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1. INTRODUCCION

El arsénico (As) es un elemento toxico, ubicuo en la naturaleza con
multiples efectos nocivos a la salud de poblaciones humanas. En su forma
inorganica, se trata de un problema mundial grave cuando contamina alimentos
y agua potable (Kapaj et al., 2006), ya que esta ligado a patologias como cancer
(Tchounwou et al.,, 2003), diabetes (Abernathy et al., 1999), problemas
cardiovasculares (Yoshida et al., 2004), neuropatologias periféricas y centrales
(Abernathy et al., 1999), asi como conductuales en animales (Rodriguez et al.,

2001) y humanos (Saha et al.,1999).
1.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El arsénico (As) es un sdlido perteneciente a los semimetales, sin
embargo, puro es su forma mas infrecuente, ya que se encuentra comunmente
en compuestos organicos o en aleaciones que le confieren mayor solubilidad

(Kumari et al., 2017).

Los estados oxidativos mas comunes del arsénico inorganico son el
pentavalente (AsY) y el trivalente (As"). En el agua, el AsY (también conocido
como arsenato) es dominante en condiciones oxidantes, mientras que en
ambientes reductores el arsenato es transformado por una reaccion de éxido
reduccion a As'' (arsenito); en este medio es la forma dominante (Kumari et al.,

2017). El As" es considerado mas toxico que el pentavalente (Bhattacharya,



2002), dado que provoca efectos biolégicos Unicos, como mayor citotoxicidad,

genotoxicidad y potente inhibidor enzimatico (Thomas et al., 2001).
1.2 DISTRIBUCION DEL ARSENICO

A nivel global, los sitios notables de contaminacién por As en aguas
continentales son Argentina, Bangladesh, Chile, China, Hungria, India (Bengala
Occidental), México, Romania, Taiwan, Vietnam y el suroeste de Estados Unidos
(Bhattacharya, 2002; Ng et al., 2003; Smedley & Kinniburgh, 2002). En México,
las fuentes de agua potable y de irrigacibn muestran altos niveles de
contaminacion de As de forma natural (Herrera et al., 2015; MANCILLA-VILLA et
al., 2012; Prieto-Garcia et al., 2005), y actividades como la mineria pueden
exacerbar la contaminacion de los suelos (Bundschuh et al., 2012; Tolins et al.,

2014).

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda 10 pg/L (10 ppb) como
concentracion maxima en el nivel de arsénico en el agua, sin embargo, la Norma
Oficial Mexicana marca 25 ppb desde el afio 2005. En muchas regiones del pais,
en las zonas rurales del norte y la Comarca Lagunera (Smedley & Kinniburgh,
2002), principalmente, las concentraciones documentadas son mas elevadas que
el limite permitido, poniendo en riesgo de exposicion a cientos de miles de nifios

y adultos a concentraciones de hasta 500 ppb (Limén-Pacheco et al., 2018).

La exposicién de la poblacion mexicana al As, sus efectos neurotoxicos e

importancia epidemioldgica (Tolins et al., 2014) son de interés para este trabajo,



pues se ha documentado un efecto en las habilidades de aprendizaje ante el
peligro, memoria a largo plazo (de Castro et al., 2009) y déficit intelectual verbal

(Calderdn et al., 2001; Rocha-Amador et al., 2007; von Ehrenstein et al., 2007).
1.3 TOXICOCINETICA Y METABOLISMO GENERAL DEL ARSENICO

El As"'y AsV ingresan por el sistema digestivo en agua contaminada,
absorbidos por el intestino delgado principalmente, y excretados en la orina. Es
en el higado donde estos compuestos son metabolizados por la enzima
arsenicometiltransferasa (AS3MT). El &cido dimetilarsénico (DMA) liberado por el
higado forma un complejo tiol dimetilarsénico trivalente con las cisteinas de la
hemoglobina, ademds, se conoce que el arsénico inorganico trivalente forma
conjugados con el glutation. El arsénico inorganico lleva a la disminucion de la
actividad de enzimas relacionadas al glutation en procesos antioxidantes, ya que
el arsénico interactda con el grupo tiol del glutatién formando complejos As(SG)3

(Scott et al., 1993).

El arsénico se biometila en el higado para formar acido MMA y DMA, los
cuales son considerados producto del metabolismo del arsénico inorganico
(Kumari et al., 2017). Ademas, se sabe que S-adenosilmetionina (SAM) es la
molécula donadora de los grupos metilo para que la metilacion del arsénico
inorganico sea posible (Vahter, 2002), Ratnaike (2003) considera que de esta
forma es como disminuye la toxicidad del arsénico para ser eliminado del cuerpo

facilmente, hasta 60% de la dosis ingerida por la orina (Buchet et al., 1981). Sin



embargo, el grupo de investigacion de Aposhian (1999) considera que no se trata
de una disminucion de la toxicidad del arsénico, sino bioactivacion, dado que el
MMA es la forma mas téxica de arsénico en el ambiente intracelular. Se conocen
dos formas de metilacion del arsénico inorganico: la via oxidativa y la via

reductora (figura 1).
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Figura 1. Metilacion oxidativa del arsénico inorganico pentavalente: se reduce a arsénico
trivalente, sobre la cual actia la enzima dependiente de S-adenosilmetionina (SAM)
metiltransferasa (AS3MT), la cual metila para generar MMA (V), se reduce a MMA (lll) y la AS3MT
vuelve a actuar para metilar nuevamente, formando asi DMA (V); en una reaccién posterior se
reduce a DMA (lll). Metilacién reductiva del arsénico inorganico pentavalente: el arsénico
inorganico pentavalente se reduce a trivalente, el cudl es capaz de conjugarse con el glutation,
en las cuales se requieren compuestos tioles como cisteina, mercaptoetanol y ditiotreitol; sobre
estas conjugaciones actla la AS3MT para metilar y generar MMA (V) al oxidarse. Una metilacion
posterior del compuesto previo a la oxidacion producira DMA (V) (Agusa, Fujihara, Takeshita, &
Iwata, 2011).



1.4 EFECTOS TOXICOS DE LA EXPOSICION AL ARSENICO

La toxicidad del arsénico es generada por el estrés oxidativo como
especies reactivas de oxigeno que culmina en muerte celular (Watanabe &
Hirano, 2013). La evidencia de los efectos que provoca la exposicion cronica al
arsénico en humanos es numerosa: lesiones dérmicas como melanosis,
leucomelanosis, queratosis, enfermedad de Bowen y cancer de piel son efecto
de una exposicidn cronica al arsénico inorganico a través de la ingesta de agua
contaminada con arsénico (Rahman et al., 2009). Este arsénico inorganico
ingerido es absorbido generando dafio a las células epiteliales (Saha et al., 1999).
Un estudio publicado en el afio 2000 en el International Journal of Epidemiology,
elaborado en Bengala Occidental, India, con una poblacion expuesta a
concentraciones altas del contaminante de mayor a 500 microgramos por litro,
demostré que aquellos individuos con queratosis y lesiones de piel provocadas
por la ingesta de arsénico en el agua que consumen tienen mayor probabilidad
de sufrir de tos crénica, falta de aire y un aumento de sonidos respiratorios

crepitantes y sibilantes (Mazumder et al., 2000).

Ademas, la exposicion al arsénico puede ser un factor de riesgo que
permite el desarrollo de diabetes mellitus en humanos expuestos de forma
cronica a su forma inorganica (Lai et al., 1994). Se ha asociado la exposicion
cronica de individuos al arsénico con el desarrollo de diversos tipos de

carcinomas, entre los que se incluyen, cancer de piel, pulmén, higado, vejiga,



rinon y colon (Kumari et al., 2017); aun no es claro el mecanismo con el cual

actua el arsénico en carcinogénesis (Tchounwou et al., 2003).

1.5 EFECTOS NEUROTOXICOS DE LA EXPOSICION AL ARSENICO

Seguido de la ingesta y absorcidén por el intestino, el arsénico ingresa al
sistema nervioso a través de un grupo de proteinas denominadas aquaporinas
(AQPs), canales transmembranales en las células de la mayoria de los seres
vivos (Liu et al., 2002). En peces cebra se conocen cinco AQPs capaces de
transportar el As al interior de la célula, y estas AQPs son homélogos cercanos a

las de humano (Hamdi et al., 2009).

Casos clinicos reportan efectos sobre el sistema nervioso central y
periférico. Encefalopatia hepéatica, y delirio son consecuencias de una exposicion
aguda y crénica al As a nivel del sistema nervioso central, ademas de
discapacidad cognitiva como dificultad en el aprendizaje, memoria a corto plazo
y largo plazo, y falta de concentracién, con una recuperacion parcial después de
la interrupcion a la exposicién (Lagerkvist & Zetterlund, 1994). Ademas, se
conoce que es capaz de provocar depresion y ansiedad como evidencia de un
efecto sobre el sistema nervioso a nivel psicolégico(Tyler & Allan, 2014). Un
estudio realizado en nifios de Bengala Occidental, reporta la correlacion de la
presencia de As en orina y un déficit en multiples tareas cognitivas, como efecto

de una exposicion cronica (von Ehrenstein et al., 2007).
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La neuropatia periférica es reportada en conjunto a concentraciones
elevadas de arsénico en la orina de pacientes, los sintomas incluyen
entumecimiento, dolor y debilidad en manos y pies, ademas de una velocidad de
conduccion nerviosa mas lenta (Hall, 2002; Heaven et al., 1994; Lagerkvist &
Zetterlund, 1994; D. Mazumder et al., 1992; Vahidnia et al., 2007), posiblemente
por una degeneracion axonal y por cambios en la composicion del citoesqueleto
(Le Quesne & McLeod, 1977); multiples estudios in vitro e in vivo reportan que el
As interfiere de forma post-traduccional en las proteinas que conforman a los
neurofilamentos, e hiperfosforilacion de proteinas involucradas en los
microtubulos, indicando un posible efecto neurodegenerativo, tratable pero
irreversible (Bolla-Wilson & Bleecker, 1987; Hall, 2002; Lagerkvist & Zetterlund,

1994; Wax et al., 2000).

1.6 EL ROL EPIGENETICO DEL ARSENICO Y SU IMPORTANCIA

MULTIGENERACIONAL

La epigenética es la regulacion de la expresion del DNA sin modificaciones
a sus bases nitrogenadas de forma directa como efecto de un estrés externo o
ambiental y su mantenimiento (Berger et al., 2009), en otras palabras, son los
cambios persistentes en el DNA, heredables, y que afectan la expresion de
proteinas. Se considera epigenética cuando el generador de la regulacion se da

de forma externa a la célula, es capaz de afectar la cromatina indirectamente por
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medio de un iniciador, y la regulacion se mantiene gracias a una molécula que

sostiene el cambio.

La metilacion del DNA es un proceso epigenético donde un grupo metilo
se adhiere a las citosinas, inhibiendo la transcripcion. Existe evidencia in vitro e
in vivo de que la exposicién al As provoca hipometilacion global (Coppin et al.,
2008; Watanabe & Hirano, 2013; Zhou et al., 2008) principalmente, del DNA, pero
también se ha reportado evidencia de hipermetilacion en promotores de genes
(Mass & Wang, 1997). El papel del As como efector de un cambio epigenético es
el de carcinogénico (Barrett et al., 1989; Simeonova & Luster, 2000); como se
menciono anteriormente, SAM es la molécula donadora de grupos metilo para la
metabolizacion del As, se cree que este secuestro de grupos metilo es promotor
de la hipometilacion del DNA, afectando la regulacién de la expresion y asi
desencadenando los efectos carcinogénicos de la exposicion al As vy

posiblemente los neurotéxicos (Watanabe & Hirano, 2013).

Se cree que los cambios epigenéticos son heredables (Holliday & Ho,
2002), por lo tanto sera posible observar los efectos que causa a nivel neurotoxico
en la primera generacién (F0), en la siguiente generacion (F1); un efecto
multigeneracional de la exposicion cronica al As. No se han realizado trabajos
que analicen el efecto conductual en humanos por la logistica que esto implicaria,
por lo que estudios multigeneracionales y transgeneracionales son necesarios en

otros modelos animales como el pez cebra, y asi evaluar el riesgo en la conducta
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de las poblaciones humanas expuestas, de forma barata y en un tiempo
generacional reducido.

Dado que no existen trabajos anteriores que estudien al As como efector
epigenético de forma multigeneracional en la conducta, la propuesta innovadora
de este proyecto es evaluar el efecto multigeneracional del As en el sistema
nervioso de forma conductual, evaluando la funcién motora, conducta social y el
aprendizaje y memoria en 4 etapas del desarrollo en dos generaciones del pez

cebra.

Ademas, aungque se han documentado los riesgos ecoldgicos asociados a las
concentraciones bajas de As y su amplia distribucion en ecosistemas acuaticos,
no han sido estudiados a fondo sus efectos en el comportamiento de especies

acuaticas.

2. HIPOTESIS

La exposicion crénica al arsénico a dosis relevantes al ambiente en el pez
cebra producira alteraciones sobre la actividad motora, conducta social,
conductas asociadas a la ansiedad y el aprendizaje y memoria, las cuales se

transmitiran a la siguiente generacion.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto multigeneracional sobre la conducta del pez cebra por

exposicidn crénica al arsénico en dosis relevantes al ambiente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Establecer un sistema de exposicion de flujo continuo con el objetivo de
exponer los organismos por un periodo prolongado y con un minimo de
manipulacion para reducir las condiciones de estrés por el manejo.

2. Estandarizar las condiciones de reproduccion y alimentacién en peces
cebra adultos para obtener la FO y la F1.

3. Estandarizar las pruebas conductuales de pez cebra para evaluar la
actividad motora, conducta social, conductas asociadas a la ansiedad y el
aprendizaje y memoria.

4. Evaluar la actividad motora del pez cebra durante su desarrollo desde las
19 horas post fertilizacion (hpf) hasta 140 dpf, en la generacién FO y F1.

5. Evaluar la conducta social del pez cebra juvenil con la conducta de
seguimiento y la afiliacion en la generacion FO y F1.

6. Evaluar las conductas asociadas a la ansiedad en pez cebra, por medio
de la prueba del tanque novedoso en la generacion FO y F1.

7. Evaluar el aprendizaje y memoria del pez cebra con el uso de pruebas

conductuales de aprendizaje asociativo y no asociativo; con la prueba de

14



evitacion inhibitoria y la prueba de habituacién sensorimotora a un

estimulo, respectivamente en la generacion FO y F1.

4. METODOLOGIA

4.1 MODELO DE ESTUDIO

Se selecciond al pez cebra (Zebrafish; Danio rerio) como modelo de
estudio debido a su tamafo, lo que permite mas individuos en un espacio
reducido (comparado a ratones y ratas), otorgando mayor poder estadistico a las
pruebas conductuales. Es un modelo excelente para estudios multi y
transgeneracionales de neurotoxicologia por exposicibn a compuestos por el
hecho de que se utilizan menos generaciones, en contraste con mamiferos que
es necesario exponer in utero a los embriones, por lo que la F1 de ratén por
ejemplo, seria la FO en pez cebra, una generacién menos debido a que el pez
cebra se desarrolla dentro de un corién (Baker, King-Heiden, Peterson, &
Heideman, 2014). Ha sido un creciente modelo para estudio del efecto
neurotdéxico de sustancias gracias a que se conoce Su genoma casi en su

totalidad (Teraoka, Dong, & Hiraga, 2003).

4.2 DISENO EXPERIMENTAL

El efecto multigeneracional de la exposicién cronica al arsénico fue
evaluado en dos generaciones de pez cebra denominadas FO (generacion
expuesta directamente al arsénico) y generacion F1 (expuesta al arsénico solo

como gameto), cada generacion se desarrollé durante 150 dpf. Se llevé a cabo
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una bateria de pruebas con el objetivo de evaluar funciones motoras y cognitivas.
Se dividio a los peces en tres grupos distintos, grupo control, 50 partes por billén

(ppb) y 500 ppb, con cuatro replicas (figura 2).

La primera generacion (FO) se obtuvo colocando 90 peces cebra adultos
hembra y macho en una relacion 3:2 dentro de peceras de dos litros con un fondo
de canicas (éstas permiten la extraccion de los huevos fertilizados), 10 peces por
pecera; la reproduccion se llevo a cabo al inicio del siguiente ciclo de luz. Los
embriones obtenidos (FO) fueron sometidos a un paradigma de intoxicacion a
partir de las 4 hpf, divididos en los dos grupos de exposicion al As, dosis baja 50
ppb, y dosis alta 500 ppb, y un control sin arsénico en medio E2 0.5X (los tres
grupos fueron preparados con medio E2 (tres soluciones de sales en agua
destilada. E2A: 1.5M NaCl, 50 mM KCI, 100 mM MgSO4, 15 mM KH2PO4y 5 mM
Na2HPO4. E2B: 500 mM CaClz. E2C: 350 mM NaHCOs. Solucién de trabajo:
7.5 mM NacCl, 0.25 mM KCI, 0.5 mM MgSOa4, 75 uM KH2POa4 y 25 pM NazHPO4,
0.5 mM CacClz, 0.35 mM NaHCOs3), solucidn fisiologica que permite el desarrollo
optimo de los embriones. Posteriormente se almacenaron en 12 cajas Petri, 75
embriones por caja, mantenidos a 28.5° C en una incubadora en el laboratorio
A4 de la Facultad de Ciencias con un fotoperiodo de 14 horas luz y 10 de

oscuridad.

A los 5 dpf, al inicio de su fase larval, se comenzé a alimentar con rotiferos
a los organismos. Los rotiferos fueron mantenidos en cultivo abierto, aireacion

continua, Y filtrados cada dos dias, con un cambio del 30% del agua y 15% de
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sal marina Instant Ocean®. Las larvas fueron transferidas al bioterio de la
Facultad de Ciencias, dentro un sistema de flujo continuo de agua, 4 peceras por
tratamiento con 50 larvas cada una, conectadas a bombas dosificadoras de agua
a pH 7 28.5° C para agua filtrada por ésmosis inversa como agua control, en el
caso de los grupos bajo exposicidn al arsénico se prepard cada concentracion
con el agua control. Cada dia se prepararon 7 litros de agua nueva para los tres
grupos y el agua residual de las peceras fue dispuesta en el almacén de la
Facultad de Ciencias bajo las normas de control de desechos toxicos

dictaminadas por la institucion.

A los 10 dpf comenzo la alimentacidén con artemia, mantenida en cultivos
de un litro con agua salina preparada con sal marina Instant Ocean®, bajo las
instrucciones indicadas en el producto. Los cultivos se mantuvieron por
veinticuatro horas con aireaciéon y luz continua antes de ser filtrados y
resuspendidos en agua control para alimentar a los peces cebra de los tres
grupos. En los casos en que no hubo cultivo de artemia disponible se alimenté a
los peces con comida para pez en hojuelas comercial, de la marca Wardley® y

TetraFin®.

Después de 140 dias de exposicion, se reprodujeron los organismos de la
primera generacion (FO) para obtener la segunda generacién (F1) y se
mantuvieron con las mismas condiciones y especificaciones que la generacion

anterior, sin embargo, en peceras nuevas de vidrio y sin contenido de arsénico.
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Los peces de la segunda generacion se dividieron de acuerdo al tratamiento de
sus progenitores, de modo que fue posible saber en todo momento a qué
tratamiento fueron expuestos desde la generacion anterior. La F1 se reprodujo
para obtener la F2 y posteriormente sacrificada a los 150 dpf; los organismos
fueron congelados para el posterior uso en experimentos moleculares del

proyecto, los cuales estan fuera del alcance de este trabajo de tesis.
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FO

F1
Especificaciones de crianza 26.5 £1.5°C  14h/10h ciclo luz/oscuridad pH 7.0
L] v v v v v v ¥ v ¥ v

dhpf Sdpf 10dpf 14dpf 30dpf 150dpf ahpf Sdpf 10dpf 14dpf 30dpf 150dpf
Exposicidn Alimentacidn Sistemadeflujo  Alimentacién Reagrupacion  Reproduccion Sin exposicion  Alimentacion  Sistemadeflujo  Alimentacion Reagrupacion Reproduccion

Conel  policultivo deRotiferos  CONTINUO Artemia Densidad: 10 animalesL Control Policultivo deRerfferos  CONTINUO Artemia
50ppb As Condicionesestéticas  Fiujo: 10ml/h Nauplii Flujo: 100mifh S50ppb As Condicionesest@ticas — Flyja: 10ml/h Nauplii
500ppb As Cuadruplicado ' Cuadruplicado 500ppb As Cuadruplicado '

Desarrollo y Experimentos

Desarrollo y Experimentos

Sacrificio » Sacrificio
lermes | 2domes | 3ermes | 4dtomes | Stomes lermes | 2domes | 3ermes | Atomes | S5tomes
MEC —24hpf AS-55dpf  S-T75dpf NTJ - 105dpf REE —130dpf MEC - 24hpf AS-55dpf  S—75dpf NTJ - 105dpf REE - 130dpf
El - 120dpf NTA - 150dpf AML -7 dpf _ _
AML - 7dpf p P El - 120dpf NTA- 150dpf
MEC:Movimiento AS: Afiliacion social NTI: Novel tank juvenil
Ahreviaciones: espontaneodelacola S:Seguimiento NTA: Nowel tank adultos
AML: Actividad motoralarval  El: Evitacioninhibitoria REE: Respuesta a un
pasiva estimulo externo

Figura 2. Disefio experimental y especificaciones de crianza. La FO se obtuvo a partir de la reproduccién de 90 peces

cebra adultos. A los 150 dpf se reprodujeron para obtener la F1. Se compara con estadio de desarrollo en cada punto
del tiempo asociado a las abreviaciones de las pruebas que se realizaron.
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Figura 3. A) Peceras para la reproducciéon de los peces adultos para obtener la FO, para la F1 se
acomodaron de la misma forma. La relacién hembra macho en cada pecera fue de 3:1 B) Embriones de los
dos tratamientos fueron colocados dentro de la incubadora, sometidos a un fotoperiodo de 14 horas luz y 10
horas oscuridad. C) A partir de los 7 dpf se trasladaron los peces a un cuarto dentro del bioterio en el que
se acomodaron 50 individuos por pecera de 4 litros en el sistema de flujo continuo.

20



4.3 PRUEBAS MOTORAS
4.3.1 Actividad espontanea de la cola en embriones de 19-26 hpf

La primera evidencia del desarrollo neuronal en embriones de pez cebra
es observable como una actividad espontéanea de la cola, la cual es visible a partir
de las 17 hpf, con un pico de actividad a las 19 hpf y posterior descenso después

de las 26 hpf (Saint - Amant & Drapeau, 1998).

En una caja de Petri cubierta con 20 ml agar bacterioldgico al 1.4%, se
perforaron 15 agujeros de 5 mm, la caja se replicé 2 veces para cada tratamiento.
Dentro de cada agujero se colocaron 5 embriones de un mismo tratamiento con
medio E2 a 28° y en el caso de los tratamientos E2 con solucion de 50ppb o
500ppb, para 50 embriones por caja (n=150). Dentro de una habitaciébn a una
temperatura entre 26.5°C y 28.5°C con un estereoscopio Carl Zeiss STEMI 2000-
C acoplados a una camara POINT GREY y en el software FlyCapture 2 se grab6
una serie de videos, cada uno de 1 minuto por cada dos agujeros para un total
de 5 videos por caja, estas grabaciones permitieron registrar el movimiento de
cada embrién (figura 4). El registro se realiz6 a las 24 hpf. Para los embriones
de la F1 se realiz6 el mismo procedimiento, excepto que el registro se inici6 a las
19 hpf y se repitid con los mismos embriones a las 20, 21, 22, 24 y 26 hpf. Se
cuantificé el namero de movimientos espontaneos realizados por individuo en un

minuto de grabacion.
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Figura 4. A) Se muestra el equipo utilizado para la grabacion de la actividad espontanea de la
cola en embriones, se observa el estereoscopio Carl Zeiss STEMI 2000-C, una cdmara POINT
GREY vy el software FlyCapture 2. B) Caja de Petri dentro de las cuales se colocaron los
embriones para ser grabados al mismo tiempo.
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4.3.2 Actividad motora larval a los 7 dpf

Las larvas de pez cebra responden al cambio de iluminacion,
disminuyendo su actividad motora durante la iluminacién y aumentando durante
los periodos de oscuridad en una conducta denominada escototaxis (tropismo
positivo hacia la oscuridad) (Harold A. Burgess & Michael Granato, 2007). Con el
objetivo de analizar si la exposicion al arsénico durante el desarrollo altera la
actividad motora durante los periodos de luz-obscuridad se estandarizé un
experimento de actividad motor larval (Irons et al., 2010). Se cortaron tres cajas
de veinticuatro pozos para obtener tres cajas de dieciocho pozos (tres filas de
seis pozos por triplicado), a cada fila se le asigné un tratamiento y el control para
evitar contaminacion cruzada. Cada pozo se llené con 1 ml de agar bacteriolégico
al 1.4% con el fin de evitar el reflejo de las larvas en las paredes de cada pozo,
para esto se perforaron agujeros de 1 cm de didmetro en cada pozo con agar
bacteriol6gico. En una habitacion a temperatura entre 26.5° C y 28.5°C, con un
sistema de grabacién de una camara POINT GREY y una placa que emite luz
infrarroja, se grabaron videos con ciclos conformados por 5 periodos de 10
minutos, alternando luz y oscuridad para medir su respuesta (figura 5y 6). El
primer periodo del experimento se realiza una linea base en oscuridad para medir
el movimiento durante su mayor actividad, seguido de la alternancia de
condiciones de iluminacion. Se repitid el procedimiento 5 veces con diferentes
embriones para obtener resultados por quintuplicado. Los videos fueron

capturados con el software FlyCapture 2 y posteriormente analizados por el
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software LOLITRACK de Loligo® Systems, se cuantificé la distancia recorrida en
centimetros en cada periodo de tiempo. Se repitio el experimento para la F1 bajo
las mismas condiciones y en la misma etapa de desarrollo. Al finalizar las larvas

fueron descartadas para futuros experimentos.

Crﬁ:@:gﬁ Interruptor

Deslizable

——)

Placa Infrarroja

Figura 5. Sistema de grabacion montado para la prueba de actividad motora larval a los 7dpf. El
sistema consiste en una camara POINT GREY sobre dos placas, la placa de 18 pozos sobre la
placa de luz infrarroja, montadas sobre una lampara, la lampara se prende y se apaga de forma
externa sin necesidad de manipulacién de la placa transparente de pozos, y la placa infrarroja es
deslizable para la grabacién del ciclo de luz.
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Figura 6. Rastreo de individuos a través del software LOLITRACK de Loligo® Systems en luz
(superior) y oscuridad (inferior).
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4.4 CONDUCTA SOCIAL
4.4.1 Evaluacién de la conducta de seguimiento a los 60 dpf

Los peces cebra son animales sociales, por lo que interaccion entre dos
individuos durante un periodo de tiempo definido permite analizar efectos de la
exposicion cronica al As sobre la conducta social. Se planted que esta interaccion
se vera afectada de forma positiva 0 negativa. Después de un periodo de
habituacién de 1 minuto, se evalué el tiempo que permanecen juntos dos peces
del mismo tratamiento por un periodo de 5 minutos en una pecera de 14 cm de
largo, 7 cm de ancho y 7 cm de alto, con agua control limpiaa pH 7.0y a 28.5°C
en una habitacién iluminada y temperatura entre los 26.5°C y 28.5°. Se utilizé una
camara POINT GREY con el software de grabacion FlyCapture 2, para un
posterior andlisis de videos con el software LOLITRACK de Loligo® Systems y asi
obtener un promedio de distancia entre los dos peces durante el tiempo de
grabacion. Se compararon los resultados de los peces expuestos de forma
cronica al As contra control. Ademas, se midi6 la actividad motora durante la
misma prueba cuantificando la distancia recorrida en centimetros; Se comparo¢ la
distancia recorrida por peces en exposicion al As contra un control en las

generaciones FO y F1.
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4.4.2 Evaluacién de la conducta de afiliacion a 61 dpf

Los peces cebra poseen la tendencia de formar bancos y seguir a sus
congéneres dentro de una pecera, actividad que les provee de proteccion. En
esta prueba fueron expuestos a un tanque estimulo de un lado y otro vacio del
opuesto, los tres tanques de 28 cm de largo, 15 cm de ancho y 15 cm de alto. El
tanque estimulo consistio en un grupo de 15 peces cebra de la misma etapa de
desarrollo que los peces medidos en el tanque de prueba. El tanque de prueba
se dividio en 3 zonas las cuales se designaron como “A” la mas cercana a la
pecera estimulo, “B” la zona intermedia y “C” la mas alejada de la pecera
estimulo. Las 3 peceras fueron llenadas con 2 litros de agua control limpia a pH
7.0y a 28.5°C en una habitacion iluminada, temperatura entre 26.5°C y 28.5°. Se
utilizé una camara POINT GREY con el software de grabacién FlyCapture 2, para
un posterior andlisis de videos con el software LOLITRACK de Loligo® Systems.
Después de media hora de habituacion a la habitacion, se ingres6 a cada pez de
cada tratamiento individualmente a la zona intermedia y se registré su tiempo en
cada zona del tanque y entre zonas por un periodo de 5 minutos. Este protocolo

sé6lo se aplico a la FO, los motivos se explicaran en la discusion.
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4.5 PRUEBA DEL TANQUE NOVEDOSO PARA EVALUAR CONDUCTA

ASOCIADAS A LA ANSIEDAD

Esta prueba evalla la conducta inducida en los peces ante un ambiente
nuevo, los cuales responden nadando hacia el fondo de la pecera (Levin, Bencan,
& Cerutti, 2007). Para evidenciar si la exposicion cronica tiene efectos en la
ansiedad de los peces cebra adultos se utilizé peceras trapezoidales con las
medidas propuestas por Egan y colaboradores (2009) y dividida por la mitad (27.9
cm base mayor, 22.5 cm base menor, 15.2 cm altura y 7.1 cm ancho). Se
capturaron videos para observar la habituacion en un ambiente novedoso,
midiendo el tiempo en segundos hasta el primer cruce a la zona superior y el

tiempo en segundos que permanecieron los peces en cada una de las dos zonas.

27.9cm

—

15.2 cm

LY

7.1 cm

I

22.5 cm

Figura 7. Medidas del tanque novedoso.
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Se utilizaron 2 litros de agua control limpia pH 7.0 y a 28°C, sin exposicion

al As. Un total de 8 peces de cada tratamiento por cada dia de grabaciéon se
transfirieron en agua control limpia pH 7.0 y se colocaron en peceras separadas

por tratamiento, se repitié el procedimiento por tres dias para peces diferentes

para un total de 72 peces (n=72). Se utiliz6 una webcam Logitech y software

asociado, en una habitacion a 28°C con un set de grabacion e iluminacion

montado a 60 cm del tanque; se grabaron 5 minutos de cada pez individualmente

desde el momento en que se ingresa al pez en la pecera de prueba. La prueba

se realizé a los 30 dpf y a los 90 dpf en la FO, para la F1 sélo se analizo la etapa

juvenil debido a un florecimiento bacteriano en las peceras a los 70 dpf.

/]

/
/
/ e
‘ { :-. ~— ’/;’ 7 —_———=T
== ~ N"lﬂ*’ ’ - . y
S - - =,
Buceo Congelamiento Movimiento erréatico Tigmotaxis

Figura 8. Comportamiento tipico de un pez en el tanque nuevo. (Stewart et al. 2014).
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4.6 EVALUACION DEL APRENDIZAJE Y MEMORIA

4.6.1 Evitacion inhibitoria pasiva para evaluar el aprendizaje asociativo

Para conocer los efectos del As en la consolidacion de la memoria a largo
plazo se aplicé la prueba disefiada por Blank y colaboradores (2009). Este
protocolo requiere dos dias consecutivos, el primer dia de entrenamiento y el
segundo de evaluacion. Se construy6 una pecera (18 cm largo, 9 cm ancho, 7
cm altura) dividida por la mitad por una compuerta, una mitad de la pecera forrada
con papel contact blanco y la otra papel contact negro; en el lado negro
(oscuridad), pegadas a las paredes se colocaron placas paralelas de metal
conectadas a una fuente de poder que emite corriente con una diferencia de
potencial de 3V, contenido en la zona entre las dos placas, con el apoyo del Dr.
Héctor Ortiz Kerbertt de la Facultad de Ciencias (figura 9). En el primer dia de
prueba se llevo a cabo la sesion de entrenamiento, se separaron los peces en
peceras con agua control limpia a pH 7.0 y a 28°C, 20 por tratamiento (n=60),
dos horas antes de iniciar. Se llen6 la pecera con agua control limpia a pH 7.0 y
a 28°C hasta 3 cm de profundidad y se coloc6 cada pez individualmente en la
zona blanca por un minuto (con el choque eléctrico apagado en la zona negra)
para su habituacion al nuevo ambiente. Al terminar ese tiempo, se levanté la
compuerta que divide ambas zonas y se registré el tiempo que el pez tardé en
cruzar; si el pez no ingreso en la zona oscura dentro de un periodo de 3 minutos,

se elimind de esta prueba, para posteriormente ser regresado a su tanque de
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alojamiento, en su respectivo tratamiento, reemplazandolo por otro. Una vez que
el pez entré a la zona negra, se cerré la compuerta inmediatamente, se administro
el choque eléctrico por 5 segundos y se retird el pez a una pecera nueva con
agua control limpia a pH 7.0 y a 28°C para cada tratamiento. En el segundo dia
se sometieron al mismo procedimiento pero esta vez sin choque eléctrico,
registrando el tiempo que tardaron en cruzar a la zona negra. Se espera que no
exista diferencia en el tiempo que tardan en cruzar aquellos peces que se
encuentran expuestos al arsénico, lo que indicaria problemas de aprendizaje
como efecto de la exposicién crénica, mientras que en controles se espera ver

un retardo en el tiempo que tardan en cruzar a la zona negra.

Switch

Figura 9. Pecera de prueba basada en el disefio de Blank (2009); en ella se midi6 el tiempo de
cruce del lado blanco al lado negro en dos dias de prueba, asi como es descrito en la metodologia.
Se muestran los cables que administran la corriente entre dos placas de metal en la zona negra.

31



4.6.2 Habituacion sensorimotora a un estimulo para evaluar el aprendizaje no

asociativo

Se disefi6 un set de grabacién basado en el estudio de Crosby y
colaboradores (2015), desarrollado por el grupo de Eddins (2010), que consiste
en una base de madera sobre la que se pegan 4 solenoides programados a
través de modulacion por ancho de pulsos con una placa Arduino NANO para
liberar un golpe cuya secuencia, intervalos y fuerza fueron programados en
LabVIEW, desarrollados por el Dr. Héctor Ortiz Kerbertt como colaboracion (ver
anexo). Los solenoides reciben 12 V, 1 A, y tienen una longitud de 10 mm con
una fuerza maxima de 600 g. En 4 vasos de precipitado de vidrio de 300 mL
posicionados sobre la base, alineados a los solenoides, se coloc6 un pez de cada
tratamiento y se les permitié 5 minutos de habituacién al nuevo ambiente (figura
10). Para iniciar la prueba, se programé un golpe cada minuto por 10 minutos,
posteriormente otro golpe al pasar 8 minutos y un ultimo golpe 32 minutos
después del anterior. Se tomo video 5 segundos antes de cada golpe hasta 5
segundos después del mismo, para cada golpe, con una camara POINT GREY y
el software FlyCapture 2 en un cuarto a temperatura en un rango entre 26.5°C y
28°C. El experimento se realizé durante tres dias consecutivos con 16 animales
por grupo. Se espera observar que no exista una habituacion a los golpes en los
peces con exposicion cronica al arsénico, mientras que en peces control si exista

dicha habituacion.
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Figura 10. A) Aparato de grabacién de la prueba de habituacién a un estimulo y B) arreglo para
la grabacién. C) Rastreo del movimiento de los peces 5 segundos después del golpe de los
solenoides en los vasos.
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4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos fueron analizados con StatView version 5.0
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) y SigmaPlot 12 (Systat Software, San Jose,
CA, USA). La actividad motora larval fue procesada con ANOVA de dos vias
seguida de una prueba post hoc de Dunnett para comparar los tratamientos con
el grupo control. Se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis para verificar diferencias
entre los tratamientos en las pruebas de movimiento espontaneo de la cola,
actividad motora y social juvenil (seguimiento y afiliacion), conductas asociadas
a la ansiedad en juveniles y adultos, evitacion inhibitoria y la habituacién
sensorimotora a un estimulo, seguida de una Mann-Whitney para los datos que
no superaron la prueba de normalidad, para verificar cual tratamiento es diferente
comparado con el control. Se establecid como estadisticamente significativo el
p<0.05. La decision de utilizar pruebas no paramétricas esta fundamentada con
la recomendacion de la literatura, dado que se ha reportado que los datos de
estudios conductuales demuestran buenos resultados al ser analizados de estos

modelos estadisticos (Siegel & Castellan, 1988; Garamszegi, 2015).
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Tabla Il. Resumen de las pruebas estadisticas aplicadas para cada marcador evaluado, con

referencia asociada.

Marcador
Actividad motora

Movimiento espontaneo de la cola

Actividad motora larval

Actividad motora juvenil
Actividad motora adultos
Conducta Social
Afiliacion en juveniles
Seguimiento en adultos
Aprendizaje y memoria

Aprendizaje no asociativo

Aprendizaje asociativo
Conductas asociadas a la
ansiedad

Tanque Novedoso

Prueba aplicada

Kruskal-Wallis

ANOVA dos vias

Kruskal-Wallis

Kruskal-Wallis

ANOVA

ANOVA

ANOVA

Kruskal-Wallis

Kruskal-Wallis

Post-hoc

Mann-Whitney

Dunnett

Mann-Whitney

Mann-Whitney

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Mann-Whitney

Mann-Whitney

Referencia

Saint-Amant &
Drapeau, 1998.

Modificado

Irons et al. 2010.

Modificado

Blank et al., 2009

Egan et al., 2009

Eddins et al., 2010;

Crosbhy et al., 2015
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5. RESULTADOS

51 EFECTO MULTIGENERACIONAL POR EXPOSICION AL ARSENICO
SOBRE LA FUNCION MOTORA DURANTE EL DESARROLLO DE LOS PECES

CEBRA

En este estudio se evalu6 el efecto multigeneracional sobre la conducta
del pez cebra por exposicion cronica al arsénico en dosis relevantes al medio
ambiente. Los resultados muestran que el arsénico induce diversas alteraciones
conductuales sobre la generacion FO, sin embargo, la F1 no presenta dichas

alteraciones.

5.1.1 Movimiento esponténeo de la cola en embriones

La generaciéon FO, exhibié un incremento de su actividad transcurridas las 24
hpf [H(2)=19.089 p<0.001], comparados con el control [500 ppb, q=6.518 p<0.05,

50 ppb q=3.057 p<0.05] (figura 11-A).

La segunda generacion (F1) muestra una diferencia de inicio del movimiento
espontaneo a las 19 hpf [H(2)=14.091 p<0.001], donde los de 500 ppb
comenzaron con mayor actividad a las 19 hpf , que el grupo control [g= 3.183
p<0.05]; Las diferencias a comparacién del control desaparecen en las horas
siguientes, hasta el final de las mediciones, a las 26 hpf [H(2)= 58.331 p<0.001],
los de 50 ppb aun exhibian mayor movimiento espontaneo comparado con el

control [g= 6.639 p<0.05] (figura 11-B).
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A Actividad espontanea de la cola embriones 24 hpf FO
14 -

12 4

# Movimientos espontaneos +tEEM

0 T T T
Control 50 ppb 500 ppb

B Actividad espontanea de la colaenembriones de 19-26 hpf F1

& Control
< 50 ppb
12 ¥ 500 ppb

# Movimientos espontaneos + EEM

i
1

HeH —a—1 %
o %

01 *

19hpf 20 hpf 21 hpf 22hpf 24 hpf 26 hpf

Figura 11. Efecto sobre la actividad espontanea de la cola, A) nimero de movimientos
espontaneos de la cola durante la exposicion al arsénico a las 24 hpf en la generacion FO. B)
Numero de movimientos espontdneos de la cola sin exposicion directa al arsénico (exposicion
como gameto), 19-26 hpf. Los datos se presentan como media +SEM, n= 48-50 por tratamiento.
*Indica diferencia significativa al compararse con el grupo control (p<0.001). EEM, error estandar
de la media.
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5.1.2 Evaluacién de la actividad motora en larvas

La actividad larval a los 7 dias post fertilizacion de la FO demostré un
resultado significativo en la distancia recorrida durante el periodo de oscuridad
[F(2,72)=5.69 p<0.005]. ElI grupo expuesto a 500 ppb demostr6 una
hiperactividad comparado con el grupo control (p<0.0001) en la oscuridad
[F(2,72)=4.19 p<0.01], sin embargo, esta diferencia no es visible bajo luz
[F(2,72)=1.59 p>0.05] (figura 12-A). La F1 no presento diferencia significativa en

esta prueba [F(2, 87)=0.3905 p>0.05] (figura 12-B).

5.1.3 Actividad motora en juveniles y adultos durante la prueba del tanque

novedoso

Durante la etapa juvenil y después adulta, la hiperactividad no se logro
identificar en los juveniles durante el experimento del tanque novedoso
[F(2,63)=1.17 p>0.05], sin embargo, se identific la misma hiperactividad en el
grupo de 500 ppb durante el experimento del tanque novedoso en adultos
[F(2,51)=3.87 p<0.05] (figura 13-A). La F1 muestra una significativa disminuida
actividad en los peces pertenecientes al grupo de 50 ppb [F(2,59)=3.231 p<0.05]

(figura 13-B).
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Actividad Motora Larval 7 dpf FO
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Figura 12. Efecto sobre la actividad motora larval a los 7 dpf. A) FO, exposicion crénica al
arsénico, la actividad larval fue cuantificada como la suma de la distancia recorrida en bloques de
dos minutos por cada tratamiento (0, 50 y 500 ppb), con una alternancia en las condiciones de
iluminacién. B) F1, descendientes sin exposicion al arsénico. Las barras representan EEM n=25
individuos por grupo. *Indica diferencia significativa al ser comparadas con el grupo control
(p<0.05). EEM, error estandar de la media.
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A Actividad motora durante la prueba del tanque novedoso FO
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B Actividad motora durante la prueba del tanque novedoso F1
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Figura 13. Efecto sobre la actividad motora de juveniles y adultos durante la prueba del tanque
novedoso A) FO, existe mayor actividad en los peces del grupo de 500 ppb de concentracion al
compararse con su etapa juvenil. B) F1, descendientes sin exposicion al arsénico, los individuos
del grupo de 50 ppb demuestran una actividad significativamente menor al compararse con el
control. Las barras representan EEM n=20. *Indica diferencia significativa al ser comparadas con
el grupo control (p<0.05). EEM, error estandar de la media.
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5.2 EFECTOS SOBRE LA ACTIVIDAD SOCIAL DEL PEZ CEBRA EN ETAPA

JUVENIL

La conducta social del pez cebra no se ve afectada por la exposicion al
arsénico [F(2,90)=0.00264 p>0.05]; sin embargo, aquellos peces que fueron
expuestos a las concentraciones altas tienden a permanecer mas cerca entre
ellos, dado por el promedio de distancia entre ambos peces durante el

experimento [F(2,14)=9.888 p<0.005] (figura 14-A).

Los peces del grupo de 500 ppb de la segunda generacibn no muestran
resultados significativos que evidencien la preferencia a permanecer mas unidos
qgue aquellos del grupo control [F(2,23)=1.274 p>0.05], sin embargo, se observa
una ligera tendencia de que efectivamente podrian estar mas influenciados a

permanecer juntos (figura 14-B).
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Figura 14. Efectos sobre la conducta social durante la exposicion crénica al arsénico en peces
cebra juveniles A) FO, la interaccion social fue cuantificada como la distancia promedio entre los
individuos +EEM, el grupo de 500 ppb muestra un incremento en la interaccion social con menor
distancia promedio entre individuos B) En la F1, no se observa una diferencia significativa entre
los grupos, sin embargo, se observa una tendencia en el grupo de 500 ppb a permanecer unidos.
*Indica diferencia significativa al ser comparadas con el grupo control (p<0.05), n=6 pares de
peces. EEM, error estandar de la media.
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5.3 CONDUCTAS ASOCIADAS A LA ANSIEDAD, PRUEBA DEL TANQUE

NOVEDOSO

El experimento del tanque novedoso permite medir la ansiedad ante el
estrés de un ambiente nuevo. En la primera generacion, se encontré que los
animales con el tratamiento de 500 ppb en exposicién cronica muestran un
comportamiento asociado a la ansiedad, medido con la distancia recorrida en la
zona superior del tanque, la cual fue significativamente mayor a la recorrida por
el grupo control. EI comportamiento es observable durante la etapa juvenil
[H(2)=12.669 p<0.005] y la etapa adulta [H(2)=10.630 p=0.005]. Se midi6 la
latencia a cruzar al lado superior del tanque por primera vez durante el
experimento, y se encontrd que el tiempo es significativamente mayor en el grupo
de 500 ppb comparado con el control durante la etapa juvenil [F(2,65)=7.499

p=0.001] y adulta [F(2,54)=10.182 p<0.001 (figura 15-A).

Para la F1, aunque se observan tendencias, no se observé diferencias
significativa entre los tratamientos para ninguna de las variables medidas, primer
cruce [H(2)=2.745 p>0.05], tiempo en la zona superior [H(2)=0.704 p>0.05],
distancia recorrida [F(2,60)=3.12 p>0.05], asi como tampoco en el nimero de

cruces durante la prueba [H(2)= 3.952 p>0.05] (figura 15-B).
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Figura 15. A) Generacion FO, efecto de la exposicién crénica al arsénico sobre las conductas
asociadas a la ansiedad. Se analiz6 el tiempo en la zona superior y el tiempo hasta el primer
cruce en dos etapas del desarrollo, juveniles y adultos. B) F1, efecto multigeneracional de la
exposicion cronica al arsénico durante la etapa juvenil. *Indica diferencia significativa al
compararse con el grupo control en cada etapa del desarrollo (p<0.001) n=17. EEM, error
estandar de la media.
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5.4 EFECTOS SOBRE EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA EN PEZ CEBRA

ADULTOS

5.4.1 Evaluacion del aprendizaje no asociativo a través de la habituacion a un

estimulo externo

Las dos pruebas conductuales empleadas para la evaluacion del
aprendizaje y la memoria durante la primera generacion reflejaron efectos
significativos. Durante la prueba de habituacion a un estimulo externo se observé
que todos los grupos se habitian al golpe externo durante los primeros 10
minutos de estimulacion continua cada minuto [F(2,9)=24.5 p<0.001]. Posterior
al periodo de habituacion se generé un estimulo 8 minutos después para revelar
alteraciones en la reactividad; el grupo de 50 ppb demostré hiporeactividad

comparado con el grupo control [F(2,42)=7.32 p<0.002] (figura 16-A).

La segunda generacion, al igual que la primera, también demuestra una
habituacién al estimulo cada minuto [F(1,82)=23.197 p<0.001], sin embargo, no
mostraron diferencias significativas en reactividad al estimulo entre los

tratamientos [F(2,39)=1.509 p>0.05] (figura 16-B).
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Figura 16. Resultados de la habituacion a un estimulo externo como indicador del aprendizaje no
asociativo. Se midié la distancia recorrida en 5 s después de un golpe en el cristal como estimulo
externo, uno cada minuto por 10 minutos, seguido por un dltimo estimulo después de 8 minutos.
A) FO, se observa una habituacion al estimulo cada minuto; se observa una diferencia significativa
8 minutos después en el grupo de 50 ppb. B) Se observa la habituacion durante el periodo de 10
minutos, sin embargo, no existe una diferencia significativa entre los tres grupos 8 minutos
después *Indica una diferencia significativa comparado con el grupo control (p<0.05) n=15.
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5.4.2 Evaluacion del aprendizaje asociativo con el uso de la prueba de evitacion
inhibitoria

Ninguno de los individuos mostro diferencias durante el dia de entrenamiento
[H(2)=0.261 p=0.87], todos entraron a la zona oscura dentro de 60 segundos, sin
embargo, después de veinticuatro horas, el grupo bajo exposicidén cronica a 500
ppb de concentracion de arsénico les tom6 menos tiempo para ingresar ala zona

oscura que el grupo control [H(2)=6.838 p=0.033] (figura 17-A).

En la evitacion inhibitoria de la segunda generacion no fue posible
observar diferencias entre los tratamientos durante el entrenamiento [H(2)=1.889
p=0.389]. Asi mismo, no existio entre los tratamientos diferencia significativa
veinticuatro horas después del entrenamiento [H(2)=2.613 p=0.271]. Ademas, no
existio una diferencia significativa entre el dia del entrenamiento y 24 horas
después para el control (p=0.5750), 50 ppb (p=0.1902) y 500 ppb (p=0.1259)

(figura 17-B).
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Figura 17. Resultados del experimento de evitacion inhibitoria como indicador del aprendizaje
asociativo. Se midi6 el tiempo que tarda cada pez en entrar a la zona oscura del tanque de prueba.
Después de un choque eléctrico y un periodo de veinticuatro horas, se repitié la medicién de
tiempo antes de entrar a la zona oscura. A) FO, se observa un cambio significativo en el
aprendizaje de los grupos control y 50 ppb, lo que indica evidencia de un aprendizaje asociativo.
El grupo de 500 ppb no es capaz del aprendizaje asociativo como indica la ausencia de una
evidencia significativa. B) No existe diferencia significativa en el tiempo para entrar a la zona
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oscura entre el dia de entrenamiento y veinticuatro horas después en ninguno de los tratamientos,
incluso el control.*Indica una diferencia significativa comparado con el grupo control (p<0.05),
n=17. EEM, error estandar de la media.

Tabla ll. Resumen de los efectos de la exposicién crénica al As durante el desarrollo con respecto
al grupo control, en dos generaciones.

Marcador FO 50 ppb 500 ppb F1 50 ppb 500 ppb

Actividad motora

Movimiento espontaneo de la cola - v 4 4
Actividad motora larval — * — -
Actividad motora juvenil — — + —
Actividad motora adultos — * = —

Conducta Social
Afiliacion en juveniles — * — —
Seguimiento en adultos — — — —
Aprendizaje y memoria
Aprendizaje no asociativo * - — -
Aprendizaje asociativo + * — —
Conductas asociadas a la ansiedad
Tanque Novedoso — * — —

Aumento significativo comparado con el control
Disminucion significativa comparado con el control
— Sin efecto significativo comparado con el control
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6. DISCUSION

Se evaluaron los efectos sobre la conducta de una exposicion cronica al
As y asi lograr corroborar si estos efectos son heredables. Se utilizé una bateria
de pruebas conductuales durante el desarrollo de los peces cebra de la FO, para
analizar la actividad motora, conducta social, conductas asociadas a la ansiedad
y el aprendizaje y memoria. Es de importancia para el estudio el efecto que pueda
tener una exposicion cronica al As sobre la siguiente generacion, por lo que se

repitieron las pruebas en la F1.

Los resultados revelaron que el grupo expuesto a 500 ppb de la FO presenta
efectos en la actividad motora, conducta social, aprendizaje asociativo y
conductas asociadas a la ansiedad, mientras que el grupo de 50 ppb muestra
efectos sobre el aprendizaje asociativo y no-asociativo. La F1 Unicamente tuvo

efectos en la actividad motora embrionaria y juvenil.

Los modelos roedores han demostrado que el As es un potente agente
disruptivo del sistema nervioso capaz de alterar la conducta de los organismos
expuestos (Rodriguez et al., 2001). Bardullas y colaboradores (2009)
concluyeron que la exposicion cronica a concentraciones relevantes al ambiente
(0.05, 0.5, 5y 50 mg/L) altera el sistema motor dependiendo de la concentracion,
ya sea causando hiperactividad en concentraciones bajas o hipoactividad en
concentraciones altas. En acuerdo con la literatura (Drapeau et al., 2002), en este

trabajo se encontro que los peces expuestos al As en una concentracion de 500
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ppb muestran un mayor movimiento espontaneo de la cola a las 24 hpf,
comparado con el control. Se observd que los embriones de este grupo
presentaron un retraso en su desarrollo al ser comparados con los estadios de
desarrollo embrionario del grupo control (datos no presentados). Para corroborar
Si este retraso es causado por la exposicion al As, se optd por comenzar las
mediciones de movimientos espontaneos de la cola desde las 19 hpf hasta las
26 hpf en la F1; si los efectos son transmitidos de forma multigeneracional,
deberia mantenerse esta tendencia. Para la F1 fue evidente un efecto en la
actividad motora embrionaria (figura 11), ya que al inicio del experimento, a las
19 hpf, la actividad de aquellos peces del grupo de 500 ppb presentaron mayor
actividad, y los del grupo de 50 ppb mayor actividad a las 26 hpf, comparado con
el control. En contraste con la FO, los resultados de la F1 muestran un aumento
en la actividad de los peces del grupo de 500 ppb. Esto indica un efecto

multigeneracional en la actividad motora embrionaria del pez cebra.

Cuando los embriones son capaces del nado libre, son considerados
larvas que ya son capaces de detectar luz y responder a su presencia y ausencia
(Fleisch & Neuhauss, 2006), a los 7 dpf es posible medir la distancia recorrida
durante un periodo de tiempo para verificar efectos sobre la actividad motora en
los peces durante esta etapa de su desarrollo. Existe una hiperactividad en el
grupo expuesto a 500 ppb durante la prueba de actividad motora larval después

de siete dias de exposicion al arsénico (figura 12-A). La hiperactividad como
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efecto de una exposicion cronica a una sustancia tdéxica en concentraciones de
importancia ambiental, se ha reportado para cobre (9 pg/L) (Acosta et al., 2016)
y metilmercurio (0.01-0.03 uM) (Mora-Zamorano, Svoboda, & Carvan, 2016) en
pez cebra, sin embargo, hasta la fecha no se ha estudiado con As. Estudios en
ratones presentan una respuesta dosis inversa, aquellos ratones expuestos a
dosis bajas de As presentan mayor actividad, y los expuestos a dosis altas de As
presentan menor actividad (Tadanobu et al., 1990). Se sabe que el efecto motor
radica en cambios en los ganglios basales del cerebro de ratones (Rodri, x, guez,
Jiménez-Capdeville, & Giordano, 2003), sin embargo, en peces podria tratarse
del sistema reticuloespinal del tronco cerebral, regiobn asociada al movimiento
conservada entre vertebrados (Drapeau et al., 2002; Fetcho, Higashijima, &

McLean, 2008; Hans, 2000).

La interaccion social entre peces surge por la necesidad de proteccion a
depredadores, la reproduccién y alimentacion (Magurran, 1990), y en peces
cebra es una conducta adaptativa basada en sefiales visuales principalmente
(Engeszer, Ryan, & Parichy, 2004). La exposicién cronica al arsénico disminuyé
la distancia entre los individuos durante las pruebas sociales en pares del grupo
de 500 ppb de concentracion de As en el agua (figura 14-A). Ademas, ninguno
de los tratamientos permanecidé mas tiempo lejos de la zona alejada del banco
de peces prueba, esto significa que el As no altera la preferencia por el

agrupamiento entre peces. En mi conocimiento, este es el primer trabajo que

53



analiza la interaccion social del pez cebra después de una exposicion cronica al
As.

Un estudio con nicotina y alcohol concluye que es posible afectar la interaccion
social entre los peces y disminuir la cohesion del grupo (Noam Miller, Greene,
Dydinski, & Gerlai, 2013) después de una exposicion aguda a las sustancias
(nicotina 4 mg/L y 8 mg/L; alcohol 0.25%, 0.50%, 0.75% y 1.00%), sin embargo,
ninguna de las dos sustancias logréo dispersar los bancos de peces.
Podria sugerirse un dafio en las neuronas del sistema Optico, sin embargo, serian
necesarios experimentos especificos para evaluar la capacidad visual de los
peces cebra (Fleisch & Neuhauss, 2006) y existe muy poca evidencia de dafios
en el sistema 6ptico en humanos, dado que se ha asociado a neuropatias sin
exploracién al sistema visual (Rodri et al., 2003). Es posible que la disminucion
de la distancia entre individuos se explique como respuesta al comportamiento
similar a la ansiedad, pues el grupo de Miller (2007) reporta mayor cercania entre
los individuos sujetos a situaciones de estrés (N. Miller & Gerlai, 2007).

En conjunto, esto sugiere que la exposicion al arsénico no afecta directamente la
interaccidn social entre individuos, en cambio los peces si demuestran conductas
asociadas al estrés dado que el grupo de 500 ppb tiende a permanecer mas

unido.

La exposicion cronica al arsénico en dosis relevantes al ambiente durante

el desarrollo del pez cebra es capaz de inducir conductas asociadas a la ansiedad
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como muestran los resultados (figura 15-A). Se utilizaron dos parametros
definidos como marcadores de conducta asociada a la ansiedad, tiempo en la
zona superior y tiempo antes del primer cruce a la zona superior (Egan et al.,
2009) y se observaron alteraciones significativas en el grupo de 500 ppb para
ambos parametros analizados. Ademas es evidente que la exposicion al As
incrementa estas conductas asociadas al estrés con el avance del desarrollo del
pez cebra, siendo en la etapa adulta mas evidente el comportamiento alterado
(figura 15-A). En acuerdo con lo observado en la conducta motora (Bardullas et
al., 2009) y social (N. Miller & Gerlai, 2007) para el grupo de 500 ppb y con la
evidencia presentada por Baldisarelli y colaboradores (2012) después de una
exposicion aguda al arsénico, la cual demuestra conductas asociadas a la
ansiedad en peces expuestos al arsénico (arsenato 5 mg/L), los resultados de
este trabajo muestran efectos en conductas asociadas a la ansiedad por una

exposicion crénica al As desde etapas tempranas del desarrollo.

Los resultados muestran que no existe un efecto del arsénico sobre la
capacidad de habituacién a estimulo externo continuo, sin embargo, el grupo de
50 ppb demostr6é una actividad menor posterior a cada estimulo al compararse
con los otros dos grupos (figura 16). Ademas, la respuesta medida como
actividad posterior al estimulo (reto de 8 minutos) fue menor significativamente.
Esto sugiere un posible efecto sobre la capacidad de respuesta de los
organismos después de una exposicion cronica al As desde etapas tempranas.

Los peces cebra utilizan la reaccion para protegerse de posibles depredadores,
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actuan con un comportamiento reflejo de respuesta ante un estimulo externo, el
cual puede ser visual o sensorimotor (Fleisch & Neuhauss, 2006). En los peces,
los neuromastos son las células de la linea lateral encargadas de la deteccion de
movimientos en y del agua, y se ha demostrado que son sensibles a la toxicidad
por presencia de metales (Froehlicher et al., 2009; Linbo et al., 2006); en plomo
se ha detectado el mismo efecto en la respuesta reflejo (Rice et al., 2011). Esto
sugiere que el efecto del As sobre la respuesta reflejo, sensorimotora, después
de una exposicion cronica, es similar a aquella producida por otros metales

pesados.

La habituacién sensorimotora a un estimulo permiten observar de forma
rapida y conductual informacion sobre la neuroplasticidad (Eddins et al., 2010), y
muchos grupos comienzan a utilizar al pez cebra como modelo toxicologico y
farmacoldgico con el fin de medir los mecanismos del sistema nervioso de una
habituacién sensorimotora (Harold A Burgess & Michael Granato, 2007; Crosby
et al., 2015; Eddins et al., 2010; Wolman, Jain, Liss, & Granato, 2011). En
modelos murinos es un procedimiento utilizado con regularidad (Karl, Pabst, &
von Horsten, 2003). En este trabajo fue posible observar un efecto en la
respuesta sensorimotora después de una exposicion cronica al As en
concentraciones de 50 ppb, la actividad motora fue significativamente menor
(figura 16-A). Esta actividad menor no puede ser explicada por alteraciones en
la actividad motora o como parte de una conducta asociada a la ansiedad, dado

gue este grupo no muestra efectos en estas pruebas realizadas. La actividad de
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escape reflejo estd modulada por las células Mauthner, neuronas localizadas en
el tallo cerebral en peces, informacion de neuronas sensoriales y las uniones
neuromusculares. Se conoce que los heuromastos son particularmente sensibles
a toxicidad provocada por metales (Froehlicher et al., 2009), resultado confirmado
por la literatura dado que se ha reportado una menor actividad como respuesta

sensorimotora después de una exposicion a plomo (Rice et al., 2011).

La memoria no puede ser observada de forma directa, por lo tanto debe
ser inferida por medio de cambios en el patron de comportamiento de los
individuos al ser expuestos a un mismo estimulo (Cahill, McGaugh, &
Weinberger, 2001). Los resultados muestran que la exposicion cronica al As en
ambas concentraciones afecta la habilidad de aprendizaje asociativo en los
peces cebra. Son necesarios mas estudios en el aprendizaje asociativo activo,
ya que no se conoce completamente como el As induce las alteraciones
cognitivas en los peces. El condicionamiento al miedo es ampliamente utilizado
en modelos animales ya que es la forma de aprendizaje asociativo mas
persistente (Kim, DeCola, Landeira-Fernandez, & Fanselow, 1991). El grupo de
de Castro (2009), desarroll6 la prueba para el pez cebra, y utilizaron exposicién
a As para su validaciébn, en concentraciones de relevancia ambiental.
Encontraron efectos en todas las concentraciones utilizadas, siendo afectada la
habilidad de la consolidacion de la memoria y el aprendizaje en los peces
expuestos al As, lo que concuerda con el presente trabajo. Existen multiples

estudios en ratones para evaluar el efecto del As sobre el aprendizaje y la
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memoria, y se ha reportado que existen dafios patoldégicos en neuronas,
principalmente por efecto de estrés oxidativo (Cronican et al., 2013; Kim et al.,
1991; Wu, Gu, Ge, Zhang, & Wang, 2006). Es posible que en el pez cebra actue
sobre las mismas regiones cerebrales, sin embargo, son necesarios mas

estudios al respecto.

La F1 presenté mayor actividad a las 19 hpf en el grupo descendiente de
progenitores expuestos a 500 ppb, comparado con el control, sin embargo, a las
20 hpf los tres grupos homogeneizaron su movimiento, alcanzando el pico
maximo de movimiento a las 22 hpf hasta su desaparicion a las 26 hpf; cabe
destacar que el movimiento espontaneo de la cola en el grupo de 50 ppb aun
continuo durante las 26 hpf, en contraste con los otros dos grupos. El cese de los
movimientos espontaneos de la cola se presenta a las 26 hpf (Saint-Amant &
Drapeau, 1998), lo que indicaria que podria existir una transmision
multigeneracional sobre las funciones motoras. En mi conocimiento este es el
primer estudio que demuestra que el As es capaz de inducir alteraciones en el
movimiento espontaneo de la cola. Otros estudios han demostrado que
numerosos contaminantes ambientales son capaces de alterar las funciones
motoras de embriones de pez cebra (Raftery, Isales, Yozzo, & Volz, 2014;
Selderslaghs, Blust, & Witters, 2012), como Polibromodifenil éteres (Chen et al.,
2012), plata (Powers, Yen, Linney, Seidler, & Slotkin, 2010), plomo (Dou & Zhang,

2011) y metilmercurio (Abu Bakar et al., 2017).
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Contrario a la hipotesis la generacion F1 expuesta al arsénico como
gameto, no presenta alteraciones en ninguno de los experimentos posteriores al
movimiento espontaneo de la cola y la actividad motora juvenil, como se muestra
en los resultados y en la tabla resumen (tabla I). Estos resultados ofrecen escasa
evidencia de que existe un efecto multigeneracional por la exposicion al arsénico
inorganico, por lo que estudios posteriores sobre el efecto transgeneracional del
arsénico podrian ser de utilidad para resolver si el arsénico es capaz de afectar
generaciones futuras en peces cebra expuestos de forma cronica desde la FO.

Otros estudios multigeneracionales con otras sustancias como acido
clofibrico (Coimbra et al., 2015), han reportado efectos transmitidos a la siguiente
generacion. Sin embargo, estudios endocrinolégicos han sido inconsistentes
sobre la transmision de efectos multigeneracionales (Segner, 2009), por lo tanto
no es posible llegar a una conclusion hasta conocer el mecanismo de accion del
arsénico y su rol epigenético sobre el DNA del pez cebra.

Los resultados de la prueba de aprendizaje asociativo en la F1 son
incongruentes, aunque se observa una ligera tendencia no significativa, los
grupos de 50 ppb y 500 ppb parecen tardar mas en entrar a la zona oscura
pasadas las veinticuatro horas del choque eléctrico, mientras que los controles
no muestran ni indicios de un aprendizaje, lo que demuestra la variabilidad de los
experimentos conductuales y que cada individuo reacciona diferente,
lamentablemente en esta prueba los individuos reaccionaron de forma similar y

no parecen haber aprendido de manera asociativa.
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7. PERSPECTIVA

Es necesario realizar experimentos para la confirmacion de que efectivamente el
arsénico esta afectando las regiones cerebrales implicadas en la conducta, por
lo que procedimientos moleculares deben ser aplicados con los cerebros
obtenidos de los peces sacrificados al finalizar los experimentos, ademas de un
cribado para la deteccion de metilaciones en el DNA y confirmar efectos sobre
los genes asociados al sistema nervioso central.

Ademas, debe realizarse el analisis de los resultados de la siguiente generacion
para confirmar que los efectos sean heredados, ya que la segunda generacion
no presentd efectos claros en la conducta social, de aprendizaje, memoria ni en

la actividad motora durante las diferentes etapas del desarrollo.

En roedores, el efecto multigeneracional del As se ha documentado para
la formacion de tumores hepaticos (Nohara, Suzuki, Okamura, Matsushita, &
Takumi, 2017), sin embargo, a mi conocimiento, no se han realizado estudios
multigeneracionales que analicen el comportamiento de ratones después de una

exposicién crénica al As.
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ANEXO

Escrito por el Dr. Héctor Ortiz Kerbertt

Circuito de control de solenoides.

Hicimos un circuito simple y econdmico para golpear las arenas de manera
automatizada por medio de cuatro solenoides activados con las salidas de Modulacion
de Ancho de Pulso (PWM) de la muy popular placa Arduino Nano. La programacién de
la secuencia de los golpes se hizo en LabVIEW en lugar del lenguaje propio de Arduino
para tener una interfaz grafica amigable e intuitiva desde donde se puede controlar la

fuerza del golpe y el intervalo de tiempo entre uno y otro.

En lafigura 1 se muestra el diagrama del circuito de control usado. Usamos cuatro
de las salidas digitales que proveen PWM conectadas por medio de resistores
limitadores a la base de igual numero de transistores operando como switches que
activan y desactivan a los solenoides. Las salidas PWM entregan pulsos rectangulares
con una amplitud de 5 V cuando estan en la porcién de “encendido” y 0 V en la porcién
del pulso “apagado”. Los anchos de las porciones de encendido y apagado se controlan
enviando valores enteros entre 0 y 255 a los pines digitales, donde 0 significa que el
pulso esta siempre apagado y 255 significa que esta siempre encendido. Asi, escribiendo
valores enteros dentro de este intervalo podemos controlar el ancho del pulso y de esta
manera simular un voltaje analégico inyectado a la base del transistor que de esta forma

controla la intensidad con la que el solenoide es excitado.

Los solenoides son de 12 V, consumen hasta 1 Ay pueden desarrollar una fuerza

de hasta 600 g, con una carrera maxima de 10 mm.
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Figura 1. Usamos las salidas PWM 3, 9, 10 y 11. Los diodos conectados
en paralelo con los solenoides suprimen los picos de voltaje que producen
las propias bobinas en las transiciones de encendido a apagado.

Nos aseguramos de que la fuerza del golpe provisto por los cuatro solenoides no
fuera significativamente mayor para alguno de los individuos. Para esto medimos la
intensidad del golpe con un sensor de fuerza Pasco CI-6537 con los solenoides
dispuestos en forma horizontal, como fueron colocados en el arreglo experimental con
las arenas. Los golpes fueron programados en forma de impulsos de 100 ms de
duracién. En la figura 2 mostramos un resultado de la distribucién de intensidades de los
impulsos registrados por el sensor de fuerza cuando todos los solenoides se comportan
esencialmente de la misma manera, lo cual ocurre partir de un valor minimo del nimero
entero en {0,...,255} que escribimos en la salida PWM y para una carrera del vastago de

no menos de 5 mm.
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Figura 2. Distribucion de intensidades de los golpes en forma de impulsos
de 100 ms de duracion provistos por los cuatro solenoides. Se muestran 10
golpes de cada uno.
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