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Resumen 

 

   El arsénico (Asi) es una de las sustancias más toxicas la cual se encuentra ampliamente 

distribuida en el ambiente con efectos de salud generalizados en poblaciones humanas y 

en la biodiversidad. A pesar de que el Asi es un contaminante frecuente, es escasa la 

información relacionada a los efectos de la exposición crónica a concentraciones 

relevantes al ambiente en organismos acuáticos. En este estudio, estandarizamos las 

condiciones para una exposición a largo plazo utilizando el modelo del pez cebra y 

posteriormente investigamos el efecto del Asi sobre marcadores de embriotoxicidad, 

epigenéticos y morfométricos a través del desarrollo. Los organismos fueron expuestos de 

forma crónica a 50 y 500 ppb de Asi a partir de las 4 horas post-fertilización hasta los 150 

días post-fertilización. Nuestros resultados indican que la exposición crónica a Asi causa 

alteraciones sobre el desarrollo del pez cebra, aumentando la letalidad, frecuencia cardíaca 

y muerte celular durante el desarrollo embrionario. Así mismo se observó una disminución 

significativa de parámetros morfométricos sobre las mediciones de la altura máxima, 

altura corporal y diámetro del ojo en diferentes estadios de desarrollo (30-150 dpf). Sin 

embargo no se observaron efectos sobre el porcentaje de metilación global de ADN 

genómico en larvas y adultos. 

 

Palabras clave: arsénico inorgánico, exposición crónica, pez cebra, embriotoxicidad, 

morfometría, epigenética. 



Summary 

 

   Arsenic (Asi) is one of the most toxic substances widely distributed in the environment 

with widespread health effects on human populations and biodiversity. Despite the fact 

that Asi is a frequent pollutant, information related to the effects of chronic exposure to 

concentrations relevant to the environment in aquatic organisms is scarce. In this study, 

we standardized the conditions for a long-term exposure using the zebrafish model, later 

we investigated the effect of Asi on embryotoxicity, epigenetic and morphometric markers 

through development. Organisms were chronically exposed to 50 and 500 ppb of Asi from 

4 hours post-fertilization (hpf) and up to 150 days post-fertilization (dpf). Our results 

indicate that chronic exposure to Asi causes alterations in the development of zebrafish, 

increasing lethality, heart rare and cell death during embryonic development. Likewise, a 

significant decrease in morphometric parameters was observed on the measurements of 

maximum height, body height and eye diameter at different stages of development (30-

150 dpf). However, no effects were observed on the methylation percentaje of genomic 

DNA in larvae and adults.   

 

 

 

Key words: inorganic arsenic, chronic exposure, zebrafish, embryotoxicity, 

morphometry, epigenetics. 
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1. INTRODUCCION  

 

1.1 Arsénico 

1.1.1 Distribución y exposición   

   El arsénico inorgánico (Asi) es un metaloide ubicuo que se encuentra de forma natural 

en la corteza terrestre1. Este elemento se distribuye en suelos, sedimentos y ambientes 

acuáticos, y debido a procesos de absorción, también en diversos organismos2.   

   El Asi es un tóxico presente en los cuerpos de agua subterránea, su presencia está 

asociada a diversas fuentes geológicas como consecuencia de su disolución a partir de 

sedimentos con diferente composición y concentración, aunque en algunas regiones las 

actividades antropogénicas asociadas a la minería y la agricultura aportan Asi al 

ambiente3. En dichos sitios las concentraciones llegan a exceder los lineamientos 

establecidos por la Secretaria de Salud  y la Organización Mundial de la Salud con valores 

de 25 y 10 µg/L respectivamente4,5. Numerosos estudios señalan la presencia de Asi a altas 

concentraciones en diversos países entre los que destaca India (3.2 mg/L), Vietnam (3 

mg/L), Taiwán (1.82 mg/L) y Bangladesh (2.5 mg/L), y otras regiones dispersas alrededor 

de todo el mundo6-13.  

   En México uno de los principales sitios afectados son La Comarca Lagunera, donde 

diversos estudios han reportado concentraciones tan altas como 624 µg/L14, 740 µg/L15 y 

865 µg/L16, y el municipio de Matehuala en San Luis Potosí, donde se han registrado 

valores superiores (4.8-7 mg/L)17. Otros estados como Chihuahua (5-650 µg/L), Sonora 
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(2-305 µg/L), Hidalgo (14-1000 µg/L) y Baja California Sur (410 µg/L) presentan altas 

concentraciones del toxico en agua subterránea18-21. Dichos estudios corroboran la 

relevancia de la presencia de Asi en México, pues se han registrado concentraciones 

similares o superiores a las máximas reportadas en otros países17.  

   La presencia del Asi en cuerpos de agua que provienen de fuentes geológicas naturales 

es considerada una problemática ambiental a nivel mundial, pues este elemento ha sido 

detectado en asentamientos urbanos y zonas silvestres alrededor del mundo6,22. 

Investigaciones previas han demostrado que la ingesta de agua de dichas fuentes tiene 

efectos perjudiciales en la salud, manifestándose en desordenes crónicos en la mayoría de 

las regiones del mundo y poniendo en riesgo de enfermedades a más de 140 millones de 

personas a nivel global23-25. Cabe mencionar que en México se han confirmado casos 

esporádicos en humanos de intoxicación por exposición crónica, sin embargo la 

información en acerca de sus efectos sobre la salud en el país aún es limitada26-29. 

1.1.2 Toxicidad del Asi: Absorción, metabolismo y mecanismo de toxicidad 

   Existen dos especies inorgánicas de Asi relevantes en la naturaleza por su importancia 

biológica. El arsenato (AsV) es la forma predominante debido a las condiciones aeróbicas 

del agua en el ambiente, mientras que el arsenito (AsIII) es más escaso ya que  está presente 

bajo condiciones anaeróbicas30. Estas formas difieren en su estado de oxidación 

modificando su nivel de toxicidad, siendo la forma trivalente la más toxica5. Sin embargo, 

su proceso de metabolización también está asociado a su toxicidad.  
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   El AsV es la principal forma inorgánica ingerida por el consumo de agua contaminada 

con Asi. Cuando esto ocurre, aproximadamente el 90% es absorbido por el tracto 

gastrointestinal, posteriormente liberado en el torrente sanguíneo y finalmente captado por 

los hepatocitos donde ocurre su metabolización31,32.  La captación celular del Asi depende 

de su estado de oxidación y del tipo celular. El AsV es la forma que ingresa con mayor 

frecuencia y facilidad a las células a través de los transportadores de fosfatos, mientras 

que el AsIII debido a su mayor permeabilidad ingresa a través de  las acuagliceroporinas33-

36.    

   El Asi es metabolizado por los organismos a través de un proceso de metilación-

reducción Hasta la actualidad se han propuesto dos mecanismos sobre el proceso de 

metilación del Asi, vías importantes para su conversión a la forma orgánica. La primera 

es la vía metabólica clásica de metilación oxidativa que consiste en pasos alternados de 

reducción y metilación37,38. El AsV es reducido a AsIII en presencia de glutatión s-

transferasa omega (GST-omega) que sirve como donador de electrones39. Posteriormente 

el AsIII es metilado por la enzima arsenito metiltransferasa (As3MT; o Cyt19, un 

homólogo de As3MT en humanos) que cataliza su conversión a ácido monometilarsónico 

(MMAV) en donde participa S-adenosil metionina (SAM) como cofactor donador del 

grupo metilo. El MMAV es reducido a ácido monometilarsenioso (MMAIII) por la enzima 

MMAV reductasa. Finalmente MMAIII es metilado a ácido dimetilarsínico (DMAV) y 

reducido a ácido dimetilarsenioso (DMAIII) (Figura 1)40.   



4 
 

 
Figura 1. Vía metabólica clásica del Asi en mamíferos41. 

   La segunda vía de conjugación a glutatión por metilación reductiva, la cual ha sido 

propuesta de forma reciente, está basada en la formación de complejos As-glutatión41. 

Primero son formados los complejos arsénico tri-glutation (ATG) y monometilarsónico 

di-glutatión (MADG) los cuales sirven como sustrato para CYT 19 el cual requiere SAM 

como donador. Los conjugados son secuencialmente metilados para generar MADG y 

dimetil arso-glutation (DMAG) respectivamente. Finalmente los compuestos metilados 

son oxidados a MMAV y DMAV, los cuales son considerados como productos finales en 

esta propuesta y no solo intermediarios de la biotransformación del Asi (Figura 2)41,42.  
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Figura 2. Nueva vía metabólica del Asi por medio de complejos arsénico-GSH41. 

   La biotransformación permite que un 70% de los metabolitos de Asi obtenidos sean 

excretados por la orina, incluyendo: AsV, AsIII, MMAV y DMAV, siendo la forma 

dimetilada pentavalente la más abundante de todas31,43,44. Solo un porcentaje menor del 

Asi metabolizado es retenido en el organismo, el cual continuará contribuyendo con los 

efectos tóxicos.  

   Hasta años recientes la metilación del Asi se consideraba como un proceso de 

desintoxicación debido a que MMAV y DMAV es menos tóxico con respecto a las formas 

inorgánicas45,46. Sin embargo, actualmente se ha propuesto como un proceso de 

bioactivación ya que la toxicidad de los metabolitos intermediarios como MMAIII y 

DMAIII tienen mayor toxicidad respecto al AsIII 47,48, especialmente MMAIII  que es 

considerada la forma más tóxica49.  
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   Asimismo, se ha demostrado que el mecanismo de toxicidad del AsIII es el resultado de 

su habilidad de ejercer toxicidad sobre la mitocondria. Este tóxico es capaz de alterar el 

potencial de membrana pues es un compuesto que reacciona fácilmente con enzimas 

mitocondriales con grupos tiol.  La unión del AsIII a estos grupos tiol es capaz de inhibir 

eventos bioquímicos importantes, tal como la alteración de la respiración celular, lo que 

puede conducir a toxicidad celular50,51 

   El piruvato deshidrogenasa (PDH) es un complejo de múltiples subunidades que 

requiere el factor ácido lipoico, un ditiol, para la actividad enzimática. La presencia de 

AsIII y MMAIII este último siendo la forma más potente y tóxico que el Asi, inhiben la 

PDH quizá por la unión al ácido lipoico. La PDH se encarga de oxidar el piruvato a acetil-

CoA, un precursor de los intermedios del ciclo del ácido cítrico. En el ciclo se degradan 

los intermedios, lo que proporciona equivalentes reductores al sistema de transporte de 

electrones para la producción de ATP. Por lo tanto la inhibición de la PDH puede llevar a 

una disminución de la producción de ATP y como consecuencia a la perdida de energía 

por la célula metabolizadora. La inhibición de enzimas puede llegar a alterar el estado 

redox celular y eventualmente conducir a la citotoxicidad51
.  

1.1.3 Efectos de la exposición crónica a Asi en humanos 

   Diversos estudios en humanos han asociado la exposición crónica por la ingesta de agua 

contaminada con Asi con una alta prevalencia en diversos tipos cáncer y otros efectos 

sobre la salud tales como enfermedades del sistema cardiovascular, hipertensión, aumento 
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en la prevalencia se diabetes, hepatomegalia, disfunciones del sistema respiratorio y daño 

sobre el sistema nervioso central y periférico52-60. 

1.2 El pez cebra como modelo de estudio en la toxicología del Asi 

   Diversos modelos de animales vertebrados como roedores y otros mamíferos, han 

permitido explicar los efectos de la exposición crónica a Asi así como su toxicidad61. Sin 

embargo, experimentos desarrollados en otros modelos acuáticos como el pez cebra 

también ha proporcionado con precisión una simulación de los efectos tóxicos del Asi 

similares a los inducidos en humanos62. 

   El pez cebra (danio rerio) ha sido utilizado en la investigación durante décadas, es un 

vertebrado teleósteo nativo de las aguas dulces del Rio Ganges en la India, donde las 

concentraciones de Asi son naturalmente altas. Este es un modelo animal emergente en 

los estudios toxicológicos pues tiene características tales como fecundación externa, alta 

disponibilidad de embriones, desarrollo embrionario rápido, ciclo de vida relativamente 

corto. En adición a ello, es ideal para la observación de alteraciones teratogénicas letales 

y subletales durante estadios tempranos, pues su proceso de organogénesis es traslucido 

durante el desarrollo embrionario63,64. Además, los estudios toxicológicos con Asi en 

peces tienen ventaja, pues es posible generar un ambiente controlado debido a la alta 

solubilidad (100 g/L) del tóxico en un medio acuoso y a la exposición directa del medio 

en las branquias del pez.  

   Estudios recientes revelaron aproximadamente un 70% de similitud del genoma entre el 

ser humano y el pez cebra y hasta un 80% en genes asociados a patologías65,66. 
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Notablemente, las rutas asociadas al metabolismo del arsénico se encuentran bien 

conservadas en el pez cebra67-69. En el estudio de Hamdi y colaboradores (2012), se 

demostró que en el pez cebra también existe la vía de metilación del Asi, pues en peces 

expuestos se identificó un homólogo de As3MT dependiente de SAM, así como diferentes 

formas Asi orgánico incluyendo MMAIII y MMAV como productos intermediarios y a 

DMAV como producto final70. Estos estudios sugieren que el pez cebra es un modelo 

adecuado para la investigación dada la similitud en el metabolismo del Asi en relación al 

humano62. 

1.3 Efectos embriotóxicos del Asi en el pez cebra 

1.3.1 Ontogenia del pez cebra 

   El ciclo vital del pez cebra está dividido en cuatro periodos principales: embrión, larva, 

juvenil y adulto, proceso que conlleva un total de 90 días desde el inicio de la fecundación 

hasta el inicio del periodo reproductivo. El desarrollo temprano se produce a un ritmo 

rápido pero predecible, por lo que se han definido diferentes etapas dependiendo de las 

horas post-fertilización (hpf) o días post-fertilización (dpf) (Figura 3). Las primeras 24 

hpf están divididas en cinco fases: cigoto (0 hpf), clivaje (0.75 hpf), blástula (2.25 hpf), 

gástrula (5.25 hpf) y segmentación (10 hpf). Posteriormente inicia la fase faríngula (24 

hpf) momento en el cual comienza la actividad del embrión y su latido cardiaco, mientras 

sigue desarrollándose hasta eclosionar (48 hpf) surgiendo directamente en el periodo 

larval aproximadamente a las 72 hpf71. Los nutrientes del embrión almacenados en el 

vitelo se van agotando rápidamente mientras la larva desarrolla estructuras especializadas 



9 
 

como la vejiga natatoria que está relacionada al nado. Dichas estructuras le permiten a la 

larva movilizarse y buscar su propia comida a partir de los 7 dpf 72.  Finalmente, a los 30 

dpf el pez llega al periodo juvenil y a los 90 dpf a su adultez, momento en el cual será 

capaz de reproducirse73. 

 
Figura 3. Ontogenia del pez cebra (Adaptado de JoVE, 2018).  

1.3.2 Efectos embriotóxicos por la exposición crónica a contaminantes ambientales.  

   El desarrollo embrionario es un proceso que ha sido descrito en numerosos estudios 

como la base para la interpretación de los efectos causados por contaminantes 

ambientales, considerándose a la embriogénesis como un estadio muy sensible a la 
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exposición a tóxicos71,74,75. Como resultado se diseñó la prueba de toxicidad embrionaria 

por exposición crónica en peces entre ellos en el pez cebra, dado que las pruebas 

embrionarias son más sensibles y altamente predictivas en comparación a las realizadas 

en juveniles y adultos, además permite reemplazar las pruebas de toxicidad aguda en peces 

76-79.  

   La prueba de embrio-toxicidad en el pez cebra es un método muy común, ya que 

actualmente este organismos es uno de los modelos más importantes para el estudio de la 

biología del desarrollo y la toxicología73,80-82. La prueba de embrio-toxicidad permite 

valorar parámetros de letalidad, subletalidad y teratogénicos dentro de las primeras 120 

hpf. Esta es una técnica rápida, simple y económica, misma que requiere tiempos cortos 

de incubación y pequeñas cantidades del tóxico, todo ello resultando apropiado para 

evaluar los efectos de la exposición crónica a contaminantes ambientales78,83.  

1.3.3 Efectos embriotóxicos en vertebrados por la exposición a Asi  

   Desde hace décadas, el  Asi se clasificó como una sustancia embriotóxica y teratogénica 

que provoca alteraciones por exposición aguda durante el desarrollo de vertebrados, 

incluyendo diversos mamíferos y humanos84-86. Estudios en humanos han reportado 

efectos tales como incremento del aborto espontáneo, parto prematuro, y decremento de 

peso en niños recién nacidos por la exposición a concentraciones elevadas de Asi (>0.1 

mg/L)87,88. Por otro lado, también se ha registrado un aumento de la letalidad fetal y 

neonatal y déficits intelectuales en niños por exposición a bajas concentraciones (<50 

μg/L)60. En adición, otras investigaciones reportaron una relación entre la exposición a 
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Asi y déficits cognitivos en niños de forma dependiente de la concentración con 

evaluaciones más bajas de memoria a largo plazo y abstracción lingüística89. Además 

existen evidencias que sugieren que la exposición a Asi durante las primeras etapas de 

desarrollo incrementan los riesgos de salud durante la fase adulta90. 

   Por otro lado, diversos estudios han sugerido los efectos negativos del Asi sobre el 

desarrollo embrionario en modelos animales, principalmente en roedores. Algunos de sus 

efectos son: disminución de peso, incremento de malformaciones en el sistema nervioso 

central y alteración del comportamiento postnatal91-94. También existe una variedad de 

estudios en pez cebra que han evaluado la embrio-toxicidad del Asi
95-97. 

1.4 Efectos epigenéticos por exposición a Asi 

1.4.1 Mecanismos epigenéticos  

   Los mecanismos epigenéticos hacen referencia a los procesos de regulación reversible 

de la expresión de genes que ocurren independientemente de la secuencia de ADN. Estos 

procesos pueden darse por modificaciones en el patrón de metilación de ADN y por 

modificaciones en las colas de histonas, que en conjunto determinan la estructura de la 

cromatina involucrada en la regulación de la expresión de los genes98,99. Estos genes 

transcritos que se encuentran activos están asociados con regiones de cromatina accesibles 

(descondensados) mientras que los genes transcripcionalmente silenciados están 

generalmente localizados en regiones de cromatina inaccesibles (condensados).  

1.4.2 Metilación de ADN debido a mecanismos epigenéticos 
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   La metilación del ADN es el mecanismo epigenético más estudiado y es un factor 

determinante de la estructura de la cromatina. En este proceso se requiere que un grupo 

metilo se añada al ADN, la reacción ocurre al ser catalizada por la enzima ADN 

metiltransferasa (DNMT) la cual utiliza a SAM como donador del grupo metilo, esto 

permite a un grupo metilo añadirse al sitio CpG en la posición 5 del residuo de citosina100. 

Estos dinucleótidos CpG llegan a formar regiones densas conocidas como islas CpG, en 

donde se presentan los diferentes grados de metilación. Es frecuente que las islas CpG se 

encuentren en la región promotora de diversos genes en más del 50% del genoma101, 

cuando ocurre una hipermetilación de estas islas dentro de los sitios promotores 

comúnmente se asocia con el silenciamiento de un gen, y de manera contraria la 

hipometilación se asocia con la expresión del gen102. Al reprimir o permitir la expresión 

génica, la metilación del ADN proporciona control sobre los genes, cuya ventaja es la 

capacidad de transmitir estos cambios a las células hijas durante la replicación.  

1.4.3 Modificaciones en el patrón de metilación de ADN inducidos por Asi  

   Por otra parte, se ha demostrado que el Asi es capaz de inducir alteraciones epigenéticas 

en vertebrados y hasta la actualidad el principal mecanismo epigenético estudiado en 

relación a la exposición a este elemento tóxico es la metilación del ADN103-106. Este 

mecanismo se ve alterado cuando el organismo se encuentra expuesto a Asi y tanto el 

proceso de metilación del tóxico como el de metilación del ADN están en funcionamiento. 

Debido a que ambos procesos requieren de SAM como donador del grupo metilo para su 
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funcionamiento, como consecuencia habrá escases de SAM y la actividad de la enzima 

DNMT se verá alterada, lo que generará hipometilación del ADN global107.  

   Diversos estudios han demostrado lo anterior tanto en modelos animales como en 

humanos108-111. En el presente estudio se determinaran las modificaciones en el patrón de 

metilación del ADN durante el desarrollo del pez cebra por la exposición crónica a 

concentraciones relevantes de Asi en el ambiente.  

1.5 Variaciones morfométricas por exposición a contaminantes ambientales 

1.5.1 Análisis morfométrico como herramienta toxicológica 

   El análisis morfométrico ha sido una herramienta muy utilizada durante décadas en la 

taxonomía de diversos grupos de vertebrados principalmente de peces. Su aplicación 

permite diferenciar especies y poblaciones112-115 a partir de la identificación de diferencias 

en su forma corporal116.  

   El análisis morfométrico es un conjunto de procedimientos estadísticos multivariados y 

discriminantes, realizados a partir de un análisis de imágenes digitales o de medidas 

somáticas estandarizadas que permiten determinar la variabilidad morfológica. Sin 

embargo, a pesar de ser un método confiable y ampliamente utilizado en la taxonomía, ha 

sido escasamente abordado en otras áreas de estudios. Trabajos previos demostraron la 

existencia de variaciones morfométricas como consecuencia de la exposición a diferentes 

temperaturas117. No obstante, estas herramientas no han sido utilizadas para la 

determinación de variaciones en la forma corporal producidas por la exposición a 
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contaminantes ambientales o en su caso las técnicas morfométricas utilizadas no han 

seguido un procedimiento estadístico riguroso.  

1.5.2 Variaciones morfométricas por la exposición a Asi 

   Hasta la actualidad pocos estudios han logrado demostrar las variaciones morfométricas 

que el Asi causa durante el desarrollo. Existen estudios en humanos que han registrado 

alteraciones morfológicas, pues se ha demostrado que la exposición a altas 

concentraciones de Asi (≥288 ppb) en niños causa una disminución en la altura corporal118-

121.  

   El principal modelo de estudio animal ha sido el de los peces teléosteos del orden 

Cypriniformes, lo que supone una limitación de datos bibliográficos sobre variaciones en 

otros modelos animales. En dichas investigaciones se demuestran variaciones en la 

longitud total de diversos organismos, pues se observó que la exposición crónica a 0.75, 

3 y 5ppm de  Asi en el pez fundulído (Fundulus heteroclitus) desde la fase embrionaria 

hasta el estadio juvenil (4 semanas) disminuyó significativamente la longitud corporal de 

los mismos122. Por otro lado, se demostró que la exposición crónica a 4.3, 7.4 y 16.5 ppm 

de Asi durante los primeros 29 días de desarrollo de la carpita cabezona (Pimephales 

promelas) y la exposición a 4.1, 7.6 y 16.3 ppm durante 31 días en el pez bandera de 

Florida (Jordanella floridae) disminuye significativamente la longitud corporal de los 

mismos123. En adición a lo anterior, se ha observado el mismo efecto en embriones de pez 

cebra (Danio rerio) a las 72 y 96 hpf debido a la exposición a 2mM de Asi
96. Esto abre las 
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puertas a la evaluación de los efectos sobre la forma corporal por exposición crónica a Asi 

en el modelo del pez cebra desde la etapa embrionaria hasta la adultez.  

   Cabe mencionar que ninguna de las investigaciones previamente citadas sobre los 

efectos de la exposición a Asi, ha aplicado un método estadístico completo que utilice un 

amplio número de variables y que esté basado en la normalización de los datos biométricos 

lo cual permita obtener resultados más confiables. Por ello, en este estudio se demostrarán 

los efectos de la exposición crónica a dosis relevantes al ambiente de Asi sobre las 

variables morfológicas del pez cebra con el uso de pruebas estadísticas robustas. 
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1.6 HIPOTESIS  

 

   La exposición crónica a dosis relevantes al medio ambiente de Asi en la generación F0 

afectará el desarrollo normal del pez cebra produciendo efectos embriotóxicos y 

morfológicos, así como modificaciones epigenéticas sobre el patrón de metilación de 

ADN genómico en tejido nervioso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

1.7 OBJETIVOS 

 

1.7.1 Objetivo general  

Evaluar la exposición crónica a dosis relevantes de Asi  en el ambiente  y sus efectos 

sobre marcadores embriotóxicos, morfológicos y epigenéticos, durante el desarrollo de 

la generación F0 del pez cebra. 

1.7.2 Objetivos específicos 

1. Reproducción de peces cebra adultos para la obtención de embriones y su crianza 

hasta la fase adulta reproductiva.  

2. Estandarización de un sistema de exposición crónica a concentraciones de Asi 

relevantes al ambiente. 

3. Estandarización de sistema de policultivo de rotíferos para alimentación de larvas 

de pez cebra. 

4. Evaluación de marcadores de toxicidad durante el desarrollo embrionario de peces 

cebra expuestos a concentraciones de Asi que son relevantes al ambiente. 

5. Evaluación de variaciones morfométricas en peces cebra, juveniles y adultos 

machos y hembras expuestos a concentraciones de Asi relevantes al ambiente. 

6. Evaluación del porcentaje de metilación del ADN genómico en tejido nervioso de 

larvas y adultos, machos y hembras de peces cebra expuestos a concentraciones de 

Asi relevantes al ambiente. 
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2. METODOLOGÍA 

 

2.1 Reproducción de peces cebra adultos para la obtención de embriones 

   Se obtuvieron 90 peces cebra  a través de un proveedor local, los cuales fueron utilizados 

para la obtención de la denominada generación parental. Los peces reproductores fueron 

aclimatados a las condiciones de laboratorio por 1 mes previo a la reproducción (28±1°C, 

14h/10h luz-obscuridad, pH a 7.0 ± 1.0, conductividad 300-1500μS). Se reprodujeron 90 

animales en una relación de 3 hembras por cada 2 machos. La reproducción se realizó en 

tanques de con 2 L de agua (28±1°C, pH a 7.0 ± 1.0, oxígeno disuelto >6.0 mg/L, amonio 

<0.02 mg/L, nitratos <50 mg/L, nitritos <0.1 mg/L, conductividad 300-1500μS)124, una 

noche previa se prepararon los tanques con canicas y plantas artificiales, para prevenir el 

canibalismo por los peces adultos hacia los embriones y para simular las condiciones 

naturales de reproducción. Se colocó una barrera transparente de plástico que separa 

machos y hembras para estimular la reproducción por medio de las feromonas liberadas 

durante la noche. Los tanques se mantuvieron en condiciones ideales de reproducción 

(agua limpia, temperatura y aireación constante) durante toda la noche. Las barreras 

fueron removidas a la mañana siguiente posterior al inicio del ciclo de luz, dejando 

desovar a los peces por 1 hora.  

   Posterior al desove, los huevos fecundados fueron tamizados, limpiados, seleccionados 

y distribuidos en grupos dentro de cajas Petri (50 individuos/caja) con exposición a Asi 

(50 y 500 ppb) en soluciones preparadas con medio E2 (7.5mM NaCl, 0.25mM KCl, 
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0.5mM MgSO4, 75µM KH2PO4, 25µM Na2HPO4, 0.5mM CaCl2, 0.35mM NaHCO3). Los 

animales fueron incubados durante la fase embrionaria (4 - 120hpf)  a 28°C en un ciclo de 

14h luz/10h oscuridad. Un grupo adicional  sirvió como control y fue mantenido bajo las 

mismas condiciones que los grupos tratados. Diariamente las soluciones con Asi fueron 

preparadas a pH 7.0 a partir de un stock (1000mg Asi/L) y reemplazadas en cada caja 

Petri. 

 

2.2 Sistema de exposición crónica con Asi 

   Para llevar a cabo la exposición crónica y evitar el estrés a los peces por la manipulación, 

se construyó un sistema de exposición de flujo continuo (Figura 4). A partir de los 5 dpf, 

las larvas fueron distribuidas según su tratamiento de manera aleatoria dentro del sistema 

de crianza en tanques de vidrio de 5 L en cuatro réplicas (100 larvas/tanque) con un 

volumen estático de 1 L de solución de exposición (control, Asi 50 ppb y Asi 500 ppb; las 

soluciones fueron preparadas a partir de un stock de 1000 mg Asi/L, pH 7.0). La mitad del 

volumen total de cada tanque fue sustituido manualmente desde los 5 hasta los 9 dpf. A 

partir de los 10 dpf el volumen total de los tanques fue sustituido gradualmente cada 24 

horas con la ayuda del sistema de bombas peristálticas, movilizando las soluciones desde 

los reservorios hasta los tanques de crianza (Figura 4). 

   Para compensar el espacio ocupado por los peces en crecimiento durante su desarrollo, 

se disminuyó la densidad de cada grupo en su respectivo tanque aumentando el volumen 

de las soluciones. La densidad inicial a los 5 dpf fue de 100 individuos/L (1 L), 

posteriormente a los 10 dpf disminuyó a 50 individuos/L (2L) y finalmente a los 30 dpf a 
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20 individuos/L (5L)125. El recambio y la preparación de soluciones diarias continúo hasta 

finalizar la crianza a los 150 dpf. 

   Los parámetros físico-químicos del agua tales como pH, conductividad, salinidad, 

oxígeno disuelto, nitratos, nitritos y amonio fueron registrados semanalmente para 

mantener las condiciones ideales del medio. 

 
Figura 4. Sistema de flujo continuo para la crianza y exposición a Asi de peces cebra. 

2.3 Sistema de policultivo de rotíferos y cultivo de artemia para alimentación  

   Para incrementar la sobrevivencia, las larvas fueron criadas en un sistema de policultivo 

bajo condiciones estáticas desde los 5 hasta los 9 dpf126. Para su aplicación previamente 

se mantuvo un sistema de cultivo compacto (Compact Culture System, Reef Nutrition, 

Campbell, CA) con 1 millón de rotíferos (Brachionus plicatilis, APBreed, Reef Nutrition). 

Las condiciones para su mantenimiento fueron: volumen total de 15 L de agua de mar (25 

g/L, H2Od) (Instant Ocean salt and fresh water, Instant Ocean), flujo de aire continuo, 

temperatura a 27°C y pH 7-8. Los rotíferos se alimentaron dos veces al día agregando 10 

ml de concentrado de microalgas  (RGComplete, APBreed, Reef Nutrition). Para 
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corroborar que las condiciones del cultivo eran ideales, diariamente se registró la densidad 

de los rotíferos agregando 100 µl en un cubreobjetos e incubando a 4°C por un par de 

minutos para inmovilizar los rotíferos y facilitar el conteo bajo el estereoscopio. Para 

obtener el valor de rotíferos/ml se multiplico la cantidad contada por 10. Cada dos días se 

limpió parcialmente el cultivo, para ello se filtró aproximadamente la mitad del volumen 

con una tela de 200 µm para recuperar los rotíferos, se lavaron los accesorios y las paredes 

del recipiente y se reemplazó el mismo volumen desechado con agua de mar recién 

preparada.  

    El policultivo permite que las algas sirvan de alimento para los rotíferos y éstos a su 

vez para las larvas, lo que brinda un alto nivel nutrimental e incrementa las probabilidades 

de sobrevivencia de las larvas en hasta un 95%126. Para elaborar el policultivo, a partir de 

los 5 dpf de las larvas en crianza, se agregaron 500ml de solución de agua de mar con 

concentrado de algas y rotíferos en cada tanque. Para mantener las condiciones ideales 

para rotíferos y larvas, diariamente cada tanque fue limpiado manualmente con ayuda de 

un pipeteador automático para retirar los desechos y se agregaron 100 ml de concentrado 

de rotíferos con algas en agua de mar. 

     A partir de los 10 dpf hasta los 150 dpf, la dieta de los peces fue a base de nauplios de 

Artemia salina, agregando aproximadamente 10 ml de concentrado por pecera, dos veces 

al día. Los cultivos se mantuvieron en conos de 1 L en agua de mar (25 g/L) con luz 

continua hasta su eclosión y fueron filtrados y lavados para obtener el concentrado.  
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   A los 30 dpf, los peces de los mismos grupos fueron mezclados y redistribuidos 

aleatoriamente en los 4 tanques con una nueva densidad de 10 peces/L para propiciar el 

crecimiento adecuado de los peces125. El diseño experimental se muestra en la figura 5.  

Figura 5. Diseño experimental de la crianza y exposición de peces cebra (superior), así como las pruebas 

realizadas a lo largo del desarrollo (inferior). 

2.4 Toxicidad embrionaria 

2.4.1 Test de embrio-toxicidad  

   Embriones de 4 hpf durante la fase de blástula fueron colocados en cajas Petri (60 x 155 

mm) previamente llenados con soluciones control, Asi 50 ppb y Asi 500ppb (n=12, 64 

individuos). Las cajas fueron incubadas a 28°C  en un ciclo de 14h luz/10h oscuridad. A 

partir de las 8 hpf se llevó a cabo la evaluación toxicológica, la tabla I muestra los 

parámetros evaluados a las 8, 24, 48, 72, 96 y 120 hpf. Para determinar variaciones en la 
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frecuencia cardíaca de latidos/seg se requirió del conteo de latidos durante 1 minuto por 

medio de la visualización.  

   Todas las cajas fueron colocadas en la incubadora hasta las 120 hpf, las soluciones 

control y de prueba fueron sustituidas de cada caja diariamente. El grado de embrio-

toxicidad de cada parámetro se expresó como el porcentaje en relación al número total de 

embriones expuestos al momento inicial del registro para cada grupo tratado. 

   A partir de las 8hpf, durante la prueba toxicológica, se realizó un registro fotográfico 

con ayuda de un estereoscopio (Stemi DV4, Zeiss) adaptado con cámara fotográfica 

(AxioCam ERc5s, Zeiss), luces LED y un adaptador de campo oscuro. 

TABLA I. PARÁMETROS PARA LA EVALUACIÓN TOXICOLÓGICA DE ASI EN EMBRIONES DE PEZ CEBRA 78. 

          Parámetros toxicológicos  8 hpf 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf 120 hpf  

Efectos 

letales 

Mortalidad    + + + 

Coagulación + + +    

Desprendimiento cola  + + +   

Frecuencia cardíaca  + +    

Efectos  

subletales/ 

desarrollo  

Gastrulación  +      

Formación de somitas  +     

Desarrollo de ojos  + +    

Pigmentación   + +    

Eclosión    + +   

Edema pericárdico    + + + + 

Escoliosis    + + + 

 

2.4.2 Tinción in vivo para marcaje de apoptosis celular 

   Se realizó un ensayo para la identificación de células apoptóticas en embriones 

expuestos a Asi, por medio de la tinción con el fluoróforo Naranja de Acridina. Para ello, 

embriones de 96 hpf de cada tratamiento (control, 50 ppb y 500 ppb Asi) fueron lavados 
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dos veces con solución Danieau al 30% preparado a partir de un stock  (100%: NaCl 

58mM, KCl 0.7mM, MgSO4 0.4mM, Ca(NO3)2 0.6mM y HEPES 5mM, pH 7.4) y teñidos 

con el fluoróforo naranja de acridina  (2µg/ml, solución Danieau 30%) durante 30 minutos 

a temperatura ambiente en ausencia de luz. La solución fue desechada y se realizaron 3 

lavados con solución Danieau al 30% durante 5 minutos. Los embriones teñidos fueron 

anestesiados con tricaína al 0.03% (MS-222) y montados en un portaobjetos con agar 

bacteriológico al 1% como base para evitar movimientos del embrión.  

   Los cúmulos de células apoptóticas en los embriones fueron identificados por 

microscopia de epifluorescencia (16X, AN 0.25) (Axio Zoom.V16.) bajo una longitud de 

onda de excitación de 488 nm. Todas las imágenes fueron capturadas bajo los mismos 

parámetros de exposición. Se obtuvieron secciones ópticas de cada imagen con 

iluminación estructurada, lo que permitió obtener un cribado de toda la muestra en forma 

multidimensional para evitar la pérdida de señal en los diferentes planos de la muestra.  

2.6 Metilación de ADN global  

2.6.1 Extracción de ADN genómico 

   Se extrajeron muestras de ADN genómico de tejido larvario (5dpf, n=3, 20 larvas/pool) 

y tejido nervioso de peces adultos (150 dpf, n=4-5) utilizando un kit de purificación de 

ADN genómico (PureLink Genomic DNA kit, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las 

muestras se homogenizaron en buffer de digestión y proteinasa K  con ayuda de un motor 

inalámbrico adaptado a triturador de tejidos para tubos Eppendorf (Pellet pestles, Cordless 

Motor, Sigma-Aldrich). Los homogenizados se incubaron a 55°C durante 60 minutos con 
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vortexeo ocasional para promover la lisis. Los lisados fueron centrifugados a velocidad 

máxima (15,000 rpm) durante 3 min a temperatura ambiente para eliminar restos de 

partículas y el sobrenadante fue transferido a nuevos tubos.  Las muestras fueron 

incubadas con RNasas por 2 min y consecutivamente se mezclaron con buffer de lisis y 

etanol (100%). La purificación de las muestras de ADN genómico se realizó de acuerdo 

al protocolo del fabricante. La concentración y calidad de las muestras purificadas fueron 

evaluadas por espectrofotometría (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, Thermo 

Scientific, Wilmingtton, DE), diluidas a la concentración deseada en TE (Tris-HCl 10mM, 

EDTA 1mM) y almacenadas a -80° hasta su uso. 

2.6.2 Ensayo de ELISA 

   El porcentaje de metilación de citosinas de ADN global fue cuantificado con un kit 

colorimétrico (MethylFlash Methylated DNA Quantification Kit, Epigentek Group, 

Farmingdale, NY, USA) para la medición de los niveles de 5-metilcitsina (5-mC) en una 

microplaca de 96 pozos para prueba de ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Las muestras fueron analizadas por triplicado con 100 ng de ADN genómico por muestra. 

Las absorbancias fueron leídas con un espectrofotómetro de microplacas (Multiskan TM 

GO system, Thermo Scientific) a 450 nm. El porcentaje de citosinas metiladas (5-mC) en 

ADN total se calculó según la fórmula: % metilación citosina = [(OD muestra – OD 

control negativo / 100ng) / (OD control positivo – OD control negativo) × 2 / 5 ng] × 100; 

OD es la absorbancia, 100ng es la cantidad de ADN por muestra, ×2 representa un factor 

para normalizar 5-metilcitosina en el control positivo a 100% pues solo contiene el 50% 

de citosinas metiladas. Todas las muestras se midieron por duplicado.  
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   Los valores fueron comparados utilizando una prueba Kruskal-Wallis no paramétrica, 

seguido de una prueba Shapiro-Wilk. Los resultados fueron analizados por Sigma Plot 

12.0 y presentados como el promedio ± el error estándar del promedio (EEM). 

Significancia establecida como p≤0.05. 

2.7 Morfometría 

     Peces cebra en fase juvenil (30 dpf), adulta (90 dpf) y adulta reproductiva (150dpf) 

fueron fotografiados de lado lateral con ayuda de un estereoscopio (Stemi DV4, Zeiss) 

equipado con una cámara fotográfica. Ocho mediciones lineales fueron consideradas para 

el análisis morfométrico (Figura 6): longitud total (LT), longitud patrón (LP), altura 

mínima (Amin), altura corporal (AC), altura máxima (Amax), longitud predorsal (LPD), 

longitud cefálica (LC) y diámetro del ojo (DO). Se aplicó el modelo de regresión de Elliott 

y colaboradores (1995) como método de estandarización para los datos morfométricos. 

Este modelo remueve el componente de tamaño de las mediciones (alometría) y 

homogeniza sus varianzas. Se define como: 

𝑀𝑠 = 𝑀𝑜 (
𝐿𝑠

𝐿𝑜
)
𝑏

 

   Donde Ms = medición estandarizada, Mo = longitud del carácter medido (mm), Ls = 

medición de referencia (media de LP (mm) para todos los individuos de todos los grupos 

de estudio), Lo = LP (mm) del espécimen, y “b” fue estimado para cada carácter de los 

datos observados utilizando la ecuación no-lineal. El parámetro “b” fue estimado como la 

pendiente de la regresión de log Mo en log Lo, utilizando cada pez en cada grupo. 
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Figura 6. Mediciones morfométricas registradas en juveniles y adultos de pez cebra. 

   Los valores morfométricos estandarizados para los dos grupos tratados y el grupo 

control fueron analizados y comparados por medio de análisis de función discriminante 

paso por  paso hacia adelante (AFD), utilizando el software Statistica 7.1 (StatSoft, Inc., 

USA, 2005). Este análisis multivariante permite determinar que combinación de variables 

(longitudes) se discrimina mejor entre los grupos expuestos y permite detectar diferencias 

significativas entre grupos. Las distancias de Mahalanobis entre grupos también fueron 

evaluados, la cual arroja los coeficientes de similaridad entre dos variables 

multidimensionales. Las diferencias significativas de los caracteres morfométricos entre 

grupos se verificó  por medio de análisis de variación ANOVA con el software SigmaPlot 

12.0.  
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Efectos de la exposición a Asi durante el desarrollo embrionario del pez cebra  

3.1.1 Alteraciones embriotóxicos por la exposición a Asi en pez cebra 

   En general, la exposición durante el desarrollo embrionario a 500 ppb de Asi se asoció 

a alteraciones sobre diversos parámetros embriotóxicos. El registro mostró un aumento de 

la letalidad acumulativa en el grupo expuesto a 500 ppb de Asi en comparación al grupo 

control a las 24 hpf [F (2,33) = 6.751, p<0.05], 48 hpf [F (2,33) = 7.274, p<0.05], 72 hpf 

[F (2,33) = 7.565, p<0.05], 96 hpf [F (2,33) = 7.723, p<0.05] y 120 hpf [F (2,33) = 8.059, 

p<0.05] (Figura 7A). Por otro lado, a las 48 hpf se registró un aumento del éxito de 

eclosión por la exposición a 500 ppb de Asi en comparación al grupo control [F (2,33) = 

4.351, p<0.05] (Figura 7B). A las 24 hpf el grupo expuesto a 500 ppb de Asi representó 

un menor porcentaje de pigmentación con respecto al grupo control [F (2,33) = 7.277, 

p<0.05] (Figura 7C).  

   Con respecto a la frecuencia cardíaca, se observó un aumento por la exposición a 500 

ppb Asi a las 24 hpf [F (2,27) = 3.914, p<0.05], sin embargo a las 48hpf no hubo un cambio 

significativo [F (2,26) = 0.732, p>0.05] (Figura 7D). El desprendimiento de cola [X2 = 

0.0034, p>0.05], la formación de somitas [X2 = 0, p>0.05], el desarrollo de ojos [X2 = 0, 

p>0.05] y la escoliosis [X2 = 0, p>0.05] fueron parámetros que no mostraron ningún tipo 

de alteración en los grupos tratados con Asi. 

   En la figura 8 se muestran los individuos representativos de los grupos expuestos en 

diferentes estadios embrionarios. La tabla de contingencia (Tabla II) muestra los datos de 

embrio-toxicidad y teratogenicidad.  
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Figura 7. Efectos tóxicos de la exposición a Asi durante la fase embrionaria (4-120hpf) de la generación 

F0: (A) Tasa de letalidad (n=12), (B) Eficiencia de eclosión (n=12), (C) Desarrollo de pigmentación (n=12) 

y (D) Frecuencia cardíaca (n=10, p<0.05). Los datos se expresan como el promedio ± EEM. * Denota las 

diferencias significativas del grupo de As 500 ppb con respecto al grupo control. 

 

 

 
Figura 8. Embriones de pez cebra representativos bajo exposición a Asi en diferentes etapas de desarrollo. 

Individuos control y tratamiento indicados en imagen. A) Embrión a las 8 hpf; B) Embrión a 24 hpf; C) 

Larva a 72 hpf; D) Larva a 120 hpf. A-D) Animales sanos, E) Larvas con malformaciones (escoliosis y/o 

edema pericárdico). A-C, E (2X) y D (1.6X). 
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TABLA II.  EFECTOS EMBRIOTÓXICOS POR LA EXPOSICIÓN A ASI. 

Parámetros Tratamiento 8 24 48 72 96 120 

Coagulación  

(acumulativo) 
  Control 9 12 13 13 13 14 

  As 50ppb 6 12 12 12 12 12 

  As 500ppb 17 22 23 23 23 23 

Desprendimiento de 

cola  
  Control ̶ 0 99.6 100 ̶ ̶ 

  As 50ppb ̶ 0 99.7 100 ̶ ̶ 

  As 500ppb ̶ 0 98.8 100 ̶ ̶ 

Gastrulación    Control 100 ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ 

   As 50ppb 100 ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ 

   As 500ppb 100 ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ 

Formación de 

somitas 
  Control ̶ 98.7 ̶ ̶ ̶ ̶ 

  As 50ppb ̶ 98.2 ̶ ̶ ̶ ̶ 

  As 500ppb ̶ 98.6 ̶ ̶ ̶ ̶ 

Desarrollo de ojos   Control ̶ 99.6 99.9 99.9 100 ̶ 

  As 50ppb ̶ 100 100 100 100 ̶ 

  As 500ppb ̶ 99.9 99.9 99.9 99.9 ̶ 

Pigmentación   Control ̶ 84.6 96.9 100 ̶ ̶ 

  As 50ppb ̶ 75.3 93.8 100 ̶ ̶ 

  As 500ppb ̶ 60.0 95.8 100 ̶ ̶ 

Eficiencia de 

eclosión  

(acumulativo) 

  Control ̶ ̶ 44.2 99.3 100 ̶ 

  As 50ppb ̶ ̶ 47.4 96.1 100 ̶ 

  As 500ppb ̶ ̶ 61.5 98.8 100 ̶ 

Edema pericárdico   Control ̶ 0 0 0 0 0.3 

  As 50ppb ̶ 0 0 0 0 0.6 

  As 500ppb ̶ 0 0 0.2 0.3 0.4 

Escoliosis   Control ̶ ̶ ̶ 0.9 1.2 1.4 

  As 50ppb ̶ ̶ ̶ 1.1 1.3 0.9 

  As 500ppb ̶ ̶ ̶ 1.4 1.4 0.9 

Los valores se representan como el porcentaje de embriones que presentan el 

efecto dentro del grupo de exposición. n=64;  ̶  significa no aplicable.  

 

3.1.2 Efectos sobre el patrón de apoptosis celular por la exposición a Asi en embriones de 

pez cebra 

   Para dicho ensayo de marcaje fluorescente, la tinción in vivo de células apoptóticas 

indicó la muerte celular en embriones de 96 hpf tratados con Asi (50 y 500 ppb), siendo 

este representado por los puntos fluorescentes localizados en la zona media y frontal de la 

cabeza en comparación con el embrión del grupo control (Figura 9). El embrión expuesto 

a 50 ppb muestra mayor aumento con respecto al tratado con 500 ppb de Asi.  
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Figura 9. Embriones de pez cebra (96 hpf) tratados con Asi mostrando un patrón anormal de apoptosis 

(representada por cúmulos de puntos con fluorescencia) en comparación con el embrión control. A) Control, 

B) 50 ppb Asi y C) 500 ppb Asi. 
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3.3 Efecto de la exposición a Asi a través del desarrollo sobre niveles de metilación 

global de ADN genómico 

   El promedio del porcentaje de citosinas metiladas en larvas (5 dpf) expuestas a 50 ppb 

de Asi (2.71%) disminuyó con respecto al grupo control (2.91%) e incrementó en larvas 

expuestas a 500 ppb (3.74%) (p>0.05). Por otro lado, en machos adultos (150 dpf) 

expuestos a 50 ppb (3.47%) el porcentaje aumentó con respecto al grupo control (2.93%) 

y disminuyó en los expuestos a 500 ppb (2.07%) (p>0.05). En cambio, el promedio en 

hembras adultas (150 dpf) expuestas a 50 ppb (2.0%) disminuyó con respecto al grupo 

control (2.51%) y aumentó en las expuestos a 500 ppb (2.94%) (p>0.05). En la Figura 10 

se muestra las alteraciones sobre el porcentaje de citosinas metiladas de todos los grupos 

analizados, sin embargo los resultados no fueron estadísticamente significativos.  

 
Figura 10. Promedio de porcentaje de citosinas metiladas en ADN genómico de tejido nervioso de pez 

cebra (F0) en estadio larval y adulto (machos y hembras). Los datos se expresan como el promedio ± EEM 

(n= 3-5). 
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3.4 Efecto de la exposición a Asi a través del desarrollo del pez cebra sobre variables 

morfométricas  

   Los especímenes del pez cebra (Danio rerio) utilizados para el análisis morfológico 

fueron agrupados por etapa de desarrollo y por sexo en la etapa adulta (Figura 11). La 

estadística descriptiva (media, desviación estándar y coeficiente de variación) de los siete 

caracteres morfométricos para cada uno de los grupos de peces expuestos a Asi se 

muestran en el anexo 1 y en las figuras 12, 14, 16 y 19.   

 
Figura 11. Peces representativos para el análisis morfométrico de los grupos expuestos a Asi durante el 

estadio juvenil (30 dpf) y adulto reproductor, hembra y macho (150 dpf). 

3.4.1 Efectos morfométricos de la exposición a Asi durante la fase juvenil (30 dpf)  

   Para el estadio juvenil, el carácter con el coeficiente de variación (CV) más alto fue 

asociado con LC (8.73%) y el más bajo con LPD (1.67%) (Anexo 1). El AFD aceptó seis  

de los siete parámetros (Figura 12), de los cuales tres (Amax, LC, DO) fueron 

estadísticamente significativos (p<0.01, Anexo 2). En  la Función canónica 1 se explica 

el  X% de la variación observada entre los grupos comparados, donde tres caracteres 

ejercieron los mayores efectos: DO (Y1=1.5307), Amax (Y1=1.2669) y LC (Y1=-1.4745). 

En  la  Función canónica 2 se explica X% de la variación, siendo dos caracteres lineales  
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los que más contribuyeron a esta variación: AC (Y2=-0.8151) y DO (Y2=-1.1183) (Anexo 

3).       

 
Figura 12. Diagramas de cajas y bigotes de los caracteres morfométricos estandarizados significativos  en 

el AFD para los grupos en estadio juvenil (30dpf). 

Promedio 
Promedio±SE 

Promedio±1.96*SE 
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   La significancia de las diferencias y las distancias cuadradas de Mahalanobis entre los 

grupos tratados en estadio juvenil (30 dpf) muestran que cada uno de los grupos está bien 

diferenciado de los otros (Tabla 3, Figura 13).  

TABLA III. VALOR P (***, <0.001) Y DISTANCIAS 

CUADRADAS DE MAHALANOBIS ENTRE GRUPOS EN ESTADIO 

JUVENIL (30DPF). 

 Control As 50ppb As 500ppb 

Control  *** *** 

As 50ppb 4.929820  0.015128 

As 500ppb 6.984080 1.876409  

 

                 
Figura 13. Proyección de  los primeros 2 ejes del análisis canónico basado en los caracteres morfométricos 

de los grupos en estadio juvenil (30dpf). Las elipses representan áreas de confidencia del 95%.   

3.4.2 Efectos morfométricos de la exposición a Asi durante el estadio adulto (90 dpf)  

   Para esta etapa adulta, el carácter con el CV más alto fue asociado con Amin (9.04%) y 

el más bajo con LT (2.17%) (Anexo 1). El AFD aceptó tres  de los siete parámetros (Figura 

14), de los cuales tres (Amax, AC y DO) fueron estadísticamente significativos (p<0.05, 
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Anexo 2). En la Función canónica 1, dos caracteres ejercieron los mayores efectos: Amax 

(Y1=1.1662) y AC (Y=-0.8596). En la  Función canónica 2, un carácter lineal fue el  más 

importante para explicar la variación: AC (Y=-0.8919) (Anexo 3). 

 
  

Figura 14. Diagramas de cajas y bigotes de los caracteres morfométricos estandarizados significativos  en 

el AFD para los grupos en etapa adulta (90dpf). 

   La significancia de las diferencias y las distancias cuadradas de Mahalanobis entre los 

grupos tratados en etapa adulta (90 dpf) muestran que cada uno de los grupos está bien 

diferenciado de los otros (Tabla IV, Figura 15).  

Promedio 

Promedio±SE 

Promedio±1.96*SE 
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TABLA IV. VALOR P (***, <0.001) Y DISTANCIAS 

CUADRADAS DE MAHALANOBIS ENTRE GRUPOS EN ETAPA 

ADULTA (90DPF). 

 Control As 50ppb As 500ppb 

Control  *** 0.178890 

As 50ppb 2.000467  *** 

As 500ppb 0.671559 2.922131  

                 
Figura 15. Proyección de los primeros 2 ejes de análisis canónico basado en los caracteres morfométricos 

de los grupos en etapa adulta (90dpf). Las elipses representan áreas de confidencia del 95%.  

3.4.3 Efectos morfométricos de la exposición a Asi durante el estadio adulto reproductor 

en hembras (150 dpf)  

   Para esta etapa en hembras reproductoras adultas, los caracteres con el CV más alto 

fueron asociados con DO (9.05%) y con Amin (10.82%), mientras que el más bajo con 

LPD (2.20%) (Anexo 1). El AFD acepto cuatro de los siete parámetros (Figura 16) los 

cuales fueron estadísticamente significativos (LT, AC, Amin, DO) (p<0.05, Anexo 2). En 
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la Función canónica 1, un carácter ejerció el mayor efecto: DO (Y1=-0.8714). En la  

Función canónica 2, dos caracteres lineares fueron los más importantes para explicar la 

variación: AC (Y2=1.0250) y Amin (Y2=-0.9591) (Anexo 4).  

 
Figura 16. Diagramas de cajas y bigotes de los caracteres morfométricos estandarizados significativos  en 

el AFD para los grupos de hembras en etapa adulta reproductiva (150dpf). 

   La significancia de las diferencias y las distancias cuadradas de Mahalanobis entre los 

grupos tratados en hembras durante la etapa adulta reproductiva (150dpf) muestran que 

cada uno de los grupos está bien diferenciado de los otros (Tabla V, Figura 17). 

Promedio 

Promedio±SE 

Promedio±1.96*SE 
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TABLA V. VALOR P (***, <0.001; **, <0.01) Y DISTANCIAS 

CUADRADAS DE MAHALANOBIS ENTRE GRUPOS EN HEMBRAS  

(150DPF). 

 Control As 50ppb As 500ppb 

Control  *** *** 

As 50ppb 4.803789  ** 

As 500ppb 2.358806 2.802776  

                 
Figura 17. Proyección  de los primeros 2 ejes de análisis canónico basado en los caracteres morfométricos 

de los grupos de hembras en etapa adulta reproductiva (150dpf). Las elipses representan áreas de confidencia 

del 95%. 

   Como adición al análisis morfométrico, se desarrolló una prueba de índice 

gonadosomático (%) en hembras reproductivas (150 dpf). La exposición a 50 y 500 ppb 

de Asi disminuyó el porcentaje gonadosomático en relación al grupo control [F (2,33) = 

3.970, p<0.05] (Figura 18).  
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Figura 18. Porcentaje gonadosomático en hembras adultas reproductivas (150 dpf) (n=13). *diferente del 

grupo control p<0.05 

3.4.4 Efectos morfométricos de la exposición a Asi durante el estadio adulto reproductor 

en machos (150 dpf) 

   Para esta etapa en machos reproductores adultos, el carácter con el CV más alto fue 

asociados con Amin (9.50%), mientras que el más bajo con LPD (2.29%) (Anexo 1). El 

AFD aceptó tres de los siete parámetros (Figura 19) sin diferencias estadísticamente 

significativas (p>0.05, Anexo 2). El valor de tolerancia varió para los diferentes caracteres 

examinados con valores altos (>0.5) para LT, AC, Amin, LPD, LC, DO. En la Función 

canónica 1, un carácter ejerció el mayor efecto: LC (Y1=0.6197). En la Función canónica 

2, un carácter  linear fue el más importante para explicar la variación: AC (Y2=-0.6425) 

(Anexo 3).  
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Figura 19. Diagramas de cajas y bigotes de los caracteres morfométricos estandarizados significativos  en 

el AFD para los grupos de machos en etapa adulta reproductiva (150dpf). 

   No se detectaron diferencias significativas y las distancias cuadradas de Mahalanobis 

entre los grupos tratados en machos durante la etapa adulta reproductiva (150 dpf) 

muestran que los grupos no están bien diferenciados de los otros (Tabla V, Figura 20). 

 

 

Promedio 

Promedio±SE 

Promedio±1.96*SE 
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TABLA VI. VALOR P Y DISTANCIAS CUADRADAS DE 

MAHALANOBIS ENTRE GRUPOS EN MACHOS ADULTOS 

(150DPF). 

 Control As 50ppb As 500ppb 

Control  0.134381 0.074002 

As 50ppb 0.575004  0.061460 

As 500ppb 0.733139 0.788982  

                
Figura 20. Plot en los primeros 2 ejes de análisis canónico basado en los caracteres morfométricos de los 

grupos de machos en etapa adulta reproductiva (150dpf). Las elipses representan áreas de confidencia del 

95%. 

   La tabla VII resume los resultados del análisis discriminante sobre las alteraciones en la 

forma corporal de los peces a causa de la exposición a Asi para cada uno de los grupos 

expuestos en diferentes etapas de desarrollo. 
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TABLA VII. MEDICIONES MORFOMÉTRICAS RELEVANTES PARA DIFERENCIAR  

EL EFECTO DE LA EXPOSICIÓN AL ASI SOBRE LA FORMA DEL CUERPO. 

 
Juvenil 
30dpf 

Adulto 
90dpf 

Adulto reproductor 

 Hembra 150 dpf           Macho 150 dpf 

Parámetro 50ppb 500ppb 50ppb 500ppb 50ppb 500ppb 50ppb 500ppb 

Longitud total — ↑ — — ↑ — — — 

Altura máxima ↓ ↓ — ↓ — — — — 

Altura corporal — — ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

Altura mínima ↓ ↓ — — ↓ — — — 

Longitud predorsal  ↓ ↓ — — — — ↑ — 

Longitud cefálica ↓ — — — — — ↑ — 

Diámetro del ojo  ↓ — ↓ — ↓ ↓ — — 

Las comparaciones se realizan respecto al grupo control. 
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4. DISCUSIÓN  

 

4.1 Toxicidad del Asi durante el desarrollo del pez cebra 

   En este estudio se demostraron los efectos de las concentraciones relevantes al ambiente 

de Asi en el desarrollo ontogénico del pez cebra, particularmente sobre marcadores 

embriotóxicos y morfológicos, aunque  no se observó un efecto sobre la metilación global 

al ADN. 

   En la presente investigación de embrio-toxicidad en el pez cebra, la exposición a la 

concentración más baja (50 ppb) no generó  cambios sustantivos en la mortalidad, 

mientras que la exposición a la concentración más alta de 500 ppb aumentó 

considerablemente la letalidad de los embriones y causó cambios sutiles en el desarrollo 

embrionario, incluyendo retraso en la eclosión, reducción de la pigmentación y aumento 

significativo de la frecuencia cardíaca.  

   Estudios previos donde se ha evaluado la toxicidad por la exposición a altas 

concentraciones de Asi (0.8-10.0 mM) durante el desarrollo embrionario del pez cebra, 

reportan alteraciones tales como: aumento en la tasa de mortalidad, retraso de eclosión, 

desarrollo de escoliosis, reducción del crecimiento, anormalidades morfológicas y 

formación de edema pericárdico95,96. Por otro lado, también se han registrado alteraciones 

por la exposición a bajas concentraciones (50-500 ppb) sobre la frecuencia cardíaca de 

forma dependiente de la concentración durante el desarrollo embrionario62.  
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   Así mismo,  se ha comprobado que la exposición a Asi se relaciona con desórdenes 

cardiovasculares y enfermedades cardíacas en diversos vertebrados53. Pruebas realizadas 

en roedores demostraron que la exposición directa a Asi (10-50µM) inhibe de forma dosis-

dependiente la relajación de las células endoteliales en los vasos sanguíneos por alteración 

en la trasmisión de acetilcolina, por lo que se ha propuesto una pérdida de la capacidad 

del tono vasomotor inducido por Asi como un factor de riesgo para el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares127. En adición a ello, estudios en humanos han demostrado 

que la exposición crónica con Asi (10.6-77mM) induce alteraciones cardiovasculares en 

niños y jóvenes, estos síntomas van desde infarto de miocardio hasta la cardiomegalia los 

cuales se presentan con mayor severidad en niños de 0 a 5 años de edad128.  

   Dichas investigaciones nos permite relacionar los resultados previos con las alteraciones 

observadas en nuestra prueba de embrio-toxicidad, pues hay una tendencia similar en sus 

efectos. Sin embargo, hasta la actualidad no se ha corroborado que los mecanismos 

involucrados sean los mismos.  

4.1.1 Apoptosis celular por la exposición a Asi durante el desarrollo embrionario del pez 

cebra 

     Investigaciones previas han mostrado que un factor clave durante la embriogénesis es 

la apoptosis celular, pues influye sobre el control del desarrollo durante la 

morfogénesis129,130. Este patrón apoptótico es un proceso fisiológico muy susceptible a la 

interferencia de factores ambientales131. Tal es el caso del Asi, pues se ha demostrado que 

actúa como un factor ambiental que altera el mecanismo de apoptosis132 por la generación 
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de especies reactivas del oxígeno (ROS) en la mitocondria133,134. Dicha producción de 

ROS promueve la liberación de citocromo C, lo que desencadena en la inducción de 

apoptosis celular temprana135.  

   En nuestro estudio se observó el patrón de apoptosis en embriones de pez cebra (96 hpf) 

por la exposición a Asi (50 y 500 ppb).  Empero, nuestros resultados no evidenciaron 

alteraciones sobre el patrón de apoptosis celular, por lo que consideramos que el número 

reducido de individuos analizados fue una limitante. Sin embargo, múltiples evidencias 

han demostrado que la exposición a Asi genera apoptosis celular en el pez cebra96,136. 

Además, evidencias sugieren un incremento en el patrón de apoptosis celular en 

Caenorhabditis elegans con el uso de una técnica equivalente a la utilizada en el presente 

estudio137.  Esta evidencia sustenta nuestra hipótesis, por lo que es plausible detectar el 

mismo efecto en embriones de pez cebra en futuros proyectos. 

4.2 Variaciones sobre el patrón de metilación de ADN durante el desarrollo del pez 

cebra 

   El cambio en la metilación del ADN global es un mecanismo regulador importante 

durante la embriogénesis temprana que posiblemente podría relacionarse con un 

mecanismo potencial de toxicidad durante el desarrollo111,138. Estudios han revelado que 

los patrones de metilación sobre el ADN pueden ser alterados en diversos modelos 

animales por la presencia de Asi y sus metabolitos106,110,139-141.  Dichas alteraciones pueden 

generarse a nivel global o en genes específicos implicados en el desarrollo de ciertas 
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enfermedades, sin embargo aún no se ha confirmado si tienen consecuencias biológicas 

directas59,142.  

     En las pruebas realizadas en este estudio se utilizaron dos concentraciones relevantes 

al ambiente de Asi (50 y 500 ppb). Sin embargo, en contraste con nuestra hipótesis 

nuestros resultados no mostraron modificaciones sobre el patrón de metilación de ADN 

durante la etapa larvaria y adulta. Solo fue posible visualizar una tendencia de 

hipermetilación en larvas y hembras adultas, y una tendencia de hipometilación en adultos 

machos como consecuencia de la exposición a 500 ppb de Asi. 

   Para nuestro desarrollo experimental se consideró la aplicación de esta técnica a base de 

un ensayo de ELISA ya que  la aplicación de este método es rápido y sencillo, y su uso en 

el modelo del pez cebra ha sido ampliamente reportado en la literatura143-145. Sin embargo, 

en una revisión realizada por Kurdyukov y Bullock (2016), reportan que los ensayos 

basados en ELISA tienen una alta variabilidad y mayor inespecificidad, lo que arroja solo 

una estimación aproximada de la metilación del ADN146. Este método, tiene un bajo poder 

de discriminación (1:1000) al comparar entre el ADN metilado y no metilado, y solo los 

cambios relativamente grandes (1.5-2 veces) se pueden resolver debido a la alta 

variabilidad. Por tanto, no es uno de los principales métodos para este tipo de análisis, por 

ello se considera que el ensayo aplicado en el presente estudio no fue el adecuado. Es 

probable que la baja discriminación de la técnica no nos permitió revelar los posibles 

cambios sutiles sobre el patrón de metilación por la exposición a Asi. 
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    Existe una variedad de ensayos convenientes para la identificación del perfil de 

metilación global del ADN genómico. La cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC-

UV) es uno de ellos, en embargo es significativamente limitado, pues es necesario un 

laboratorio de equipo especializado que requiere grandes cantidades de muestras de ADN 

(3-10 µg) para ser analizados. Por otro lado se encuentra la cromatografía líquida acoplada 

con espectrometría de masas en tándem, es una alternativa al HPLC-UV pues requiere 

menores cantidades de muestras de ADN (50-100 ng), además el método no es afectado 

por ADN de mala calidad. Sin embargo, la experiencia necesaria y el equipo no están 

particularmente extendidos146. Asimismo es posible determinar los niveles de metilación 

de LINE-1 por pirosecuenciación pues refleja muy bien los cambios de metilación global 

de ADN. En nuestra investigación sería necesaria la selección de uno de estos ensayos, 

sin embargo eso depende totalmente de la calidad y cantidad de la muestra de interés y de 

la disponibilidad de equipos y reactivos necesarios.  

4.3 Variaciones morfométricas por la exposición a Asi durante el desarrollo del pez 

cebra 

   Los resultados del presente estudio muestran una variación en la forma del cuerpo de 

los grupos de peces con exposición crónica a Asi (50 y 500 ppb) durante las tres fases de 

desarrollo (30, 90 y 150 dpf) (Tabla VII). Los juveniles y hembras a parecen estar más 

afectados pues un mayor número de variables se vieron afectadas, lo que sugiere un efecto 

mayor durante estadios tempranos y adultos de forma sexo-dependiente. El efecto sexo-

dependiente, podría ser consecuencia de una mayor expresión de transportadores 

acuagliceroporinas en hembras en comparación con los machos debido a la presencia de 



50 
 

Asi
147. Se sugiere que el estrógeno facilita la transcripción de los transportadores en células 

hepáticas lo que facilita el ingreso del AsIII a las células y por lo tanto de su actividad 

tóxica. Sin embargo, no hay evidencias por lo cual la etapa juvenil también se ve afectada, 

pero de igual manera podría estar asociado a la actividad de los transportadores de 

membranas.  

   En nuestros resultados, las mediciones morfométricas más afectadas por la exposición 

a Asi se presentan en la mitad posterior del cuerpo de los peces, con efectos evidentes 

sobre la disminución de la altura corporal y altura máxima de los individuos tratados en 

comparación los individuos control. Debido a lo anterior y al tipo de nado 

subcarangiforme del pez cebra que requiere del uso de la mitad posterior del cuerpo148, 

sugerimos que los cambios  podrian derivar de alteraciones en el sistema musculo 

esquelético. En este aspecto, diversos estudios han demostrado que el Asi es capaz de 

generar dichos efectos en la locomoción además de influir sobre la reducción del 

crecimiento149,150.  

   Los cambios sobre el sistema músculo esquelético influidos por factores ambientales 

podrían deberse a alteraciones en el desarrollo muscular, tanto a las diferencias en el 

tamaño de las fibras y  la distribución relativa del tejido muscular117. En estudio realizado 

en el pez fundulido (Fundulus heteroclitus) se demostró que la exposición embrionaria a 

Asi (0.8-25 ppm) hasta el momento de la eclosión, causó cambios transcripcionales de 

genes involucrados en el desarrollo de la musculatura reduciendo el diámetro de las fibras 
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musculares e incrementando su número, así como la reducción significativa de la longitud 

corporal122,151,152.  

   Por otra parte,  en este estudio se denota que la influencia del Asi sobre la maduración 

sexual del pez cebra se manifiesta en la alteración de la altura corporal de los peces que 

podría estar relacionada al cambio en el tamaño de las gónadas. Existe evidencia que 

corrobora la disminución del tamaño de las gónadas por la exposición al tóxico, pues se 

ha demostrado que la exposición durante 20 días a Asi (4.45-8.9 mg/L) en el pez gato 

africano adulto (Clarias gariepinus) causa una correlación negativa sobre el índice 

gonadosomático153. Cabe mencionar que nuestros resultados mostraron una disminución 

del índice gonadosomático de hembras por la exposición a 50 y 500 ppb de Asi (Figura 

18). En conjunto, los datos previos y nuestros resultados sugieren que la exposición a Asi 

disminuye considerablemente la capacidad reproductiva de los peces, y por tanto, los 

parámetros morfométricos relacionados a la altura corporal.  

   De igual manera, la exposición a Asi generó una disminución del diámetro ocular en 

juveniles y hembras adultas de pez cebra. Hasta la actualidad no existen estudios que 

demuestren que el a Asi sea capaz de inducir cambios en el tamaño ocular, sin embargo 

se ha demostrado que el ojo es un tejido con alta capacidad para captar Asi tanto en 

roedores (Kleiman et al., 2016) como en peces (Danio rerio y Tribolodon 

hakonensis)68,154. Esto que sugiere que las células en los tejidos oculares podrían ser un 

blanco de los efectos deletéreos del Asi, sin embargo se necesita más estudios al respecto.  
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5. CONCLUSIÓNES 

 

1) El sistema de exposición crónica con Asi durante el desarrollo del pez cebra, 

permitió una exposición sostenida durante 5 meses con un mínimo de 

manipulación de soluciones tóxicas.  

2) El sistema de policultivo de alimentación para pez cebra permitió mantener una 

alta sobrevivencia durante el desarrollo larvario.  

3) La  exposición a concentraciones relevantes al ambiente de Asi causó toxicidad 

durante  el  desarrollo embrionario del pez cebra. Sin embargo, los efectos sobre 

el patrón de apoptosis celular no fueron significativos.  

4) Los efectos de  exposición  crónica a  Asi  sobre  el porcentaje  de metilación global 

de ADN genómico en larvas y adultos de pez cebra no fueron significativos.   

5) La  exposición  crónica con  Asi  sobre variables morfométricas en pez cebra, arrojó 

diferencias en la mayoría de las mediciones realizadas, siendo más relevante en 

los grupos de peces juveniles, y de forma dependiente del sexo, en  los grupos de 

hembras reproductivas. 
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6. PERSPECTIVAS 

 

   Aún quedan diversos puntos que resolver sobre los efectos epigenéticos y las 

alteraciones morfométricas que permitirían discutir y defender con mejores bases los 

resultados obtenidos de esta investigación. Primeramente se espera determinar el resto de 

las alteraciones epigenéticas como efecto de la exposición crónica con Asi por la 

identificación de modificaciones postraduccionales en dos sitios específicos de la histona 

H3 (H3K4me3 y H3K4Ac). Y finalmente se mejorarían los datos obtenidos del análisis 

morfométrico con la identificación de alteraciones en la composición muscular de los 

sitios corporales con mayor alteración morfométrica. El objetivo global del estudio es 

carácter transgeneracional, por lo que  se esperaría  que los resultados de las pruebas 

realizadas en la generación F0 sobre embrio-toxicidad, variaciones morfométricas y 

modificaciones epigenéticas se mantengan en las generaciones F1 y F2. Finalmente, existe 

una carencia de información acerca de los efectos transgeneracionales de la exposición 

crónica del Asi, por lo que se espera aportar información valiosa al campo de la toxicología 

acuática.  
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