan separados por peces hembra y peces macho.

Figura 10. Vista de la separacion de lotes de peces reproductivos (hembras y machos).

5.2. CULTIVO DEL PEZ Danio rerio EN EL AREA DE TOXICOLOGIA SERVICIOS

5.2.1. Aislamiento y seleccién de peces

Los peces adquiridos de granjas piscicolas deben ser aislados inicialmente durante un periodo
de dos semanas en una pecera de 40 litros de capacidad, con agua previamente aireada por 24
h (con la finalidad de eliminar el cloro presente en el agua). Cabe sefialar que el agua que se
utiliza para el cultivo de peces proviene de un sistema de purificacién agua constituido por filtros
de arena, carbon activado y lamparas de luz ultravioleta. Dicho sistema se encuentra dentro del
area de Toxicologia Servicios.
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Después de transcurrido el periodo de aislamiento, se eliminan los peces que no presenten un
buen estado de salud, la edad adecuada y las caracteristicas especificas de la especie y
variedad seleccionada.

Se divide en distintos lotes a los organismos separando machos y hembras (Fig. 10), en
peceras de 40 litros, con una densidad poblacional de no mas de 20 peces en cada una
(teniendo una dureza de 80 a 100 mg/L como CaCOs) y equipadas con una bomba de aire,
asegurando de esta manera las condiciones Optimas para el desarrollo de los peces.

Para iniciar el proceso de fecundacion se requiere seleccionar organismos machos y hembras
sexualmente maduros, de entre 4 y 5 cm de longitud, sin alguna alteracion fisioldgica o
morfolégica aparente, asegurandose de que en los lotes exista una mayor posibilidad de
fecundacion y, por ende, un mayor numero de huevos ovopositados (Fig. 11).

Figura 11. Dimorfismo sexual de Danio rerio.

5.2.2. Mantenimiento de los lotes experimentales

Antes de iniciar la fase reproductiva, es necesario establecer en cada uno de los lotes de
hembras y machos las condiciones fisicoquimicas que aseguren su viabilidad “Lote de
mantenimiento” (Tabla 3). Ademas, es necesario monitorear de manera continua y sistematica
la temperatura, el pH, la salinidad, la cantidad de oxigeno disuelto y su fotoperiodo para
asegurar que no varien estas condiciones, debido a que pueden influenciar directamente los
habitos conductuales, alimenticios y reproductivos de los peces y, por ende, su desarrollo y su
reproduccion (Baez, 2005).
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En cada uno de los lotes de mantenimiento los peces se deben alimentar tres veces al dia con
alimento seco en hojuelas (Wardley) o del que resulte mas conveniente para su nutricion, con
una proporcion de 0,3 g/20 organismos.

Se debe hacer limpieza de los acuarios todos los dias; al término de la limpieza se debera
recuperar el volumen de agua de cada pecera, adicionando agua del sistema previamente
aireada.

Tabla 3. Condiciones fisicas y guimicas recomendadas para el mantenimiento adecuado de Danio rerio
Variable Condiciones recomendadas

No se recomienda de manera

Luz solar ) .
directa al acuario
Temperatura 27°C+1°C
pH 7
Corrientes de aire Ventanas cerradas
Instalaciones Mantenimiento de equipo
Suficiente para que se pueda
Espacio manipular con mayor

facilidad las peceras

5.2.3. Lotes reproductivos

Los “Lotes reproductivos” consisten en peceras de 40 litros donde se lleva a cabo la
reproduccion de los peces; la pecera tiene que estar completamente limpia y recién lavada; el
aireador que proporciona oxigenacion continua y el refractario donde se reciben los huevos
deben estar desinfectados con una solucién de hipoclorito de sodio (cloro comercial, al 10%) y
enjuagado todo el material con agua del sistema. Se seleccionan organismos de talla grande y
sexualmente maduros en una proporcion de dos machos por una hembra; en cada camara de
fecundacion se colocan 3 juegos de los anteriores (3 hembras y 6 machos), y se colocan los
organismos dentro de las canastillas en las peceras (Figura 12).
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Figura 12. Peceras para fecundacion.

Este proceso provoca la expulsion de gametos masculinos y femeninos y permite la
fecundacion externa, los huevos fecundados atraviesan la canastilla y de esta forma se evita
gue al ovopositar, los adultos ingieran sus propios huevos. El refractario que se coloca en el
fondo de la pecera es para recolectar los huevos y que no caigan a la pecera; los huevos son
retirados del fondo de las peceras sacando el refractario. Una vez fuera el refractario de la
pecera, los huevos se recogen por sifoneo (Figura 13).

Figura 13. Vista de las canastillas con refractario en el fondo para recibir los huevecillos.
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Posteriormente, se separan los huevos no viables de los viables; estos ultimos también se

separan de los desechos organicos para evitar contaminacion por hongos y protozoarios (Figura
14).

Figura 14. Los huevos viables son aquellos que muestran una transparencia completa.

A continuacién, se colocan en un vaso de 4 litros, se le adiciona una gota del desinfectante
acriflavina, y se dejan una noche en la solucion (Figuras 15 y 16). Al dia siguiente se decanta el
agua y se recupera con agua limpia del sistema y se colocan en una pecera de 40 litros
adaptada especialmente para la eclosién, con un nivel inferior de aireacion al de las peceras de
los adultos, termostato para mantener la temperatura en 26 + 2 °C donde continuardn su
desarrollo embrionario en condiciones de oxigenacién y temperatura adecuadas (Figura 17).
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Figura 15. Vaso de precipitado conteniendo los huevecillos en solucién de acriflavina.

Figura 16. Vaso de precipitado conteniendo los huevecillos de Danio rerio.
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Figura 17. Camara adaptada especialmehte para la eclosion, cuenta con termostato para mantener temperatura de
26 £2°C.

Los huevecillos eclosionan y pasan al estadio de alevines, los cuales son alimentados con
pequefias cantidades de huevo duro, al menos durante dos dias (Figura 18).

Figura 18. Vista en estereoscopio 40X del estadio alevin de Danio rerio.
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5.2.4. Diferentes etapas del desrrollo del pez Danio rerio.

El Area de Toxicologia Servicios cuenta con la infraestructura y el personal necesarios para el
cultivo masivo de Danio rerio, lo que permitirA contar con existencias suficientes para la
realizacion de pruebas de toxicidad aguda, cronica y del desarrollo a gran escala.
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5.3. PROCEDIMIENTO

5.3.1 Seleccion de toxicos de referencia

Se seleccionaron tres téxicos: dicromato de potasio, arseniato de sodio y &cido
etielendiaminotetraacético. Al empezar a implementar la prueba, los dos primeros téxicos
presentaron un efecto de toxicidad aguda a concentraciones altas, por lo que se decidié no
continuar probandolos, ya que ambos presentan serias dificultades para ser desechados como
contaminantes del laboratorio. En cambio, con la solucion del toxico 4&cido
etilendiaminotetraacético se obtuvo una toxicidad a una concentracibn menor, y fue posible
reproducir el experimento sin mayor dificultad. Los resultados obtenidos se pudieron manejar
estadisticamente, ademas de que el toxico seleccionado se pudo manipular con las condiciones
de seguridad con que cuenta el Area de Toxicologia Servicios.

5.3.2. Método de prueba

5.3.2.1. Antecedentes
La implementacién de este método se basa en el método OPPTS 850.1075 Bioensayo de
toxicidad aguda en peces, para agua dulce y marina (USEPA, 1996).

5.3.2.2. Objetivo

El objetivo de la prueba de toxicidad aguda con peces consiste en apoyar en la evaluacién del
posible riesgo para especies similares en ambientes naturales, como auxiliar en la
determinacién de los posibles criterios de calidad de agua, con propdsitos reglamentario;, y para
usarse en ensayos de correlacion con otras especies con fines comparativos de toxicidad
aguda.

5.3.2.3. Principio.
Determinar la curvas de concentracién-respuesta para la mortalidad de los peces, la CLso, y los
intervalos de confianza del 95 por ciento para Danio rerio a las 24, 48, 72 y 96 horas, en un
sistema estatico.

5.3.2.4. Intervalo de andlisis o limite de prueba.

Las pruebas definitivas pueden eliminarse, si la prueba preliminar con al menos 30 organismos
muestra niveles de CLso > 1,000 mg/L sobre la base de 100 por ciento de la sustancia activa.
Para plaguicidas, puede ponerse a prueba una concentracion < 100 mg de IA/L cuando se
estima que las concentraciones ambientales no superen los 100 mg/L (ppm). Antes de la
seleccién de las concentraciones de ensayo definitivas es recomendable llevar a cabo una
amplia investigacion de intervalos de concentracion. Los resultados de cualquier prueba de
intervalos de concentracion y de limites deben notificarse con los resultados de la prueba
definitiva.
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5.3.2.5. Informacién necesaria sobre la sustancia quimica a analizar.

El material de prueba debe ser de grado reactivo, a menos que la prueba esté disefiada para
evaluar una formulacion especifica, una mezcla o efluentes. Debe registrarse el grado de
pureza para las sustancias de prueba. Debe disponerse de un método analitico confiable para
la cuantificacion de las concentraciones de la sustancia de prueba.

5.3.2.6. Validez de la prueba.

El control maximo permisible o control de mortalidad debe ser de 10 por ciento, es decir, se
acepta la mortalidad de 1 pez si se usan de 7 a 10 peces en el blanco control del pez para un
periodo de 96h de prueba.

Deben mantenerse condiciones constantes durante todo el periodo de prueba.

En las pruebas estéticas, el oxigeno disuelto (OD) en todo momento debe ser mayor de 60 por
ciento de saturacion.

Se requiere medir las concentraciones de la sustancia de prueba si ésta es inestable. Podran
hacerse excepciones en los casos en que los estudios de hidrdlisis indiquen que la sustancia
es estable (<5 por ciento de degradacion) en 96h a un pH comparable al del agua de dilucion
usada en la prueba. En cualquier caso, debe haber evidencia de que las concentraciones de la
prueba se mantengan al menos en 80 por ciento de las concentraciones nominales durante toda
la prueba o que en promedio las concentraciones medidas son una representacion exacta de
los niveles de exposiciéon durante todo el periodo de prueba.

5.3.3. Descripcién del método.

5.3.3.1. Material y equipo.

Equipo para la determinacion de la dureza del agua.
Termostatos

Termdmetros

Peceras de material quimicamente inerte y de 40 L
Alimento para peces.

Bombas de oxigeno.

Microscopios.

Pipetas.

Lamparas.

Vasos de precipitado

5.3.3.2. Agua.
El agua reconstituida es aceptable como agua de dilucion.
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El andlisis quimico del agua utilizada en las pruebas debera incluir los siguientes elementos y
las limitaciones a las concentraciones méaximas sobre la base de pruebas efectuadas cada dos
afos, como minimo:

Sustancia Concentracion maxima

Materia PArtICUIATAL. ..........ueeeeiiiiiieee e e 20,0 mg/L
Demanda quimica de oxigeno (DQO)........uuuuiiiiiiiieieeeeee et e e 5,0 mg/L
Carbono organiCco tOtal (COT)...uiiie et eee e e 2,0 mg/L
2 L0 (0 T8 1 1T S RPTTPPR <100,0 mg/L
(O 0T (o I (=15 [0 [V = | 0,003 mg/L
AMONIACO NO-IONIZAAOD..........cceieieieeeii e e eeeaees 0,020 mg/L
Aluminio, arsénico, cromo, cobalto, cobre, hierro, plomo, niquel y zinc.......... 0,001 mg/L
Cadmio, MErCUrO Y Plata...........cuuuuuuuiiiiiiie e e e e e e aenes <0,100 mg/L
Plaguicidas organofosforados totales............ccoovviiviiiiiiiiiiiiiccei e 0,050 mg/L
Plaguicidas organoclorados totales + PCBs o cloro organico...............cccc........ 0,050 mg/L
Conductividad eSPeCIfiCa..........uuuuiiiiiiiiiiiiiee e <1,0 mOhms

5.3.3.3. La dureza debe estar entre 40 y 180 mg/L como CaCQOa3.
5.3.4 Soluciones stock

Se debe utilizar agua destilada en la preparacién de la solucion madre del toxico de referencia.
Si el volumen stock es de mas del 10 por ciento del volumen de solucion de prueba, debe
utilizarse agua de dilucion. Cuando un disolvente y/o dispersante sea absolutamente necesario
para disolver la sustancia de ensayo, la cantidad no debe exceder el volumen minimo necesario
para disolver o resuspender la sustancia de prueba en el agua de dilucion. Si la sustancia de
prueba es una mezcla, formulacion o producto comercial, ninguno de los ingredientes es
considerado un solvente, a menos que una cantidad adicional se utilice para preparar la
solucién madre.

La concentraciéon de disolvente no puede exceder de 0,5 ml/L en pruebas estéticas.

Los disolventes sugeridos son dimetil formamida, trietilenglicol, metanol, acetona o etanol. Si es
posible, debe evitarse el uso de disolventes.

Las concentraciones de solvente seleccionadas deben mantenerse constantes en el control con
disolvente y en todas las soluciones del ensayo. La concentracién de solvente en el mas alto
nivel del tratamiento deberia ser utilizada en el control de disolvente.

El pH no debe ser ajustado después de la adicion de la sustancia de prueba o de la soluciéon
madre en el agua de dilucién.
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El pH debe medirse al inicio de la prueba.

El pH puede ajustarse en las soluciones madre para que coincida con el pH del agua de
dilucion, si el cambio de pH no afecta la estabilidad del compuesto en el agua. Si se justifica se
pueden utilizar HCl y NaOH para ajustar.

5.3.5. Seleccién de la especie de ensayo.

Danio rerio (pez cebra) especie de agua dulce.

5.3.6. Aclimatacion.

Un periodo de aclimatacion minimo de 12 dias es necesario. Se recomiendan 14 dias. Se debe
realizar un periodo de aclimatacién minimo de 7 dias en el agua de dilucion de la prueba.

El agua para mantener el cultivo debe provenir de la misma fuente que el agua de dilucién de la
prueba; si no, la aclimatacién al agua de dilucion debe hacerse gradualmente, durante un
periodo de 48 horas.

No pueden administrarse tratamientos para la enfermedad dentro de las 48 h del inicio de
prueba o durante la prueba.

No se permite la alimentacion dentro de las 48 h del inicio de prueba o durante la prueba.

La prueba de mortalidad previa al ensayo debe ser <5 por ciento durante la aclimatacion. Si la
prueba previa de mortalidad es >10 por ciento, todo el lote debe ser rechazado y comenzar una
nueva serie de aclimatacion.

Cualquier cambio en la temperatura del agua no debe superar los 3 °C por dia. Antes de la
prueba, el pez debe mantenerse por un minimo de 7 dias a la temperatura de ensayo.

Durante las ultimas 48 horas de aclimatacion, los peces deben ser mantenidos en instalaciones
con los colores de fondo y las intensidades de luz similares a los del area de prueba.

5.3.7. Edad y tamafio de los peces de prueba.

Deben ser del estadio alevin, de tamafio, apariencia normal y de la misma edad.

Los peces deben proceder de la misma fuente y poblacion.

Deben llevarse registros sobre el origen de las existencias iniciales y/o técnicas de cultivo.
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Los peces no deben ser utilizados para una prueba si parecen estresados, o si mas del 5 por
ciento mueren durante las 48 horas inmediatamente previas a la prueba, o si fueron utilizados
en pruebas anteriores para tratamientos o controles.

T

5.3.8 Temperatura.

PECES CEDIA. ... .t 27+1.0°C

5.3.9 Alimentacion.

Se sugiere la alimentacion de los peces todos los dias, hasta 48 horas antes de la prueba.
5.3.10 Realizacion de la prueba.

5.3.10.1. Duracién
El ensayo de toxicidad aguda se debe realizar por un minimo de 96 horas.

5.3.10.2. Controles.

Cada prueba debe incluir controles convenientes en agua de reconstitucion, condiciones,
procedimientos, y los organismos de prueba. También son necesarios controles de solvente si
se utiliza un solvente para la disolucion de la sustancia analizar.

5.3.10.3. Introduccion de los peces.
Los peces deben afadirse a los vasos de precipitado dentro de los 30 minutos de la adicion de
la sustancia de prueba en el agua de dilucién.

5.3.10.4. Numero de organismos de prueba.

Se prefiere 10 peces por réplica para obtener una representacion estadisticamente mas exacta
de la curva dosis-respuesta, para permitir un menor margen de error en la mortalidad que
pueda ocurrir, incluso si no esta relacionada con efecto quimico; y para evitar repeticiones
innecesarias de la prueba debido a un control excesivo de la mortalidad.

5.3.10.5. Réplicas.
Son preferibles tres réplicas por concentracion del ensayo para evitar la repeticion de la prueba
debido a fallas del sistema, y para proporcionar una base estadistica mas fuerte.

Cada camara de prueba (vasos de precipitado) debe contener un volumen de 150 mL de

solucion de prueba y 10 peces por vaso. Los recipientes de prueba deben estar fisicamente
separados.
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5.3.10.6. Camaras de prueba.

La cristaleria y equipo el equipo que esta en contacto con la solucién stock, de prueba o agua
de dilucién no deben contener sustancias que pueden ser liberadas o disueltas en soluciones
acuosas en cantidades que pueden afectar los resultados.

El sistema de abastecimiento de agua debe estar completamente acondicionado antes de
usarlo. Caucho, cobre, bronce, metal galvanizado, pegamentos epoxicos, plomo y tubos
flexibles no deben entrar en contacto con el agua de dilucion, la solucién madre o solucion de
prueba.

Los vasos de precipitado se tapan para reducir la evaporacion y reducir al minimo la entrada de
polvo y otras particulas en soluciones y para evitar la pérdida de los peces.

Aireacion. Sodlo en caso de que los niveles de oxigeno estén en peligro de caer por debajo del
60 por ciento de saturacidn se permite la aireacion suave en los recipientes utilizados en
sistemas de prueba estatica, durante el periodo de exposicion.

5.3.10.7. Luz.

Se sugiere el fotoperiodo con periodos de transicién de 16D/8N, donde D=dia, y N=noche.

La intensidad de la luz debe oscilar desde 30 hasta 100 Im en la superficie del agua. La
intensidad seleccionada sera la misma, en la mayor medida posible, en todas las réplicas.

5.3.10.8. Temperatura.

Las temperaturas deben ser registradas en todas las réplicas en el comienzo de la prueba y
cada 24 horas después. La temperatura debe registrarse al menos cada hora en una réplica,
durante toda la prueba. La temperatura no debe variar mas de 1,0 ° C en cualquier periodo de
24 horas.

5.3.10.9. Alimentacion.
Los peces no pueden ser alimentados durante el periodo de prueba.

5.3.10.10. Perturbaciones.
Cualquier perturbacién que pudiera cambiar el comportamiento de los peces del ensayo debe
evitarse.

5.3.11. Concentraciones de prueba.
Un minimo de cuatro concentraciones de prueba debe emplearse.
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Deben probarse cinco o0 mas concentraciones en una serie geomeétrica. Las concentraciones de
prueba deben ser al menos 50 por ciento mayor que la concentracion de prueba
inmediatamente inferior (no mas de 120 por ciento). Antes de la prueba, estudios efectuados
para encontrar los intervalos de concentracion pueden permitir la seleccion més precisa de las
concentraciones de ensayo.

No se permite la variacion de mas del 25 por ciento entre las concentraciones de prueba en el
mismo tratamiento durante la prueba.

Seleccion de la concentracion. Las concentraciones de prueba deberan seleccionarse para
producir una concentracion sin efecto observable (NOEC) vy, preferiblemente, por lo menos dos
mortalidades parciales, es decir, una mayor que la otra menos de 50 por ciento, después de
96h.

5.3.12. Observaciones.

Las observaciones de mortalidad se deben registrar a las 6, 24, 48, 72y 96 h.

Si la prueba se mantiene después de 96h, observaciones adicionales debe hacerse cada 24
horas hasta su terminacion.

Ademas de la mortalidad, cualquier conducta anormal debe ser registrada, tales como, pero no
limitado a, nado erratico, pérdida de reflejos, excitabilidad incrementada, letargo, y cambios en
la apariencia o la fisiologia como la decoloracién, produccién excesiva de moco,
hiperventilacion, ojos opacos, columna vertebral curvada, o hemorragia.

5.3.13. Datos y presentacién de informes.

Tratamiento de los resultados. El porcentaje de mortalidad acumulado se ingresa al software
probi para calcular la CLso para el periodo de exposicién apropiado. Los limites de confianza
(IC), con p = 0,95 para el valor calculado de CLso, deben incluirse.

5.3.14. Informe de la prueba.

El informe del ensayo debe incluir lo siguiente:

Fecha del analisis, nombre del laboratorio y del personal que lo realizo.

Identificacion de la sustancia de prueba y su pureza.

Las caracteristicas de calidad del agua, como se informé en los registros de laboratorio para el
estudio. Estos deben incluir registros de 24h de OD, el pH y la temperatura.

Métodos de preparacion de la solucibn madre y de las concentraciones utilizadas en las
pruebas definitivas.

Todas las concentraciones de prueba, medidas durante la prueba y en la terminacién.

El nimero de organismos de ensayo en cada réplica y/o concentracion de ensayo.

Las curvas de CLso de concentracion-respuesta, los valores de CLso, y asociados al 95 por
ciento de IC deben determinarse para 24, 48, 72 y 96 h, cuando existan datos suficientes.
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Una gréfica de la curva concentracion-mortalidad en la terminacion de la prueba. Cualquier
control de la mortalidad observada durante el periodo de aclimatacién o de estudio.

Cualquier comportamiento anormal mostrado por los peces del ensayo.

Cualquier desviacién del protocolo o por otros acontecimientos que pueden haber influido en los
resultados finales de la prueba.

Un método de control de calidad debe acompafar a todos los informes del estudio final.

Los datos en bruto deben estar disponibles para apoyar las conclusiones del autor del estudio y
deben ser presentados con el informe del estudio.

Los métodos de andlisis estadistico deben ser notificados.

Los métodos utilizados en el analisis de las concentraciones de ensayo de la sustancia de
prueba deben ser descritos. La precision del método (es decir, limite de deteccidon y limite de
cuantificacion) se deben dar.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Validacion de la prueba

I SEMARNAT

Se realizaron 23 pruebas con la solucion de la sal acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Se
establecieron concentraciones de 62.5, 125.0, 250.0 y 500 mg/L. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la mortalidad de "alevines" expuestos a la solucién de EDTA.

Concentracion  Promedio de Desviacion Valor minimo  Valor maximo
mg/L organismos estandar
muertos
0 0 0 0 0

62.5 6.9 3.1 1 12

125 12.2 3.8 6 18

250 19.3 4.9 13 28

500 25.1 4.9 17 30

6.2 Curvas de toxicidad

Como parte de los resultados de este trabajo, se obtuvieron dos curvas de toxicidad. En la
primera de ellas, Grafica 1, se observa el efecto de la solucion del toxico seleccionado &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) sobre el nimero de organismos expuestos (30). A mayor
concentracion, la mortalidad del nUmero de organismos expuestos es mayor; es decir, a una
concentracion de 62.5 mg/L el niumero de organismos muertos fue de 6.9, mientras que a una

concentracion de 500 mg/L la mortalidad fue de 25.1.
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Gréafica 1. Curva dosis-respuesta con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) en alevines del pez Danio rerio.

La segunda curva de toxicidad se obtuvo a partir de los datos ingresados de las 23 pruebas al
programa Probit el cual calcula la CLso y los limites de confianza de 95% de cada una de las
pruebas. Se calcul6 el promedio de la ClLso y de los limites de confianza del 95% de las 23
pruebas (Tabla 5).

Se recomienda el uso del programa Probit, elaborado por la EPA. Dicho programa puede
obtenerse en la siguiente direccion electronica: http://www.epa.gov/nerleerd/stat2.htm

Tabla 5. Promedio de CLso y sus limites de confianza (95%).

Clso Limites de confianza al 95%
mg/L Inferior Superior
186.8 123.2 271.7

En la Gréfica 2, se observa que la concentracion promedio letal 50 (CLso) se encontro a 186.8
mg/L en los alevines del pez Danio rerio.
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Asimismo, en la gréafica se observa los limites de advertencia inferior y superior (LAI, LAS) y los
limites de control inferior y superior (LCI, LCS).
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7. CONCLUSIONES

Para la realizacion de este proyecto fue necesario establecer las condiciones fisicas y quimicas
adecuadas para cada una de las etapas de desarrollo del pez Danio rerio. La implementacion y
validacion de la prueba de toxicidad aguda implica un constante monitoreo de condiciones
fisicas y quimicas del agua, para mantener las condiciones favorables de sobrevivencia y
reproduccion.

La temperatura es un factor determinante en el desarrollo y viabilidad del pez. Esta es
modificada experimentalmente de acuerdo a cada etapa de vida, en un intervalo de 26 a 28 °C;
es decir, para el mantenimiento de peces adultos hembras y machos se mantienen en ese
intervalo, mientras que los peces en etapa reproductiva se mantienen a 28 °C para tener una
mayor ovoposicion y los alevines a una temperatura de 27 a 28 °C.

En este trabajo se emplearon alevines recién eclosionados, con la ventaja de utilizarlos recién
eclosionados es su mayor sensibilidad para la deteccién de compuestos toxicos.

Se requiere seguir validando la prueba con el toxico de referencia seleccionado, de manera que
permita cerrar el intervalo de variacion entre la Concentracion Letal 50 (CLso) con la finalidad de
contar con una reproducibilidad estadisticamente significativa de la prueba, o bien con otros
toxicos, para encontrar el que dé la mejor respuesta.

Utilizar el pez Danio rerio como indicador trae diversas ventajas debido a que en sus estadios
de embrién y alevines recién eclosionados, en comparacion con estudios previos en otros
organismos, muestra mayor sensibilidad a compuestos toxicos para determinar la toxicidad
aguda y crénica. Ademas, estos estadios pueden utilizarse como biomarcadores; es decir, en
ellos se pueden evaluar malformaciones pequefias, multiples y con mayor diversidad que en
otros organismos, de manera que permitan profundizar en los diferentes mecanismos de accion
de agentes xenobidticos. EI mantenimiento del cultivo de peces es econdmico; presentan una
descendencia abundante, ovoposiciones inducibles y por lo tanto, se puede programar o
calendarizar cada ovoposicion...

Se redact6 el procedimiento preliminar para la realizacion de la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), con la finalidad de implementarla a mediano plazo para determinar la
presencia de disruptores endocrinos en muestras liquidas empleando la técnica de trascripcion
reversa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en huevos del pez Danio rerio.
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METODOLOGIA PRELIMINAR PARA EVALUAR PRESENCIA DE DISRUPTORES
ENDOCRINOS EN EL DESARROLLO DEL PEZ CEBRA (Danio rerio)

1 OBJETIVO

Determinar la presencia de disruptores endocrinos en muestras liqguidas empleando la técnica
de trascripcion reversa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en huevos del pez Danio
rerio.

2 CAMPO DE APLICACION

Este método es aplicable para evaluar la toxicidad de sustancias quimicas puras, aguas
residuales domeésticas e industriales, muestras de agua tratadas o no tratadas, aguas
superficiales, subterraneas, lixiviados, extractos de sélidos, suelos y/o sedimentos entre otros.

3 DEFINICIONES

Danio rerio.- Conocido también como Brachiodanio rerio, es un pez que puede ser encontrado
en aguas tropicales. Las rayas a lo largo de su cuerpo y aletas le dan el nombre comun de pez
cebra. Perteneciente a la familia de los ciprinidos, el tamafio que alcanzan estos peces en su
fase adulta es de 3 a 5 cm de largo.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).- La reaccion en cadena de la polimerasa,
conocida como PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de
biologia molecular descrita en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran nimero
de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de
una Unica copia de ese fragmento original, o molde.

Vitelogenina.- La vitelogenina es una proteina precursora de la formacion del huevo, en las
hembras de peces tropicales es comun hallarla antes de la época de reproduccién. También se
han hallado peces machos con altos niveles de vitelogenina, o que ha producido peces
hermafroditas con los testiculos llenos de huevas. Aparentemente este efecto es producido por
contaminantes depositados en los cuerpos de agua.

Toxico de referencia.- sustancia quimica pura utilizada en ensayos de toxicidad para determinar
la sensibilidad de los organismos de prueba y validar las mediciones de toxicidad.
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Agua deionizada.- es el agua que a través de purificacion se le han removido los iones en
solucion, pasando a través de columnas de resina o sistema de ésmosis inversa.

Analisis replicado: Es la prueba realizada a una muestra en dos o mas ocasiones durante la
misma sesion de trabajo.

Control interno.- Sistema de prueba preparado con una solucién, medio de proliferacion o
agente biologico que permite ajustar los valores obtenidos de la lectura del objetivo contra la
referencia. El analisis del control se efectia de forma conjunta con las muestras a determinar.

Cultivo.- Conjunto de plantas o animales que se mantienen bajo condiciones o6ptimas y
controladas de desarrollo para promover la proliferacion de organismos saludables.

Toxicidad.- Es la capacidad o potencialidad inherente de un material para causar efectos
adversos en los organismos. En el caso de D. rerio el efecto es medido a través de la
mortalidad que un compuesto o la mezcla de ellos pueda causar en una poblacién controlada
de organismos en cada experimento.

4 FUNDAMENTO

La prueba para evaluar la presencia de disruptores endocrinos en el desarrollo del pez cebra es
un ensayo que permite determinar el dafo potencial de una muestra. Cuando muestras liquidas
conteniendo téxicos biodisponibles son expuestas, el efecto ocasionado por el toxico se refleja
en la induccién de la vitelogenina 1 (vtgl) en relacién a organismos no expuestos (control)

5 EQUIPO

Microcentrifuga refrigerada

Balanza analitica de 2 kg. de capacidad y sensibilidad de = 0.1 g.
Campana de flujo laminar vertical con luz UV clase II.
Homogenizador Vortex.

Platina con termostato y agitador magnético.
Termociclador

Pantalla de transiluminacion

Equipo de electroforesis

Refrigerador con congelador.

Computadora

Céamara fotografica

6 REACTIVOS
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6.1 Todos los reactivos utilizados deben tener grado Biologia Molecular.

Para su preparacion se recomienda usar agua destilada o desionizada.
Alcohol isopropilico.
Agua estéril.
Agarosa
Bromuro de etidio
Kit de extraccion de RNA
Master Mix
Cloruro de calcio CaCl2
Sulfato de magnesio MgS04.
Bicarbonato de sodio NaHCO03
Cloruro de potasio KCI
NacCl,
Azul de Metileno

La conductividad del agua deionizada no debe exceder de 10 uScm-1.
7 MATERIAL

Pipetas de vidrio graduadas (de 5 mL y 10 mL)

Micropipetas de volumen variable de 100puL con puntas desechables
Micropipetas de volumen variable de 1000uL con puntas desechables
Probeta graduada de 50 mL

Vasos de precipitado de 200 mL

Parafilm

Espatula acanalada.

Gradillas para tubos eppendorf de diferentes tamafios.

Matraces erlenmeyer de 250 y 500 ml.

Micropipetas de volumen variable

Frascos de vidrio con tapa de rosca para autoclave

Tubos Eppendorf para centrifuga estériles de 3 mL

Tubos Eppendorf para centrifuga estériles de 500 pL

Tubos de polipropileno de 15y de 50 mL

Puntas para micropipeta de diferentes volumenes libres de Rnasas
Material comun de laboratorio

Guantes de Nitrilo libres de Rnasas

7.1. MATERIAL BIOLOGICO.
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Cultivo de D. rerio
Oligonucleotidos vtgl
Oligonucleotidos p-actina

T

8. CONDICIONES DE LA MUESTRA

Las muestras deben mantenerse en recipientes adecuadamente lavados (Procedimiento
CAHB3-04) y preservados en refrigeracion o congelacion, de acuerdo a las especificaciones
sefaladas en el procedimiento CAHB4-03.

Para determinar el tipo y volumenes de recipientes de muestreo asi como las formas
convenientes de llenado consultar el procedimiento CAHB4-03.

9. INTERFERENCIA
9.1 Turbiedad en las muestras diluidas. Dejar sedimentar la muestra y emplear el sobrenadante

9.2 En caso de que la muestra contenga altas concentraciones de compuestos volatiles, es
factible que la perdida continua de estos agentes sean un factor de variabilidad que afecta la
estabilidad de la respuesta y puede generar, en caso de analisis replicados, resultados poco
consistentes. Para evitar dicha alteracion se sugiere correr en paralelo a la muestra original,
muestras aireadas por espacio de 1-2 h, de modo que los resultados de toxicidad que asi se
obtengan corresponderan a la fraccion no volatil de la muestra.

10. PRECAUCIONES

10.1 Para el desarrollo de la prueba, el material que se haya utilizado debe ser lavado de
acuerdo al procedimiento CAHB3-04 y se debe hacer énfasis en el mismo ya que pueden
retenerse compuestos de dificil remocion y contaminar a la siguiente muestra generandose
resultados erroneos.

11. PROCEDIMIENTO
Preparacion del medio E3
NaCl 5mM

KCl 0.17mM
CaCl2 0.33mM

43



I

L
i

Instituto Mexicano de . MEDIC AMBIERTE SEMARNAT
h,:{.nrriugfn’ del Agua REC { i A 1

MgSO4 0.33mM
Mezclar los compuestos y aforar a 1L de agua grado Biologia Molecular

(a) Solucion de Cloruro de Calcio
Disolver 11.76 g de CaCl2.2H20 en agua deionizada; llevar a 1 litro.

(b) Solucion de Cloruro de Magnesio
Disolver 4.93 g de MgS04.7H20 en agua deionizada; llevar a 1 litro.

(c) Solucién de Bicarbonato de Sodio
Disolver 2.59 g de NaHCO03 en agua deionizada; llevar a 1 litro.

(d) Solucion de Cloruro de Potasio
Disolver 0.23 g de KCl en agua deionizadar; llevar a 1 litro
Todos los reactivos quimicos deben ser grado analitico.

La conductividad del agua deionizada no debe exceeder de 10 uScm-1.

Se toman 25 mL de cada una de las soluciones (a-d) y se mezclan, llevar a un volumen total de
1L con agua deionizada. Airear el agua de dilucidn hasta lograr la saturacién de oxigeno, de
esta forma se podra almacenar hasta por dos dias sin una aireacion intensiva antes de su uso.

Organismos de pruebas
Los organismos que se utilicen para las pruebas deberan ser obtenidos a partir de cultivos
controlados de laboratorio los cuales a su vez se deberan obtener de granjas piscicolas.

El cultivo de D. rerio debera mantenerse a 25+2°C con un fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad
bajo una intensidad luminosa de 1000 lux.

Los peces deberan mantenerse en acuarios de 40L con una densidad poblacional de no méas de
20 organismos por acuario empleando agua filtrada de la llave.

Obtencién de huevos.

Se separan machos y hembras y se colocan por parejas (proporcién 2:1) en el interior de una
jaula incubadora, en una densidad de 9 organismos en total por cada acuario de 40L; esta
operacion provoca la expulsion de gametos masculinos y femeninos y permite la fecundacién
externa, los huevos fecundados atraviesan la jaula incubadora y se depositan en el fondo en un
receptor de huevos que en este caso es un refractario de vidrio previamente desinfectados y
posteriormente se sacan de los acuarios y se recogen por sifoneo. Se enjuagan con el medio
E3
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Limpieza y alimentacion

Se debe hacer limpieza todos los dias excepto fines de semana. La alimentacién se debe hacer
todos los dias tres veces por dia con alimento en hojuelas o del que resulte mas conveniente
para la nutricion de los peces a una proporcion de 0 .3g/20 organismos

Al término de la limpieza se debera recuperar el volumen de agua de cada acuario adicionando
agua filtrada de la llave.

Procedimiento de prueba

Los huevos se colectan inmediatamente después de la fertilizacion, se enjuagan con medio E3
y se colocan en las soluciones de exposicion dentro de la primera hora después de la
fertilizacion y antes del endurecimiento del corion. Los huevos y larvas se mantienen en grupos
de méximo 50 organismos en 40 mL de solucién en cajas de petri de vidrio con un fotoperiodo
de 14:10 h luz: oscuridad y a una temperatura de 28°C. El medio de exposicion se cambia
diariamente a lo largo del ensayo vy los huevos se transfieren a nuevas cajas petri que
contienen solucion fresca y previamente lavada, es muy importante retirar los coriones de
huevos no fértiles y de los que han dejado las larvas, las muestras se toman después de cada
24 h hasta las 120 h. Todos las exposiciones de los ensayos se deberan hacer por triplicado.

Aislamiento de RNA

Los huevos o larvas se toman a las 24, 48 72, 96 y 120 h, se toman 20 de 50 organismos por
grupo y se sacrifican. Se usan micro pistilos para romper los tejidos. EI RNA se aisla usando
500 pL de TRIzol y 100 uL de Cloroformo. EI RNA se precipita con 250uL de isopropanol y se
lava dos veces con 75% de etanol. Los pellets secos se disuelven en 15 uL de dietil
pirocarbonato tratado. Se mide la densidad éptica a 260nm de las muestras de RNA y 500 ng
por muestra se debe checar rutinariamente para evaluar su pureza y concentracién en gel de
agarosa al 1%.

PCR tiempo real de transcripcion reversa

El RNA total (1200 ng por muestra) se digiere con DNasa para mejorar la calidad de la muestra
y entonces 1000 ng de la Dnasa digerida se transcribe reversamente usando ImPromll en un
volumen final de reaccion de 20 uL con los primers. El PCR tiempo real se usa empleando
Master Mix TagMan universal, No amperasa UNG con 50 ng de cDNA por reaccion en el
termociclador.
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Agregar a un tubo eppendorf de 500 ul 12,5 del Master Mix, 1,0 ul del oligonucleotido vtgly 1,0
pl del oligonucleotido B-actina, 0,5 pl de agua libre de Dnasas, y 10 pl del RNA de la muestra.

T

Previamente al Termociclador se le debe insertar el programa para el corrimiento del RT-PCR.
El programa es el siguiente:

Fase Temperatura (°C) Tiempo No. de Ciclos
1 95 2 min 1
95 15 seg
2 60 1 min 40
3 50 10 min 1

Todas las muestras se analizan por triplicado en placas de 96 pozos con un volumen final de
25uL.

12. Expresion de resultados

La expresion de la media normalizada (EMN) del vtgl se calcula con relacion a la abundancia
de la B-actina, de tal forma que se calcula la abundancia del mMRNA sobre la base de la
eficiencia de la reaccion de la amplificacion del PCR especificamente para cada gen y asi se le
relaciona con lo calculado para la abundancia del mMRNA del gen de referencia. La expresion de
la B-actina es usada como un control interno para la normalizacion. Como parte de la muestra
examinada, esto compensa la variable que trata la eficacia en la normalizacion. La EMN es:

(Eobjetivo)UCobjetivo
EM Nobjetivo: """""""""""""

(Ereferencia)ucreferencia

Donde E es la eficiencia medida y UC es el umbral de ciclo medio de las reacciones de las tres
replicas corridas en una placa de PCR.

13. MANEJO DE INFORMACION Y RESULTADOS
La informacion obtenida se interpretara de la siguiente forma:
Debido a que en los huevos o larvas del pez cebra no debe existir la induccion del gen vtgl, en

las muestras analizadas a diferentes diluciones en la que se encuentre dicha induccion con el RT-
PCR, se reportara como un resultado positivo a presencia de estrégenos.
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Los registros impresos generados, se archivaran por proyecto y/o control en carpetas
adecuadamente identificadas y pueden ser acompafados de los reportes de resultados internos.

Los archivos impresos se archivaran ordenados por No de control y/o fecha, en carpetas
electronicas contenidas en memoria USB o bien en discos duros ya sean de la PC o externos.
Esta informacién sera resguardada en la Subcoordinacion de Calidad del Agua. Para su consulta
por personal no autorizado se requerira previa aprobacion del responsable de prueba.
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