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Resumen

Los efluentes hospitalarios tienen una composicion variada, los cuales se descargan
muchas veces sin un tratamiento adecuado en el alcantarillado municipal, a pesar
de tener la capacidad de causar efectos adversos sobre los organismos, entre los

cuales estan embrioletalidad y teratogenicidad.

Las pruebas de embriotoxicidad en los peces proporcionan informacion sobre la
toxicidad de compuestos y mezclas en un organismo completo en etapas tempranas
del desarrollo. Por su parte el pez cebra presenta multiples ventajas en estudios de
embriotoxicidad y teratogenicidad.

En este estudio se expusieron embriones de Danio rerio a diferentes
concentraciones tanto del influente como del efluente de la PTAR del Hospital
Angeles, el ensayo se realizéd de acuerdo a la Guia para el ensayo de productos
quimicos 236 - en embriones de peces: prueba de toxicidad aguda (FET) de la
OCDE. Las concentraciones del influente a las que fueron expuestos son 0.1, 0.5,
1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.3 y 3.5%; y las del efluente 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.3, 2.5,
3.0 y 3.5%. A partir de los ensayos se obtuvo la CLso de ambas muestras, la del
influente fue de 1.466% y la del efluente de 2.484%; en cuanto a las se
CEsomatfomaciones €l influente presentd el valor de 3.468% vy el efluente de 6.096%; el
IT de cada una de las muestras resulto ser de 0.423 y de 0.407 respectivamente, lo
cual determina que ambas muestras producen principalmente efectos letales en el
embridn. La observacion de los organismos a los diferentes tiempos de desarrollo
arrojo la presencia de diversas malformaciones como: eclosion prematura, no
eclosion, deformaciones en la corda, deformacion de cola, deformaciones del saco
vitelino y edemas en el pericardio, hipopigmentacién del cuerpo, las cuales se
presentaron en ambas muestras. Los riesgos que representan este tipo de aguas
para la supervivencia de organismos vivos, asi como la presencia de
malformaciones en los mismos, son indicadores de referencia para una futura

normatividad enfocada en el adecuado tratamiento de efluentes hospitalarios.



Introduccion

La contaminacion del agua es uno de los problemas mas frecuentes y de mayor
gravedad en la actualidad, al ser este el recurso mas importante para la vida. Existen
distintas fuentes que contaminan el agua como lo son las actividades agropecuarias,
la industria, el agua residual de uso domeéstico (Quintero, 2017); asi como los
efluentes hospitalarios, en los cuales se basa este estudio (Kumar et al., 2007).

Los hospitales consumen una gran cantidad de agua, por lo que también generan
grandes cantidades de aguas residuales, las cuales contienen una gran variedad de
contaminantes (Ramos, 2008); entre los que se encuentran: productos quimicos,
metales pesados, desinfectantes, esterilizadores, detergentes, marcadores
radiactivos y agentes de contraste, asi como farmacos y sus metabolitos (Luja et
al., 2019). Dichos contaminantes, usualmente, no son eliminados en su totalidad por
las plantas tratadoras de agua, por lo que se introducen a los ambientes acuaticos
(Ledn, 2015). El agua proveniente de la planta de tratamiento, es decir, el agua que
ha sido tratada, es denominada efluente (Jiménez, 2001). Estos efluentes
representan uno de los grupos de aguas residuales mas toxicas por tratarse de
mezclas complejas (Castro et al., 2015). Su toxicidad es resultado de la exposicion
a mas de una sustancia, es decir, a una mezcla de varios compuestos, los cuales
por si mismos son capaces de causar toxicidad (Islas-Flores et al., 2017; Neri-Cruz
et al., 2015). Una vez que se introducen al ambiente los compuestos contaminantes
interaccionan con otros y con factores abioticos; después de lo cual pueden tener
un impacto negativo sobre las especies acuaticas, como lesiones genéticas, dafo
a organos, problemas de reproduccion, cambios en el comportamiento, alteraciones
bioquimicas (Oliveira et al., 2017); asi como generar de especies reactivas de
oxigeno, las cuales generan estrés oxidativo (Li y Lin, 2015), el cual si se presenta
durante el desarrollo embrionario genera embriotoxicidad y teratogenicidad,
manifestandose con la muerte de los organismos y con malformaciones en los
mismos, los efectos mencionados son de los mas evidentes ante la exposicidén a
sustancias toxicas (Olieveira et al., 2017). En este sentido, la presencia de

malformaciones o de alteraciones fisiolégicas en embriones expuestos es un



indicador de referencia para una futura normatividad enfocada en el adecuado

tratamiento de efluentes hospitalarios.

Por otro lado, Danio rerio como modelo animal ha tomado fuerza en la
determinaciéon de sustancias con potencial embriotoxico y teratogénico,
principalmente porque estas sustancias afectan etapas del desarrollo comunes en

todos los vertebrados (Kimmel et al.,1995).

En México se han realizado estudios con organismos acuaticos de embriotoxicidad
y teratogenicidad como consecuencia de la exposicion a efluente hospitalario (Luja
et al.,, 2019; Pérez et al., 2018), aunque las investigaciones acerca de estos
compuestos son muy recientes, se espera que sean precisamente los estudios al
respecto los que lleven a considerar la regulacién de dichos compuestos. Es en esta
parte donde se integra la biotecnologia, centrada en los ecosistemas y las ciencias
ambientales, para contribuir en la descontaminacion, depuracidén y saneamiento de
las aguas residuales; con base en los estudios ecotoxicoldgicos que reiteran la
importancia del disefio de nuevas estrategias basadas en el uso de recursos
biotecnolégicos para la eliminacion de compuestos contaminantes, asi como para

la regulacion de los mismos.

El objetivo de este estudio fue evaluar la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida
por el influente y efluente de la planta de tratamiento de agua del Hospital Angeles
sobre el bioindicador Danio rerio. Lo anterior se llevd a cabo mediante la
determinacién de la CLso y la CEsp, estas concentraciones determinaron a su vez la
capacidad del influente y del efluente de causar dafio teratogénico al calcular el
indice teratogénico (CLso/CEsp); también, al identificar y cuantificar las
malformaciones que se presentaron en Danio rerio, se reportaron la incidencia y los
tipos de las mismas que las aguas residuales del Hospital Angeles son capaces de
causar. La pregunta de investigacion de este estudio radica en determinar la
efectividad del tratamiento que se le esta dando al agua residual del hospital, por lo

tanto, se espera una mayor mortalidad y presencia de malformaciones en el



influente que en el efluente de la misma debido a la alta concentracion de farmacos

del primero.

Marco teodrico

Contaminacion

La contaminacion ambiental se define como cualquier modificacion a la composicidon
natural del medio, debida a la introduccion directa o indirecta de agentes bioldgicos,
quimicos o fisicos que no pertenecen al mismo, lo cual ocasiona efectos nocivos en
los ecosistemas, asi como en la salud publica y ambiental, ya que dificulta la
provisidn de recursos de buena calidad para el bienestar de los mismos (Gomez et
al., 2018; Quintero, 2017; Anwar, Hakeem, Alharby y Alghamdi, 2018).

Estas modificaciones en el medio son ocasionadas principalmente por actividades
antropogénicas como lo son la produccion industrial, el transporte, actividades
agricolas, el consumo de farmacos y el uso de productos de cuidado personal;
debido a las cuales se liberan en el medio compuestos que no pertenecen al mismo,
estos, una vez que se encuentran en el medio natural, son llamados xenobidticos
(Namihira, 2004). Dichos compuestos se convierten en una amenaza para los
ecosistemas, ya que la contaminacion es la causa de algunas de las enfermedades
y de condiciones desfavorables presentes en los organismos, causando en

ocasiones la muerte de los mismos (OMS, 2006).

Contaminacion acuatica

La contaminacion del agua esta definida como la introduccion de materia o de
determinadas condiciones sobre el agua, lo cual de manera directa o indirecta
implica la alteracion de la calidad de la misma en relacion a sus usos posteriores y

a sus servicios ambientales (Diaz y Gomez, 2013).



El problema de la contaminacion acuatica es de importancia debido a que el agua
que satisface los servicios municipales, asi como el agua usada para la produccion
de alimentos, debe ser salubre y de facil acceso (OMS, 2006). Tener la calidad
deseada en el agua se dificulta con la introduccion de nuevas sustancias para las
cuales no se cuenta con un tratamiento de eliminacion, para implementacion de
nuevas técnicas de tratamiento debe analizarse la seguridad de cada una de estas
sustancias y comenzar a tratar las sustancias prioritarias, es decir, de aquellas que
se tengan estudios de su toxicidad (Directiva 2008/105/CE del Parlamento Europeo
y del Consejo, 2008).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de Salud, en paises en vias de desarrollo
sblo dos de cada diez descargas de aguas residuales reciben algun tratamiento
antes de ser vertidas al ambiente, cifra que no aumenta demasiado en paises
desarrollados, donde solo son tratadas cuatro de cada diez descargas (OMS, 2006).
Por otro lado, en el agua que si va a las plantas de tratamiento no se eliminan en su
totalidad algunos de estos compuestos, principalmente aquellos que no se
encuentran regulados por la legislacion, es decir, los contaminantes emergentes
(Ledn, 2015). La contaminacion por efluentes, al tratarse de descargas continuas,
provoca que los contaminantes se mantengan de manera constante en el ambiente
(Barceld, 2003).

El agua, al ser uno de los recursos mas utilizados, resulta contaminada después de
cada uso por parte del ser humano, pues se tiene que del agua dulce disponible se
usa aproximadamente el 70% en actividades agricolas, un 20% en actividades
industriales y el restante 10% para el consumo humano (Solis, 2013). Todas estas
actividades antropogénicas generan aguas de residuo, que se encuentran
contaminadas con compuestos como pesticidas, metales pesados, compuestos
nitrogenados, especies cloradas, quimicos industriales, farmacos y metabolitos de
los mismos (San Juan, 2013). Cada uno de los usos del agua trae como
consecuencia descargas contaminadas, estas se clasifican de acuerdo a su origen

en municipales, agricolas e industriales, estando incluidos dentro de las municipales



aquellas que provienen de los hospitales ya que desembocan en ellas, se mezclan
y van a la misma planta de tratamiento, a pesar de ser una mezcla de diversas
sustancias quimicas y agentes bioldgico-infecciosos (Solis, 2013). El efluente
hospitalario esta definido como el agua que ha recibido tratamiento dentro de la
PTAR del hospital y que se descarga en el alcantarillado municipal (Jiménez, 2001).
En este estudio consideramos los efluentes hospitalarios como otro tipo de descarga

contaminada.

En este estudio es de importancia resaltar que en México los residuos hospitalarios
se desechan mayoritariamente sin un tratamiento previo, y sus componentes, al
verterse en el tren de tratamiento de aguas residuales degeneran la calidad del agua
total y por lo tanto disminuyen la eficacia de los tratamientos (Kookana et al., 2014).
Es por ello que se requiere conocer la composicion de este tipo de efluentes, ya que
los residuos sanitarios contienen una gran diversidad de compuestos farmaceéuticos,
ademas en altas concentraciones, por ello es de importancia la presencia de plantas
tratadoras de agua en los hospitales (Ledn, 2015), las cuales arrojen efluentes de
calidad equiparable a la de los efluentes municipales, para asi contribuir con un
correcto tratamiento posterior, asi evitando que el agua que se vierte en los cuerpos
de agua y en el suministro de agua potable se vea peligrosamente contaminada
(OMS, 2006).

Recientemente, la preocupacion por el saneamiento y el reciclaje del agua potable
ha crecido debido a que el problema de la escasez de agua va en aumento, a la par
del crecimiento poblacional, el cambio climatico y la urbanizacion (OMS, 2019). El
problema es ya tan extendido que la OMS estima que en 2025, la mitad de la
poblacion mundial vivira en zonas con escasez de agua (OMS, 2006). Todo lo
mencionado anteriormente convierte a los planes para mejorar las estrategias de
reutilizacidn de aguas residuales en una prioridad, ya que de lo contrario el agua
reutilizada, de no recibir el tratamiento adecuado, no llegara al suministro con la
calidad deseable (OMS, 2019). La mala calidad del agua tratada o no tratada puede

causar efectos adversos en los organismos y en el ser humano cuando se vierte al



medio ambiente y al suministro de agua potable (OMS, 2019). Algunos de los
efectos negativos que se presentan en los organismos vivos expuestos al agua
contaminada son el dafo teratogénico y genotdxico, dafio a organos, estrés
oxidativo, dafio a biomoléculas e incluso la muerte (Pérez et al., 2018).

Contaminantes emergentes

En afos recientes, debido al incremento de la poblacion y al mejoramiento del estilo
de vida del ser humano, las actividades antropogénicas han traido como
consecuencia el aumento de una serie de contaminantes, que a pesar de haberse
utilizado vy liberado al ambiente durante décadas, es hasta afos recientes que se
han detectado y se han comenzado a considerar como xenobioticos, son llamados
contaminantes emergentes (Elizalde et al., 2017); los cuales no se encuentran
regulados, pero son candidatos para su futura regulacion, dependiendo de
investigaciones sobre sus efectos sobre la salud de los organismos y los datos de
monitoreo con respecto a su incidencia (Tejada et al., 2014).

Los contaminantes emergentes se mantienen vigentes en el agua debido a que, al
no tratarse de compuestos presentes en la legislacion, no existen mecanismos para
su eliminacion en aguas residuales, por lo que dichos contaminantes se encuentran
presentes incluso en los efluentes de las plantas tratadoras de agua (Tejada et al.,
2014).

Dentro de los contaminantes emergentes se encuentran fungicidas, herbicidas,
insecticidas, metales pesados, productos de higiene personal, farmacos (Tejada et
al., 2014), surfactantes, aditivos industriales, esteroides, hormonas, y subproductos
de la desinfeccion del agua (Diaz y Gomez, 2013).

Entre los contaminantes emergentes se encuentran los farmacos, los cuales son
uno de los principales problemas de los efluentes de tipo hospitalario, dichos

compuestos ademas son persistentes en el medio ya que se disefian para mantener



su estructura quimica inalterada el tiempo suficientemente para ejercer su trabajo
terapéutico, por lo tanto, una vez que entran en los cuerpos de agua persisten en
ellos (Ledn, 2015); donde, al estar inmersos en agua, pueden interactuar entre si 'y
con otros contaminantes presentes en la misma provocando efectos toxicos en los

organismos (Elizalde et al., 2017).

Ademas los medicamentos son contaminantes especialmente riesgosos para los
organismos vivos, ya que al estar disefiados para tener una ruta y una accion
especifica tanto en los seres humanos como en los animales, presentan efectos
indeseables en organismos no blanco (Ledn, 2015). Ante la presencia de farmacos
en el ecosistema los organismos tienen como respuesta efectos adversos, entre los
cuales se han reportado: falla renal, resistencia a antibidticos, desordenes
endocrinos, fallos en la reproduccion, cambios en el crecimiento y desarrollo, estrés
oxidativo e incluso la muerte (Quintero, 2017), asi como cambios morfoldgicos y

feminizacion (Quesada et. al., 2009).

Este estudio se enfoco en los farmacos como componentes del efluente hospitalario,
con el fin de conocer los tipos y cantidades de farmacos que se encuentran en este
tipo de descargas, asi como para comparar la calidad del agua que entra a la planta
de tratamiento del hospital (influente) y la calidad del agua que se arroja al sistema
de drenaje (efluente), asi como para determinar la toxicidad de ambas muestras.

Efluentes hospitalarios

Los efluentes hospitalarios o aguas residuales hospitalarias son provenientes de
descargas del desague de estas instalaciones, las cuales tienen una composicion
variada y han sufrido una degradacion en su calidad original (Leon, 2015).

Dentro del hospital el agua es uno de los recursos fundamentales, pues muchas
actividades prioritarias dentro de los mismos requieren de este recurso, el cual se

utiliza para consumo humano, aseo, limpieza, desinfeccion, esterilizacion, lavado



de tejidos, regaderas y sanitarios (Leon, 2015). Una vez que se le dan todos y cada
uno de los usos que le confieren, el agua ya no presenta la misma calidad y sanidad
que cuando entra al hospital como agua potable, sobre todo por el tipo de
compuestos que son desechados tanto por los pacientes como por el personal,
entre desechos de quirdfano, de consultorios, laboratorios y en los desechos
sanitarios como la orina y heces de los pacientes, asi como el agua de limpieza de
las instalaciones y de los instrumentos, los cuales estan contaminados con todo tipo

de sustancias como lo son antisépticos y farmacos (Leon, 2015).

Un hospital consume diariamente hasta ocho veces mas agua que el promedio del
consumo domeéstico diario por persona y produce de 250 a 1400 litros de aguas
residuales por cama por dia (Ramos, 2008). Esta gran cantidad de vertidos
hospitalarios apunta a la necesidad de su caracterizacién y de su tratamiento antes
de desembocar en las redes de saneamiento (Luja, et al., 2019).

Las aguas residuales hospitalarias son variables y su composicion depende de
factores como la cantidad de pacientes y las enfermedades ahi tratadas (Leon,
2015). Este tipo de efluentes tienen en su composicion desechos sanitarios, los

cuales estan clasificados por la OMS de la siguiente manera (Le6n, 2015):

« Desechos infecciosos: contienen patogenos en suficiente cantidad o
concentracion para causar enfermedad.

+ Desechos patoldgicos: tejidos, érganos, partes del cuerpo, fetos, sangre y
fluidos corporales.

+ Desechos farmacéuticos: se refiere a medicamentos, drogas, vacunas y
sueros expirados, sin uso, derramados o contaminados que no van a ser
utilizados, asi como los materiales descartables utilizados para su
manipulacion y envasado.

« Desechos genotoxicos: desechos con propiedades mutagénicas,
teratogénicas o carcinogénicas. Su principal exponente son las drogas

citotoxicas antineoplasicas y materiales contaminados con ellas.



« Desechos quimicos: se consideran peligrosos si se les considera toxicos,
corrosivos, inflamables, reactivos o genotoéxicos.

» Desechos con metales pesados.

» Desechos radioactivos: incluye todos los materiales contaminados con
radionuclidos de fuentes abiertas.

Este tipo de aguas residuales son consideradas con gran potencial toxicolégico,
pues se trata de mezclas complejas (Castro et al., 2015). Se ha reportado que tienen
la capacidad de causar efectos adversos sobre los organismos incluso a bajas
concentraciones (Solis, 2013).

Los contaminantes presentes en el agua residual pueden interactuar con otras
sustancias presentes los efluentes o en el medio y de acuerdo a la interaccion que
presenten pueden tener efectos de adicion, cuando el efecto producido por la
combinacion de dos o mas xenobidticos, es la suma de las respuestas individuales
esperadas; sinergismo, cuando la exposicion simultanea de dos agentes causa un
drastico incremento en el efecto toxico aun mayor que la suma de ambos;
antagonismo, cuando la exposicion a uno de los xenobioticos resulta en una
reduccion en el efecto de otro o de potenciacién, cuando una sustancia que no es

toxica incrementa la toxicidad de otra que si lo es (Pefa et al., 2001).

Es importante, para el desarrollo de una estrategia de eliminacion de compuestos
prioritarios en aguas hospitalarias, primero la identificacién y cuantificacion de los
tipos y la cantidad de farmacos que se descargan en el drenaje municipal (Quesada
et al., 2009).

Este tipo de efluentes es uno de los mas dificiles de tratar adecuadamente, ya que,
al contener compuestos poco biodegradables requieren no sélo de tratamientos
biolégicos, sino también de métodos fisicoquimicos para lograr oxidar los
contaminantes y bajar sus concentraciones por debajo de los limites aceptables. Lo
anterior se hace evidente con la baja relacion DBO (demanda bioquimica de
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oxigeno) / DQO (demanda quimica de oxigeno) que presentan (Ledn, 2015); donde
la Demanda Bioquimica de Oxigeno esta definida como la cantidad de oxigeno que
hay que proporcionar a un agua residual para oxidar, por via biologica, la materia
organica presente sin que se alcance el estado anaerobio (Ledn, 2015) y la DQO
es la cantidad de oxigeno total requerido por oxidacion quimica de los compuestos
presentes en la muestra (Peganos et al., 2012). Este cociente permite comparar la
cantidad de oxigeno requerido para la oxidaciéon por microorganismos con el
oxigeno total requerido por oxidacion quimica de los compuestos presentes en la
muestra; (Leon, 2015). De acuerdo al valor arrojado por este cociente se determina
la biodegradabilidad del agua residual, si esta tiene un valor > 0.4 se trata de un
residual altamente biodegradable, si esta entre 0.2 y 0.4 se esta en una situacion
intermedia, en la cual se recomienda que solo algunos de los tratamientos sean
bioldgicos, si resulta ser < 0.2 el residual no es biodegradable o lo es muy poco, por
lo que se recomienda métodos fisicoquimicos de tratamiento (Vera et al., 2013).

Debido a la presencia de compuestos poco biodegradables en las aguas residuales
se busca implementar nuevos métodos de tratamiento, para lo cual es necesario
basarse en los datos de consumo de la poblacion, en conjunto con los datos
reportados sobre la incidencia ambiental, persistencia, bioacumulacion y la toxicidad
de cada farmaco (Castro et al., 2015), con esos datos se podran identificar
sustancias prioritarias para su eliminacion de acuerdo a los datos de la zona de
muestreo y asi permitir a las autoridades ambientales desarrollar estrategias
enfocadas en aquellos contaminantes que representen un mayor riesgo de acuerdo

a la incidencia de los mismos en los cuerpos de agua (Quesada et al., 2009).

Ecotoxicologia

Esta disciplina se enfoca en el estudio multidisciplinario del origen, distribucion y los
efectos de un agente contaminante sobre los organismos vivos, apoyandose en

técnicas de toxicologia, quimica y ecologia para la descripcidon de las interacciones
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que se dan entre los contaminantes, los organismos y con los ecosistemas (Pefia,
2008).

Se apoya en el uso de biomodelos y biomarcadores en ensayos ecotoxicologicos
que permiten el diagndstico de problemas ambientales, el monitoreo de sustancias
contaminantes, asi como la implementacién de biomarcadores que permiten la

prevencion de riesgos causados por la contaminacion (Leon, 2015).

Entre lo que estudia esta disciplina se encuentra la toxicidad, definida como la
capacidad de una sustancia para ejercer un efecto nocivo sobre los organismos
dependiendo de las propiedades quimicas del compuesto, concentracion, tiempo de
exposicion, frecuencia de exposicion y su relacidén con el ciclo de vida del organismo
(Alvarez, 2011). Puede ser aguda, es decir, que produce un efecto en tiempo
relativamente corto (dentro de cuatro dias para peces y otros vertebrados) (Ledn,
2015); o cronica, que produce efectos a largo plazo, que pueden estar relacionados
con cambios en crecimiento, metabolismo, mutaciones e incluso la muerte de los
organismos expuestos ocasionado por la exposicion a un agente toxico (Ledn,
2015).

La ecotoxicologia realiza ensayos de toxicidad para determinar el efecto de un
material sobre un grupo de organismos seleccionados, bajo condiciones definidas,
midiendo las proporciones de organismos afectados y el grado del efecto luego de
la exposicion a la muestra (Ledn, 2015). Dichos ensayos se suelen determinar

parametros como la CE;,, es decir, concentracion efectiva o de inhibicion media,

que es la concentracion del material en agua, suelo o sedimento que se estima
afecta al 50% de los organismos de ensayo (Ronco et al., 2004); también la CLso 0
concentracion letal media, que es la concentracion del material en agua, suelo o
sedimento que se estima letal para el 50% de los organismos de ensayo (Ronco et
al., 2004). Para estudios especificos en embriones también se determina el IT,
indice de teratogenicidad, que es el resultado del cociente de la concentracion letal

media entre la concentracion efectiva media (de malformaciones), es decir,
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CLso/ CEsomalformaciones) (Ronco et al., 2004); si el resultado del cociente es un numero
>1 se considera que la sustancia es capaz de inducir efectos teratogénicos, de lo
contrario se considera la sustancia produce principalmente efectos letales en el
embrién (Luja et al., 2019).

Bioensayos

Los bioensayos son herramientas de diagnostico que tienen la funcién de
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo
condiciones experimentales especificas y controladas (Leén, 2015). Los que se
realizan en organismos acuaticos tienen especial importancia, ya que son los unicos
gue pueden determinar la toxicidad de los xenobidticos encontrados en cuerpos de
agua y su relacion con el ecosistema (Pefia, 2008).

La presencia de sustancias exdgenas implica un riesgo para el equilibrio del
ecosistema, asi como para la salud de los organismos que lo habitan, de ahi la
importancia de la deteccidn de los contaminantes y de la evaluacion de sus efectos
adversos (Quesada et al., 2009). Para ello se requiere hacer ensayos in vivo sobre
los organismos bioindicadores, con el fin de corroborar que el dafo efectivamente
es causado por el contaminante, dichos ensayos se realizan mediante el analisis de
los cambios que se presentan en los biomarcadores de interés como pueden ser el

dafo a nivel molecular, bioquimico, celular e histolégico (Ledn, 2015).

Los bioindicadores estan definidos como una especie vegetal, hongo o animal, cuya
presencia brinda informacion sobre el impacto que tienen a nivel ecoldgico las
sustancias exogenas que se encuentran en el medio (Leon, 2015); estos
organismos se usan con el objetivo de evaluar las condiciones ambientales y el
impacto de estas sobre los organismos vivos, asi como para medir la eficacia de las

medidas restauradoras de la contaminacion (Leon, 2015).
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Para la eleccion de un organismo como bioindicador se deben tomar en cuenta
algunas caracteristicas (Diaz y Gomez, 2013): 1) que se encuentre suficientemente
disperso en el territorio de interés o en un ambiente similar a este; 2) que tenga un
tamano considerable para poder hacer estudios en diversos tejidos y 6rganos; 3)
tolerar los contaminantes a concentraciones similares a las encontradas en el medio
sin efectos letales; 4) sobrevivir en condiciones de laboratorio; 5) ser reproducible;

6) sensible al estrés por xenobidticos.

Embriotoxicidad y teratogenicidad

Entre los efectos subletales mas evaluados se encuentran la genotoxicidad,
embriotoxicidad y teratogénesis (Solis, 2013). Los efectos mencionados tienen en
comun que son causados por un evento mutagénico, el cual al afectar al material
genético y por ende a las moléculas involucradas en la diferenciacion celular, tiene
consecuencias inmediatas en las etapas tempranas del desarrollo, esto sucede a
menudo como consecuencia de la exposicion a sustancias toxicas durante el
desarrollo embrionario (Pefia, 2008). La toxicidad o teratégenia de los
contaminantes genera alteracion en la morfogénesis temprana, lo cual influye en la
aparicién de malformaciones desde estadios tempranos del desarrollo (Alvarez,
2011).

El término embriotoxicidad hace referencia a la capacidad de una sustancia para
producir efectos toxicos en la progenie durante el desarrollo embrionario (Rohwedel
et al., 2001), desde la concepcion a la etapa fetal. Entre los efectos pueden incluir

malformaciones, alteraciones del crecimiento, disfunciones e incluso la muerte.

Entre los efectos de la embriotoxicidad se encuentra la teratogenicidad, la cual se
refiere especificamente a las malformaciones producidas por la exposicion a
agentes téxicos que se presentan o que permanecen después del periodo de
embriogénesis. (Alvarez, 2011). Los compuestos que son capaces de inducir

malformaciones en etapas tempranas del desarrollo al exponerse a ellos se conocen
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como teratdgenos, los cuales interfieren en la organogénesis y en la formacion de
tejidos (Pena, 2008). La teratogénesis es uno de los efectos mas evidentes de la

exposicion a sustancias toxicas (Solis, 2013).

El tipo y la magnitud del dafo ocasionado por la exposicion a toxicos en los
embriones depende de la etapa de la embriogénesis en la que se comience la
exposicion. Estas etapas son tres (Pefia, 2008): 1) fertilizacion: se inicia la
diferenciacion celular, si un agente actua en esta etapa se puede provocar un dafo
masivo dando lugar a la muerte del embrion; 2) desarrollo embrionario: se lleva a
cabo la diferenciacién celular y la organogénesis, es en esta fase cuando el embrion
se encuentra mas sensible a la accidn de los teratdgenos sin que se vea afectada
su viabilidad; 3) desarrollo fetal: es la fase final del desarrollo; en esta etapa el dafo
puede no ser evidente, sin embargo, se pueden ocasionar alteraciones bioquimicas
y genéticas que pueden tener efectos posteriormente sobre el organismo (Pena,
2008).

Algunas de las anomalias que se pueden presentar por efecto de la exposicion a
toxicos durante las primeras etapas de desarrollo embrionario son: retraso
embrionario, el cual consiste en que el proceso de desarrollo ocurre de manera mas
lenta de lo normal (Solis, 2013); arresto embrionario (suspension subita del proceso
de desarrollo embrionario) (Weiss et al., 1986; Solis, 2013); eclosion, retraso o
adelanto de la misma es la etapa mas sensible al dafo teratogénico (Baez, 2005;
Gonzalez, 2005; Pefa, 2008); deformidades en columna, cabeza y cola;
anormalidades en saco vitelino, edemas, hemorragias, entre otros. La presencia de
anormalidades morfoldgicas o alteraciones fisiologicas en organismos expuestos
durante su desarrollo, constituyen un indicador de referencia para la normatividad

de sustancias quimicas (Solis, 2013).
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Estrés oxidativo

Los mecanismos exactos involucrados en la embriotoxicidad y la teratogénesis no
se han descubierto a pesar de todas las investigaciones; sin embargo, se estima
que pueden deberse a distintas causas como lo son alteraciones en el ADN,
inhibicion de enzimas especificas, alteraciones en la membrana, modulacion del
suministro de energia celular, cambios en la sefalizacion celular o el estrés
oxidativo (Beckman y Brent, 1984), a menudo es el conjunto factores y de errores
lo que produce malformaciones morfolégicas o letalidad embrionaria.

Uno de los mecanismos mas estudiados de la embriotoxicidad y teratogénesis es el
estrés oxidativo, que esta definido como el desbalance entre las especies oxidantes
(especies reactivas de oxigeno) y el sistema de defensa antioxidante que poseen
los seres vivos (Corrales y Mufioz, 2012). La importancia del estrés oxidativo radica
en que el efecto toxico de muchos compuestos esta mediado por su capacidad de
inducir la formacion de especies reactivas de oxigeno, estas al intentar recuperar
su configuracion original buscan transferir o donar su electron no apareado al
oxigeno y mediante una serie de reacciones en cadena son capaces de oxidar

macromoléculas (Islas, 2013), generando asi estrés oxidativo.

El estrés oxidativo esta involucrado con la embriotoxicidad debido a que especies
reactivas de oxigeno participan en procesos como la apoptosis, la activacion de
factores de transcripcion y la diferenciacion celular (Ali, Zeng, Cai, Qiu y Zhang,
2011), esto de manera funcional; pero cuando existe un desbalance a favor de las
especies reactivas de oxigeno se presenta toxicidad para las biomoléculas como
proteinas, lipidos de membrana y al ADN (Agarwal, Saleh, y Bedaiwy, 2003). De
entre los anteriores uno de los mas importantes es el dafio al material genético, el
cual se perfila como uno de los principales causantes de embriotoxicidad y

teratogenicidad (Pérez, et al., 2018).
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Evaluacion del desarrollo embrionario

Para la evaluacion de desarrollo embrionario se deben considerar factores como la
viabilidad de los huevos y su relacion con la exposicion al agente toxico, esta se
determina mediante la concentracion letal media CLso, la CEsomalformaciones, @Si como

el indice teratogénico.

También se considera la evaluacion morfologica de los embriones para determinar
la presencia de malformaciones, retrasos o adelantos en el desarrollo. Para esta
evaluacion uno de los sistemas existentes, especificamente para el bioindicador
Danio rerio, es el desarrollado por Hermsen y colaboradores en 2011, el cual se
realizé de manera similar al utilizado para rata por Brown y Fabro en 1981 y
comprende el desarrollo normal de un embrion de pez cebra de hasta 72 hpf como
lo describen Kimmel et al. 1995. En este sistema la evaluacién morfologica se
realiza de manera semicuantitativa en cada uno los puntos finales de desarrollo
mediante la comparacion del embrién expuesto con el de referencia y ambos
reciben puntos por cada una de las caracteristicas distintivas de cada una de las
etapas; las variaciones se evaluan con una puntuacién mas baja, estas variaciones
pueden ser un cierto grado de retraso en el desarrollo, malformaciones y otros
efectos teratogénicos, los cuales también se registran por separado como presentes
o ausentes (Hermsen, Brandhof, Ven y Piersma, 2011).

Danio rerio

Las pruebas de embriotoxicidad en los peces proporcionan informacion sobre la
toxicidad que producen ciertos compuestos en un organismo completo en etapas

tempranas del desarrollo (Gasca, 2015).
Los organismos acuaticos se eligen como especie de ensayo debido a su capacidad
de filtracion, facilidad de cultivo, sensibilidad a dafio oxidativo en exposiciones

cronicas o concentraciones subletales (Islas, 2013) entre otras. La relevancia del
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empleo de peces como organismos de prueba radica en su ubicacion y funcién en
los sistemas acuaticos, ya que ademas de ocupar diferentes posiciones troficas en
los ecosistemas, al tratarse de organismos vertebrados, son normalmente
considerados como buenos representantes de organismos de mayor complejidad
(Ledn, 2015).

El pez cebra, Danio rerio, es un ciprinido tropical dulceacuicola (Rivera, 2006) es
nativo del sureste asiatico (Quintero, 2017). Los organismos de esta especie tienen
las siguientes caracteristicas: tamafo pequeno (4 - 6 cm de longitud y 2 - 3 g de
peso), presentan un color de fondo dorado o plateado, con cinco bandas
longitudinales que comienzan detras del opérculo y llegan hasta el extremo de la
aleta caudal, es a esta la caracteristica a la que se debe su nombre (pez cebra), la
aleta anal también esta rayada, no asi la dorsal, su vida media oscila entre los 2 o
3 afios (Ayala, 2014). Presentan dimorfismo sexual, siendo la hembra mas robusta
que el macho, con el vientre mas voluminoso y de color plateado (Fig. 1.), cuando
la hembra esta cargada de ovocitos se hacen mas evidentes estas diferencias
fenotipicas; el macho es mas estilizado y su vientre presenta una tonalidad mas
amarillenta (Wixon, 2000). La madurez sexual se alcanza hacia el tercer mes de

vida. Una sola hembra puede poner hasta 200 huevos por semana (Alvarez, 2011).

Figura 1. Dimorfismo sexual de Danio rerio (Pefa, 2008)

Bioindicador

Este organismo ha sido considerado como un sistema biologico de alerta temprana
para la deteccién de contaminantes en el agua, ya que al ser una especie poco
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exigente puede mantenerse facilmente en laboratorio, sin embargo, reacciona
rapidamente a la presencia de contaminantes en el medio (Quintero, 2017). El pez
cebra tiene varias ventajas para el estudio de la biologia del desarrollo, entre ellas
se encuentran: la conservacion de los genes del desarrollo a través de los
vertebrados (Kimmel et al.,, 1995), pequefio tamafo (lo que permite mantener
grandes cantidades de animales en un area relativamente pequefia), fertilizacion
externa, embriones transparentes (lo que permite la visualizacion directa del
desarrollo), la facilidad con la que se pueden administrar farmacos y productos
quimicos solubles en agua porque la membrana del huevo es semipermeable,
elevada tasa reproductiva (alrededor de 100 huevos por hembra en cada ciclo de
ovoposicidn), ciclo de vida corto, desarrollo embrionario fuera del utero (Solis, 2013),
embriogénesis corta (72 h), asi como que su ovoposicion puede ser inducida (Pefa,
2008). Ademas, este organismo comparte muchos genes con el ser humano
(Quintero, 2017); pese a las evidentes diferencias morfologicas y fisiologicas,
muchos genes y sus funciones se han conservado a lo largo de la evolucion, la

similitud genética del pez cebra con los humanos es mayor del 85 % (Ayala, 2014).

Este modelo animal fue propuesto para la realizacion de estudios experimentales
en embriologia por primera vez en 1930°s por Oppenheimer, pero fue hasta la
década de 1950 que se realizaron los primeros trabajos, aunque se volvio popular
hasta 1996, al publicarse un estudio de mutaciones que afectan el desarrollo
embrionario de Danio rerio, el cual le otorgd a Nusslein-Volhard el Premio Nobel en
el mismo afno (Ayala, 2014). En cuanto a estudios toxicologicos se tiene el primer
antecedente con Dietrich en 1998, fue usado como bioindicador para evaluar el
dafio embriotéxico y teratogénico en el corazén inducido por muestras de agua; otro
estudio fue realizado por Nagel, en 2002, se realizaron pruebas de embriotoxicidad
para evaluar el efecto letal, subletal y teratogénico de 34 compuestos (Pefia, 2008).
Aunado a estos antecedentes la directiva de la Unién Europea, en 2010, incorporé
en su Anexo | al pez cebra en el listado de animales empleados en procedimientos
experimentales (Ayala, 2014).
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Mantenimiento en laboratorio

los organismos adultos se mantienen en aguas en calma, ya que asi las prefieren,
ligeramente alcalinas (pH= 8.0) y su temperatura optima esta en un rango desde los
27°C a los 29°C (Ayala, 2014), y deben mantenerse a temperatura constante, ya
que las variaciones en la temperatura (incluso ligeras) pueden provocar diferencias

en el potencial reproductivo de los organismos (Pefa, 2008).

En el caso de los embriones se ha reportado la importancia de la temperatura en la
incubacion de los embriones de Danio rerio, debido a que las fluctuaciones de esta
variable pueden ocasionar cambios en el desarrollo embrionario; en el estudio de
Pefia en 2008 se establecié como temperatura minima 25°C y como maxima 33°C,
siendo la éptima 27 °C. La incubacion a una temperatura mayor a 33°C puede
provocar anormalidades en los embriones, ademas la incubacién a diferentes
intervalos de temperatura puede producir diferencias en las distintas fases del
desarrollo, asi como modificar el tiempo de embriogénesis (Pefia, 2008). Ademas,
la temperatura tiene un papel importante en la disolucién, absorcion vy
bioconcentracion de algunas sustancias, aumentando su potencial téxico (Pefa,
2008).

Desarrollo embrionario de Danio rerio

El desarrollo embrionario del pez cebra ocurre en un periodo de 72 horas; desde la
fecundacion hasta la eclosion de una larva. En 1995, Kimmell y colaboradores
describieron detalladamente este proceso Tabla 1. Los siete periodos del desarrollo
corresponden a una serie de procesos de division, migracion y sefializacion celular,
que son comunes en los vertebrados (Solis, 2013). Durante las etapas de 9, 24, 48
y 72 hpf (horas post fertilizacidn) es posible observar cambios morfolégicos, que
permiten hacer el seguimiento del desarrollo embrionario (Kimmel, Ballard, Kimmel,

Ullmann y Schilling, 1995). Este ultimo es muy rapido, en las primeras 24 horas
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después de la fertilizacion la mayoria de los 6rganos estan desarrollados y en
menos de 96 horas eclosiona y reabsorben el vitelo (Alvarez, 2011).

El desarrollo embrionario comienza inmediatamente después de la fecundacion,
que es cuando comienza la division celular, la cual ocurre unicamente en el polo
animal de huevo —blastodisco, que es una region delgada de citoplasma libre de
vitelo-; estas divisiones son de tipo meroblastico (Fig. 2.), pues estas divisiones
celulares no dividen completamente al embrion; ademas, ya que solo la region del
blastodisco del citoplasma dara origen al embridn, se trata de una division discoidal
(Gilbert, 2000). Una vez iniciadas las divisiones suceden cada 15 minutos, las
primeras doce ocurren en forma sincronizada, estas divisiones dan origen a un
cumulo de células en el polo animal del huevo, este grupo de células constituyen el
blastodermo del huevo, estas células tienen conexion abierta entre ellas, por lo que
moléculas de tamafo moderado (17 kDa) puedan pasar de un blastomero a otro
(Kimmel y Law, 1985).

Figura 2. Division meroblastica discoidal de un embridén de pez cebra

a) Embrién en estadio de una célula donde el blastodisco (a: polo animal) se distingue en
la parte superior y el vitelio (v: polo vegetal) en la parte inferior; b) estadio de dos células;

c) cuatro células; d) ocho células; e) treinta y dos y f) sesenta y cuatro (Yafez, 2005).
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Las etapas de desarrollo embrionario consideradas en estudios de toxicologia para

Danio rerio son siete: cigoto, hendidura, blastula, gastrula, segmentacion, faringula

y eclosion, los cuales se describen a continuacion Tabla 1. (Pena, 2008):

Tabla 1. Descripcion de los periodos de desarrollo embrionario de Danio rerio (Kimmel et

al., 1995)

Periodo

Descripcién

Imagen

Cigoto

Etapa unicelular, inicia minutos
después de la fertilizacion (0
hpf)

La fecundacion produce una
reduccion instantanea del
tamafio del huevo y una
pequeia separacion entre el
corion y la membrana
plasmatica

La fertilizacion activa
movimientos citoplasmaticos
Se lleva a cabo la proliferacion
celular del polo animal en el
blastodisco, que es una regién
delgada del citoplasma libre de

vitelo

Figura 3. Primer periodo del desarrollo
embrionario de Danio rerio (Kimmel et al,
1995).

A) cigoto inmediatamente después de la
fecundacion; B) cigoto con el polo animal
en la parte superior, aproximadamente 10

minutos después de la fertilizacion, el
citoplasma

22




Hendedura

Después de la primera division,
las células, o blastomeros, se
dividen a intervalos de
aproximadamente 15 minutos
Las seis divisiones que
comprenden este periodo
frecuentemente ocurren en
orientaciones regulares

Inicia cuando las células se
encuentran formando una
béveda (domo) en el polo
animal de huevo

Se da desde las 2 hpf hasta el
estadio escudo a las 5 hpf

Por primera vez, algunas de las
células se separan por
completo de las demas, estas
células son los cuatro
blastémeros centrales, el
cuarteto que esta
completamente rodeado por
otras 12 células, las cuales son
los llamados blastémeros
marginales y permanecen
conectados a la célula del
vitelio por puentes
citoplasmaticos

Las hendiduras se dividen por
completo la mayoria o la
totalidad de los blastémeros no
marginales, pero parten de
manera incompleta los

marginales

Figura 4. Segundo periodo del desarrollo
embrionario de Danio rerio (Kimmel et al,
1995).

A) Inicia el periodo de hendedura (3/4 hpf);
B) Termina periodo (2 hpf).
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Blastula

El blastodisco comienza a
parecer un circulo

El embrion entra en transicion
formando la capa sincitial del
vitelio y comienza la epibolia, la
cual continta durante el
periodo de gastrulacion

La orientacién de los planos de
escision es indeterminada y
estd menos organizados que
durante el periodo de escision
El blastodisco se ve
ligeramente elipsoidal

La epibolia comienza a fines de
la blastula y es el
adelgazamiento y la
propagacion tanto del vitelio
como del blastodisco

El blastodisco se adelgaza
considerablemente, cambiando
de un monticulo de células
apiladas a una multicapa de
células en forma de copa de
espesor casi uniforme

La célula del vitelio cambia de
forma, la superficie interna se
abulta hacia el polo animal,
este cambio de forma es el
signo mas claro de que esta
comenzando la epibolia y sirve
para aumentar el area de
contacto con la superficie
interna del blastodisco (etapa

de domo)

Figura 5. Tercer periodo del desarrollo
embrionario de Danio rerio (Kimmel et al,
1995).

A) Embrién a las 2.5 hpf, iniciando el
periodo de blastula; B) A las 3.5 hpf,
comenzando etapa de domo; C) Estadio
de domo, 4.3 hpf, comienza epibolia; D)
Epibolia al 30%, 4.7 hpf.
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Gastrula

La epibolia contintia y se
producen los movimientos
morfogenéticos celulares de
involucion, convergencia y
extension, produciendo las
capas germinales primarias y el
eje embrionario

El comienzo de la involucion
define el inicio de la
gastrulacion, esto ocurre al
50% de epibolia - Los
movimientos de convergencia
producen una acumulacién
local de células en una posicion
a lo largo del anillo germinal, el
llamado escudo embrionario
Durante estos eventos, la
epibolia se detiene
temporalmente, pero después
de que se forma el escudo, la
epibolia continda; el margen del
blastodermo avanza alrededor
de la célula del vitelio para
cubrirla por completo

Las células que permanecen
en el epiblasto cuando finaliza
la gastrulacién corresponden al
ectodermo definitivo y daran
lugar a tejidos como la
epidermis, el sistema nervioso
central, la cresta neural y las
placodas sensoriales

El hipoblasto da lugar a
derivados atribuidos
clasicamente tanto al
mesodermo como al

endodermo

2
3

F)

\

Figura 6. Cuarto periodo del desarrollo
embrionario de Danio rerio (Kimmel et al,
1995).

A) Inicia gastrulacion (5 hpf); B) Los
movimientos de convergencia producen
una acumulacion local de células en una
posicion a lo largo del anillo germinal, el

llamado escudo embrionario; C) - F) El
margen del blastodermo avanza alrededor
de la célula del vitelio.
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En el momento en que
comienza la involucion, se
producen otros movimientos y
reordenamientos tanto en el
epiblasto como en el hipoblasto
Durante la convergencia, las
células fluyen desde todos los
sectores del blastodermo hacia
el lado dorsal
Las intercalaciones vuelven a
empacar las células en ambas
capas, son mediolaterales;
efectiian extension
convergente, un
estrechamiento y alargamiento
del eje embrionario primario
Alrededor de la mitad de la
gastrulacion, el hipoblasto axial
se diferencia claramente del
hipoblasto paraxial; paraxial
anterior genera musculos para
mover los 0jos, las mandibulas
y las branquias; gran parte del
hipoblasto paraxial esta
presente como la placa
segmentaria que forma somitas
El epiblasto dorsal comienza a
engrosarse abruptamente
cerca del final de la
gastrulacion, el primer signo
morfoldgico de desarrollo del
sistema nervioso central, la
placa neural
Definimos el periodo de
gastrula como el final cuando la
epibolia esta completa y se ha

formado el botén de la cola
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Segmentacion

La epibolia contintia y, ademas,
se producen los movimientos
morfogenéticos celulares de
involucion, convergencia y
extension, produciendo las
capas germinales primarias y el
eje embrionario

El comienzo de la involucion
define el inicio de la
gastrulacion y esto ocurre al
50% de epibolia, como
consecuencia aparece una
regién marginal engrosada
denominada anillo germinal
Los movimientos de
convergencia producen una
acumulacion local de células en
una posicion a lo largo del
anillo germinal, el llamado
escudo embrionario

Durante estos eventos, la
epibolia se detiene
temporalmente, pero después
de que se forma el escudo, la
epibolia continua; el margen del
blastodermo avanza alrededor
de la célula del vitelio para
cubrirla por completo

La involucion produce el anillo
germinal al doblar el
blastodermo sobre si mismo.
Dentro del anillo germinal hay
dos capas germinales: la
superior, el epiblasto, continua
alimentando las células hacia la
inferior, el hipoblasto, durante

la gastrulacién.

Sl

Figura 7. Quinto periodo del desarrollo
embrionario de Danio rerio (Kimmel et al,
1995).

A) etapa de dos somitas; B) etapa de
cuatro somitas, el primordio 6ptico
comienza a mostrarse; C) ocho somitas, el
primordio Optico tiene un pliegue horizontal

prominente; D) etapa de trece somitas, la
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Se desarrollan las somitas

Se hacen visibles principios de
los 6rganos primarios

El brote de la cola se vuelve
mas prominente y el embrion
se alarga

Las primeras células se
diferencian morfolégicamente y
aparecen los primeros
movimientos del cuerpo

A medida que la cola se
extiende, la longitud total del
cuerpo del embriéon aumenta
A medida que la cola se alarga
se endereza

Las somitas aparecen
secuencialmente en el tronco y
la cola

La placa neural ya esta
regionalizada cuando comienza
el periodo de segmentacién

Al comienzo del periodo de
segmentacién, el rudimento
cerebral, aunque mas grande
que el de la médula espinal,
parece uniforme a lo largo de
su longitud

célula del vitelio comienza a parecerse a
un frijol: E) etapa de quince somitas; F)
diecisiete somitas, la extension del vitelio
esta claramente delimitada de la parte
circular de este a medida que la cola se
endereza; G) veinte somitas; H) veinticinco

somitas.
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Faringula

-El embrién es una criatura
organizada bilateralmente, que
ingresa al periodo de la faringula
con un notocordio bien desarrollado
y un conjunto de somitas recién
completado

-El nombre del periodo centra la
atencioén en los primordios de los
arcos faringeos, presentes, dificiles
de distinguir individualmente en las
primeras etapas

- Los arcos faringeos se
desarrollan rapidamente, siete
arcos faringeos en total se
desarrollan

- Las células de la glandula de
eclosién son destacadas de la
regién pericardica durante todo el
periodo de la faringula

- Durante las primeras horas del
periodo faringeo, el embrién
continua el alargamiento rapido que
comenzé a las 15 h, pero luego la
tasa de alargamiento disminuye
abruptamente

- La cabeza se endereza, se
levanta dorsalmente hacia arriba
con bastante rapidez

- La morfogénesis que acompafia
al enderezado de la cabeza acorta
drasticamente la cabeza

- Las aletas comienzan a formarse
- Las células pigmentarias se
diferencian, los melanéforos
comienzan a organizarse en un

patrén caracteristico que incluye un

A)

B)
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conjunto bien definido de rayas
longitudinales del cuerpo

- El sistema circulatorio se forma, el
corazdén comienza a latir justo al
comienzo del periodo y forma
camaras bien delineadas, la sangre
comienza a circular a través de un
conjunto cerrado de canales

- Hay un marcado desarrollo del
comportamiento, las flexiones que
ocurrieron en miotomas
descoordinados durante el periodo
de segmentacién tardia se
convierten en episodios de

natacion ritmica

- -

Figura 8. Sexto periodo del desarrollo
embrionario de Danio rerio (Kimmel et al,
1995).

A) El cerebro esta prominentemente
esculpido, la melanogénesis ha
comenzado; B) Los melandforos se
extienden desde el nivel del cerebro
posterior hasta aproximadamente la mitad
del vitelio; C) células pigmentarias estan
presentes a lo largo del eje dorsal a la
extension del vitelio; D) El pigmento se
extiende casi hasta el final de la cola; E) -
F) El pigmento ahora se extiende por todo
el embrién, las rayas del cuerpo del

pigmento dorsal y ventral se rellenan.
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Eclosion

A partir de las 48 hpf hasta el
estadio larval temprano

Se caracteriza por la eclosion
los individuos eclosionan
esporadicamente durante el
tercer dia completo de
desarrollo, aunque no
eclosione el embrién su
desarrollo progresa hora a hora
Generalmente los individuos
que han eclosionado
espontaneamente no estan
mas avanzados en el desarrollo
que los que permanecen en
sus coriones

El embrién continua creciendo
aproximadamente al mismo
ritmo que antes

La morfogénesis de muchos de
los rudimentos de los érganos
ahora es bastante completa y
se ralentiza considerablemente,
con algunas excepciones
notables que incluyen el
intestino y sus 6rganos
asociados

El ojo toma forma de ojo de pez
(bordes brillosos y se pierde la
completa pigmentacién de
estos)

Las aletas pélvicas y pectorales
inician su desarrollo

La mandibula mueve la
posicion de la boca hacia

adelante
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Figura 9. Séptimo periodo del desarrollo
embrionario de Danio rerio (Kimmel et al,
1995).

A) Inicia etapa de eclosion, la cabeza aun
esta curvada; B) La cabeza comienza a
enderezarse, disminuye el vitelio y los ojos
comienzan a perder pigmentacion; C)
Comienza a formarse la boca, la
mandibula esta ligeramente desplazada
hacia adelante; D) Se han formado las
aletas pectorales, los bordes de los ojos
han perdido pigmentacion y son mas
brillantes .
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Antecedentes

Efluentes hospitalarios en el mundo

La composicion de los efluentes hospitalarios es muy variada no solamente entre
las especialidades de cada clinica, sino también entre los centros de tratamiento y
por supuesto también en las diferentes zonas geograficas y los paises donde se
realice el monitoreo de los mismos; sin embargo, es importante tomar en cuenta
todos los estudios para reunir esfuerzos con el fin de presentar propuestas para
priorizar en la eliminacién de compuestos basandose en la presencia a nivel mundial
y los efectos adversos que pueden causar en los organismos y en el medio (Castro
et al., 2015).

Oliviera et al. en 2017 registraron la presencia de farmacos de 12 categorias en tres
regiones alrededor del mundo (Asia, Europa y Norte América) en un rango que va
desde los 78ug/L hasta los 5000ug/L. Debido a que en este estudio se pone especial
énfasis en la deteccion de farmacos en el efluente hospitalario de la planta de
tratamiento del Hospital Angeles, se deben considerar las investigaciones previas
en las que se han detectado farmacos en efluentes hospitalarios alrededor del

mundo, algunas de las cuales son:

En Espafa se han reportado farmacos como: amoxicilina, acido acetil-salicilico,
enalaprilo, algunos beta bloqueantes, metronidazol, ranitidina, codeina,
trimetoprima, atenolol, eritromicina, paroxetina, propranolol, carbamazepina,
fluoxentina, ketorolaco, paracetamol, ibuprofeno, diclofenaco, acido mefenamico e

indometacina en efluente hospitalario (Ledn, 2015; Daouk et al., 2015).

Por otro lado, en Noruega se han encontrado paracetamol, metoprolol, diclofenaco,
ibuprofeno, 17-beta-estradiol, estriol, estrona, trimetoprima, ciprofloxacina,
sulfametoxazol y tetraciclina como farmacos en efluente hospitalario igualmente
(Leon, 2015).
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En Francia se han detectado farmacos como: antifungicos (clotrimazol),
antipsicoticos (sulpirida, clorpromazina), hormonas (17alfa-etinilestradiol, 17-beta-
estradiol, estrona, progesterona), antibiéticos (ampicilina, norfloxacina, ofloxacina,
tetraciclinas, fluoroquinolonas), anticancerigenos (5-fluorouracilo), antiinflamatorios
no esteroideos (diclofenaco, acido acetilsalicilico, paracetamol, naproxeno,
ibuprofeno), beta bloqueantes (propanolol y atenolol) barbituricos (fenobarbital),
banzodiazepinas (lorazepam), antiepilépticos (carbamacepina), antihistaminicos
(ranitidina, loratadina), entre otros (Orias y Perrodin 2014).

En Portugal se han reportado farmacos como analgésicos y antiinflamatorios
(ketoprofeno, naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco, oxicodona, paracetamol),
reguladores de lipidos (bezafibrato, gemfibrozil), psiquiatricos (carbamazepina,
fluoxetina, norfluoxetine, paroxetina, diazepam, lorazepam, alprazolam),
antihistaminicos (loratadina, desloratadina, ranitidina), beta-bloqueadores (atenolol,
propranolol, metoprolol), diuréticos (furosemida, torasemida), antidiabéticos
(metformina, glibenclamida), antihipertensivos (amlodipina, losartan, irbesartan,
valsartan), agente antiplaquetario (lopidogrel), [-agonista (salbutamol),
anticoagulante (warfarin), agente de contraste para rayos X (iopromide),
antihelminticos (albendazol, tiabendazol, levamisol), glucocorticoide
(dexametasona), antibidticos (macrélidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas),
bloqueadores de canales de calcio (diltiazem, verapamil, norverapamil) (Santos et
al., 2013).

Continuando con paises Europeos en ltalia se han reportado los siguientes grupos
de farmacos: antiinflamatorios no esteroideos (paracetamol, diclofenaco,
ibuprofeno, naproxeno), antibidticos (tetraciclinas, fluoroquinolonas, macrdlidos,
sulfamidas), anti-diabéticos (glibenclamida), anti-hipertensivos, barbituricos, beta-
agonistas, beta-bloqueadores, diuréticos (furosemida), reguladores de lipidos,
psiquiatricos, antagonistas de los receptores y antineoplasicos (tamoxifeno)
(Verlicchi, Al Aukidy, Galletti, Petrovic, y Barcelo, 2012).
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En efluentes de Estados Unidos fueron encontrados analgésicos (paracetamol,
codeina, lidocaina y morfina), antibidticos (claritromicina, eritromicina,
sulfametoxazol y trimetoprima), antiepilépticos (carbamazepina, gabapentina,
lamotrigina, fenobarbital), antihistaminicos (loratadina), antiinflamatorios no
esteroideos (ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno), antitrombotico (acido
copidogrel carboxilico), bloqueador de los canales de calcio (diltiazem),
desinfectante (triclosan), diurético (furosemida), agentes modificadores de los
lipidos (atorvastatina, gemfibrozilo), farmaco para enfermedad obstructiva de las
vias respiratorias (clenbuterol), psicoanalépticos (cafeina, fluoxetina y sertralina),
psicolépticos (alprazolam y diazepam), antagonista del receptor (ranitidina) y R-
bloqueantes (metoprolol y propanolol) (Oliveira et al., 2015).

Efluentes hospitalarios en México

En México los efluentes hospitalarios llegan a alcanzar concentraciones de
farmacos en un rango de 0.018 hasta los 4.01 ug/L, entre los cuales se encuentran
AINE’s, antidiabéticos, R-lactamicos, R-bloqueantes y hormonas los cuales se
encuentran (Luja et al., 2019). Lo anterior es debido a las practicas de disposicion
de desechos y a que las instituciones carecen de plantas de tratamiento, (Quesada,
Jauregui, Wilhelm y Delmas, 2009) representando estos efluentes una fuente de
exposicion crénica a farmacos que se vierten en el drenaje y en las plantas de
tratamiento en el mejor de los casos, o bien directamente en aguas superficiales y
subterraneas pudiendo generar serios problemas ambientales (Barcelo, 2003).

Los siguientes casos brindan informacion acerca de los farmacos comunmente
encontrados en efluentes hospitalarios del centro del pais. En Toluca, se ha
reportado la presencia de los siguientes farmacos: glibenclamida, metformina,
atenolol, metoprolol, penicillina-G, penicillina-V, 17-beta-estradiol, diclofenaco,
ibuprofeno, naproxeno y paracetamol (Pérez et al., 2001). En efluentes hospitalarios

de la Ciudad de México se han encontrado los siguientes farmacos: paracetamol,
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acido acetil-salicilico, naproxeno, diclofenaco, ibuprofeno, trimetoprima, ofloxacino,
ciprofloxacino, sulfametoxazol, carbamazepina, bisfenol A, beta-estradiol y triclosan

(Calderdn, Meraz, y Tomasini, 2019).

Estudios toxicolégicos

Los primeros estudios toxicoldgicos con D. rerio se tienen en 1998 con Dietrich,
donde se us6 como bioindicador para evaluar el dafio embriotoxico y teratogénico;
asi como el dafio en el corazén inducido por muestras de agua. Nagel en 2002
realizd pruebas de embriotoxicidad para evaluar el efecto letal, subletal y
teratogénico de 34 compuestos, en ese estudio se expusieron embriones de pez
cebra durante todo su desarrollo embrionario a diferentes concentraciones de
distintos compuestos, encontré que a las 48 horas presentaban ya algun dafio como
anormalidades en el corazon, ojos, cabeza, aleta caudal, pigmentacion y circulacion

sanguinea.

En 2013 se realizaron estudios también en aguas residuales de tipo industrial, las
cuales se vierten el rio Atoyac, que esta ubicado en la zona industrial Puebla-
Tlaxcala, en México. Las muestras causaron algun tipo de malformacion en todas
las diluciones (0.2, 1.0, 2.0, 4.0 y 10.0 %) entre las 24-72 hpf, registrando algunos
embriones mas de cinco malformaciones en un mismo organismo (Solis, 2013). Los
valores de la CLs, fueron desde 0.62 hasta 11.31 de porcentaje de la muestra

dependiendo del sitio de recoleccion de la misma (Solis, 2013).

En un estudio de 2015 en Cuenca, Ecuador, se realizé la caracterizacion del agua
residual de un Hospital de esa misma ciudad, en ese pais si existe una normatividad
para este tipo de residuos. Con las muestras obtenidas del efluente se realizaron
ensayos toxicoldgicos con organismos acuaticos, presentando Daphnia magna una
CLso de entre 11 a 15.99 (% dilucidén de la muestra) y Danio rerio con una CLsg de
60.67 a 83.48 (% dilucion de la muestra) (Leon, 2015).
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En México se han realizado estudios con organismos acuaticos de embriotoxicidad
y teratogenicidad como consecuencia de la exposicion a efluente hospitalario. En
2018 Pérez-Alvarez reporté que efluente hospitalario de Toluca, México presentd
un indice teratogénico de 3.8 para X. laevis y de 4.0 para L. catesbeianus, lo cual
indica que el efluente es teratogénico , ya que el resultado es >1 lo que indica que
produce efectos teratogénicos (Luja et al., 2019). en ambas especies; también en el
mismo estudio se presentd una inhibicion en el crecimiento, asi como diversas
malformaciones como microcefalia, edema facial y pericardico, malformaciones de
ojo, cola y aleta (Pérez et al., 2001). Luja-Mondragon en 2019 reporto
embrioletalidad (5.65%) y efectos teratogénicos (3.85%) en Cyprinus carpio debido
a la exposicion a diferentes proporciones de efluente hospitalario de la clinica 221
del IMSS en Toluca, Estado de México (Luja et al., 2019).

En cuanto a estudios relacionados con efectos letales y teratogénicos en Danio rerio
con algunos de los farmacos analizados en este trabajo se tienen los siguientes. Un
estudio de Horie et al. en 2018, en el que se expusieron embriones de Danio rerio
a diclofenaco sddico (0.4-7.0mg/L), reporta la presencia de edema pericardico,
curvatura corporal y letalidad de los mismos organismos la semana siguiente a la
eclosién. Embriones de Danio rerio incubados con dexametasona presentaron
eclosion tardia y actividad de natacion deteriorada, asi como retraso del desarrollo
(Wilson et al 2013). En el caso de farmacos AINE's ibuprofeno y el paracetamol han
reportado una CEsp de 18.01 mg/L y de 1824.74 mg/L respectivamente (Lomba, et
al., 2019). La presencia de cortisol (hidrocortisona) en el medio es capaz causar
deformidades cardiacas, como edema pericardico y camaras malformadas, asi
como disminucion del latido cardiaco en etapas tempranas del desarrollo en Danio
rerio (Nesan y Vijayan, 2012). Se ha reportado al naproxeno como inhibidor de la
eclosion, causante de frecuencia cardiaca baja y de anomalias morfologicas, asi
como edema pericardico (Li et al, 2016). El diclofenaco se reporté por Zhang et al.
en 2019 como inhibidor de las contracciones musculares espontaneas y también

como capaz disminuir la tasa de eclosién.
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Justificacion

Los hospitales consumen una gran cantidad de agua, en consecuencia también
generan grandes cantidades de aguas residuales, las cuales contienen una gran
variedad de contaminantes que usualmente no son eliminados en su totalidad en la
plantas tratadoras de agua, por lo que se introducen a los ambientes acuaticos. Una
vez en el ambiente, los compuestos, en interaccidn con otros y con factores
abidticos, causan efectos negativos en los organismos como lesiones genéticas,
dafio a 6rganos, a tejidos, cambios en el comportamiento, alteraciones bioquimicas
y estrés oxidativo, si estos efectos se presentan durante el desarrollo embrionario
generan embriotoxicidad y teratogenicidad, manifestandose con la muerte de los
organismos y con malformaciones en los mismos; los cuales son de los efectos mas
evidentes ante la exposicién a sustancias toxicas. En este sentido la presencia de
malformaciones o de alteraciones fisiolégicas en embriones expuestos es un
indicador de referencia para una futura normatividad enfocada en el adecuado
tratamiento de efluentes hospitalarios. Por otro lado, Danio rerio como modelo
animal ha tomado fuerza en la determinacion de sustancias con potencial
embriotdxico y teratogénico, principalmente porque estas sustancias afectan etapas
del desarrollo comunes en todos los vertebrados. Es por todo lo anterior que, en
nuestro pais, se requiere de estudios que lleven a la creacion de una legislacion
para el tratamiento adecuado de este tipo mezclas antes de ser desahogadas en el

efluente municipal o los cuerpos de agua.
Hipo6tesis o pregunta de investigacion

La exposicién al influente y efluente del Hospital Angeles causara efectos

teratogénicos y alteraciones en el desarrollo embrionario en Danio rerio.
Los organismos expuestos al agua tratada (efluente) presentaran menor mortalidad

y menor presencia de malformaciones que los expuestos al agua no tratada

(influente).
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Objetivos

General
- Evaluar la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida por el influente y efluente
de la planta de tratamiento de agua del Hospital Angeles sobre el bioindicador Danio
rerio.
Particulares
» Evaluar los efectos al desarrollo embrionario de Danio rerio producido por la
exposicion al influente y efluente hospitalario.
* Determinar el indice teratogénico (CLso/CEsp) tanto del influente como del
efluente hospitalario en Danio rerio.
* Identificar y cuantificar las malformaciones del desarrollo inducidas por

exposicion al influente y efluente hospitalario en Danio rerio.

Método

Muestras de agua

Obtencién de las muestras de influente y efluente hospitalario

El hospital en estudio se encuentra en la ciudad de Puebla, México. Es un hospital
de especialidades, cuenta con 10 quiréfanos, camas de terapia intensiva e
intermedia, area de neonatologia con cunas fisiologicas, cubiculos de terapia
intensiva neonatal, cuidados intermedios, de aislamiento, de crecimiento vy
desarrollo, area de maternidad, cuenta con 300 Médicos especialistas, 46

especialidades y subespecialidades (Hospitales Angeles, 2019).

Las muestras se obtuvieron diariamente del 11 marzo al 15 de marzo de 2019, tanto
del influente de la planta de tratamiento del hospital como del efluente de la misma.
Este procedimiento se realizé de acuerdo con lo estipulado en la norma NOM-002-
SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos permisibles de
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contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de
alcantarillado urbano y municipal. EI muestreo se realiz6 manualmente utilizando

recipientes de 500 ml cubiertos de la luz.

Caracterizacién del influente y efluente hospitalario

La determinacion de los parametros del agua se llevé a cabo de acuerdo a las
normas correspondientes: La Demanda Bioquimica de Oxigeno de acuerdo a la
NMX-AA-028-SCFI-2001; la Demanda Quimica de Oxigeno con NMX-AA-030/1-
SCFI-2012; conductividad electrolitica NMX-AA-093-SCFI-2000; pH NMX-AA-008-
SCFI-2016; temperatura NMX-AA-007-SCFI-2013; plomo NMX-AA-051-SCFI1-2016;
el oxigeno disuelto se determin6 de manera directa, usando un medidor de oxigeno

disuelto en agua (oximetro).

Las concentraciones de los farmacos (dexametasona, esomeprazol, hidrocortisona,
ibuprofeno, ketorolaco, naproxeno, omeprazol, paracetamol, ranitidina) fueron
determinadas mediante LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de masas), el cromatografo fue un equipo Waters, Mildford, MA; la
columna usada fue Acquity UPLC BEH C18 (2.1 X 100 mm, 1.7 um) y el
espectrometro de masas fue Quattro Premier XE triple cuadrupolo equipado con

ionizacion por electropulverizacion.

Después de la caracterizacion de las muestras, estas fueron transportadas al
laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma
del Estado de México, donde fueron almacenadas desde marzo de 2019 a
temperatura ambiente y protegidas de la luz hasta el mes de julio de 2019, cuando
se realizo el ensayo toxicoldgico.
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Estudio de embriotoxicidad y teratogenicidad

Este estudio esta basado en la Guia de la OCDE para la prueba de productos

quimicos 236: Prueba de toxicidad aguda en embriones de pez.

Mantenimiento de los progenitores

Para la produccion de huevos se utilizaron peces reproductores de tipo salvaje, los
cuales fueron adquiridos comercialmente, se seleccionaron aquellos con madurez

sexual, de entre 4 y 5 cm de longitud, libres de sintomas de infeccion y enfermedad.

En primera instancia se determinaron las condiciones necesarias para mantener a
los progenitores y asegurar la reproduccion, asi como para conocer con certeza la
tasa de fertilizacion de este grupo. Los peces reproductores se mantuvieron en
acuarios con una capacidad de carga recomendada de 1L de agua por pez,
separados machos de hembras, con un fotoperiodo natural y a una temperatura de
27°C. Se alimentaron con alimento en hojuelas comercial hasta una semana antes
del desove, cuando se cambid este alimento por Artemia sp., la cual es una dieta
rica en proteinas, carbohidratos, lipidos y fibra, por lo que favorece la produccion de
ovocitos. Se realizo limpieza y recambio de agua del acuario cada tres dias (OECD,
2013).

Produccidén de ovocitos y fecundacion

Los huevos de pez cebra se produjeron en tanques de desove individuales, en los
cuales se colocaron los grupos de desove: hembras y machos (previamente
sexados y aislados) en una proporcién de 5: 3 respectivamente. El tanque de
desove se coloco unas horas antes del inicio de la oscuridad el dia anterior a la
prueba (a las 17 horas del dia), cada uno con 10L agua corriente con sales marinas
(en la proporcion indicada por el fabricante) y anticloro, con un termostato a
temperatura de 27°C; se usaron tres tanques de desove para realizar el ensayo.
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Para poder recolectar los huevos fertilizados y evitar la depredacion de los mismos
por parte de los adultos se formo6 una barrera entre los organismos progenitores y
los huevos, esta barrera consistio en formar trampas con cajas de malla de 0.5 cm

de poro dentro de los tanques.

El apareamiento, el desove y la fertilizacion tienen lugar dentro de los 30 minutos
posteriores al inicio de la luz y las trampas de desove se eliminaron cuidadosamente
para recolectar los huevos por medio de succién, después se enjuagaron con
solucion fisiologica después de la recoleccion (OECD, 2013). En seguida fueron
observados en un microscopio estereoscopico a 4X y se separaron los viables de
los no viables, los cuales se desecharon, se usaron unicamente como viables
aquellos embriones que estaban fertilizados y no coagulados tal como se pueden
diferenciar en la Fig.10. Para evitar el sesgo genético, los huevos se recolectaron
de los tres grupos de reproduccidn, fueron mezclados y seleccionados al azar
(OECD, 2013).

Figura 10. Viabilidad de embrién de Danio rerio.

a) Embrion viable de Danio rerio y b) embrion no viable (Pefia, 2008).

Estandarizacién de condiciones de mantenimiento para los embriones

Previo a la exposicion de los embriones a las diluciones del influente y efluente se
realizaron pruebas para establecer las condiciones de mantenimiento de los
embriones para garantizar su viabilidad y supervivencia. Mediante estas pruebas se
determind que la mayor supervivencia de los embriones y las larvas de Danio rerio

se presentd usando el medio preparado con sales marinas en una concentracion de
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90mg por litro de agua corriente y con una gota de anticloro por litro, este medio
estaba previamente aireado durante 48 horas anteriores a la colocacién de los
organismos en placas de 24 pozos de fondo plano, cada uno de los pozos
conteniendo 2ml del medio y solo un embrion. Asi como la temperatura 6ptima se

encontrd a los 27°C + 0.5°C.

Determinacién de las diluciones de exposicion

Al tratarse de muestras unicas no se tenia conocimiento de su toxicidad, por lo que
se llevaron a cabo pruebas preliminares, en las que se prepararon seis
concentraciones sin replicas, las cuales fueron las siguientes: 0.1, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0
y 5.0 %, diluidas en medio (agua corriente, 90mg/L de sales marinas y una gota de
anticloro por litro de agua) . Los embriones fueron expuestos a estas proporciones
de ambas muestras en las condiciones establecidas previamente en la
estandarizacion. De esta exposicion se obtuvo que en las proporciones de 4.0% vy
5.0% hubo una supervivencia nula, tanto en las muestras de efluente como de
influente, por lo que se reajustaron las proporciones de exposicion a las siguientes:
para influente 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.3, 3.5 %; para efluente 0.1, 0.5, 1.0,
1.5,2.0,2.3, 2.5, 3.0, 3.5 %.

Exposicion al téxico
Una vez que se identificaron los embriones viables se usaron para exponerse al
agente toxico. La prueba se inici6 a las 4 horas después de la fertilizacién, cuando

los organismos se encontraban en el estadio de domo como se muestra en la Fig.

11. y finalizé después de 96 horas de exposicion (OECD, 2013).
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Figura 11. Embriones en estadio de domo a las 4 hpf

Se usaron 60 embriones por proporcién, los cuales se colocaron en placas de 24
pozos (un embrion por pozo) para la exposicion al influente y efluente de la planta
de tratamiento del Hospital Angeles de Puebla. En cada pozo se colocaron 2ml del
medio estandarizado, para el grupo control y el medio con las respectivas
proporciones de influente y efluente para los organismos expuestos; el medio estaba
previamente aireado y no se cambio a lo largo del ensayo. Sélo se aceptaron los
datos cuando las placas control no excedieron con mas del 10% el numero de
embriones muertos (OECD, 2013).

Embrioletalidad

Determinacion de la CLsg

La CLso tanto del influente como del efluente se determiné mediante la cuantificacion
de los embriones coagulados, es decir, embriones muertos de color blanco opaco
que se observan oscuros al microscopio (Zhu et al.,, 2018) Fig. 12. y de los
embriones sin latidos de corazén, los cuales se identificaron al observar en cada
uno de los tiempos de corte (12, 24, 48, 72, y 96 hpf) todas las muestras en un
microscopio estereoscopico, los organismos considerados muertos eran aquellos
gue no presentaban movimiento ni presencia de latido de corazén. A las 96 hpf se
cuantifico el total de los embriones coagulados (son de color blanco lechoso y
aparecen oscuros bajo el microscopio) o muertos. Con los datos obtenidos se
realizo el calculo de CLso, mediante el analisis estadistico Probit en el software
SPSS, con un limite de confianza al 95%.
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Figura 12. Embrién de Danio rerio coagulado (Zhu et al., 2018).

Determinacion de la CEso de malformaciones

La concentracion efectiva media de cada una de las muestras se determind
mediante el analisis Probit igualmente, con un limite de confianza del 95%, en el
software SPSS con los datos obtenidos al observar y cuantificar la presencia de
malformaciones en cada uno de los organismos, tanto expuestos a cada una de las
proporciones del influente y efluente, como los no expuestos, el total de organismos

con malformaciones se obtuvo al final del ensayo, a las 96 hpf.

Calculo del indice teratogénico (IT)

El indice teratogénico se determin6 a través del cociente de CLsp entre
CEsomarfomaciones, €stableciendo al influente y efluente como agentes teratogénicos si
el resultado del cociente es un numero >1; de lo contrario, si arroja un numero <1,

la sustancia produce principalmente efectos letales en el embrion (Luja et al., 2019).

Evaluacion del desarrollo embrionario

La evaluacion morfologica de los embriones se realizo en los distintos tiempos de
corte alas 12, 24, 48, 72 y 96 hpf, para ello se utilizdé un microscopio estereoscopico.
Antes de observar cada uno de los organismos se agitaban los pozos de la placa
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en forma circular para reactivar el movimiento en los embriones, asi como para

posicionarlos en el centro del pozo y facilitar su observacion y la toma de fotografias.

Se revisaron cada uno de los organismos al microscopio estereoscopico a 4X, a la
par de la observacion se realizaba la evaluacion del desarrollo en cada uno de los
puntos finales de desarrollo basandonos en el estudio de Hermsen et al., 2011
(Anexo 1) y en la escala modificada por Luja et al., 2019 (Anexo 2); esta evaluacion
se realizaba en cada organismos al compararlo con el embrién de referencia, de
acuerdo con Kimmel et al., 1995; cada embrion recibioé una puntuacién por cada uno
de los factores a evaluar, los cuales son los siguientes: desarrollo de la cola,
desarrollo ocular, formacion de somitas, movimiento, latido de corazon, circulacion
sanguinea, pigmentacion cabeza-cuerpo, pigmentacion de la cola, aparicion de
aleta pectoral, protuberancia bucal y eclosion; por cada anormalidad o retraso
presentado en alguna de las caracteristicas a evaluar se resté una unidad en la

puntuacion (Hermsen et al., 2011).

Evaluacién de malformaciones y efectos teratogénico

El conteo de las malformaciones y los efectos teratogénicos se registr6 como
presentes o ausentes y se hizo a la par de la observacion y evaluacién en cada
tiempo de corte (12, 24, 48, 72, 96 hpf). Se observaron todos los organismos en
busca de cualquiera de las siguientes malformaciones reportadas en pez cebra:
edema pericardico, edema del saco vitelino, edema ocular, malformacién de la
cabeza, malformacion de otolitos, malformacion de cola, malformacién de corazén,
estructura de cuerda modificada (escoliosis) y raquisquisis (Hermsen et al., 2011)
(Anexo 3); se fotografiaron aquellas deformidades mas representativas para su
posterior descripcion. La prueba se consider6o valida, ya que el total de

malformaciones en el grupo control no supero el 10%.
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Analisis estadisticos

Para determinar si existen diferencias significativas entre los promedios del puntaje
de morfologia general en Danio rerio de Hermsen et al, 2011, de todas las
concentraciones del influente y del efluente a las que fueron expuestos los
organismos a los diferentes tiempos de desarrollo (12, 24, 48, 72 y 96 hpf), con
respecto al grupo control, se realizé un analisis estadistico de varianza unifactorial
(ANOVA), de una via. Este analisis se realizé con el programa SPSS con un nivel

de confianza del 95%.

Para comparar el numero de organismos muertos en el influente con los del efluente
y asi determinar si el tratamiento del agua disminuye el riesgo de mortalidad para
los organismos se realizoé una prueba t de student en Microsoft Excel; se realizo la
misma prueba para comparar el numero de organismos con malformaciones en

ambas muestras.

Resultados

Andlisis del influente y efluente de la planta de tratamiento del Hospital Angeles,

Puebla, México

Caracterizacion fisicoquimica del influente y efluente

En la Tabla 2. y en la Tabla 3. se muestran los resultados obtenidos de los
parametros fisicoquimicos analizados en el influente y efluente de la planta de
tratamiento, respectivamente, las normas en las que esta basada la metodologia
para medir cada uno de los parametros y el limite maximo permisible de acuerdo a
la NOM-002-SEMARNAT-1996, la cual establece los limites maximos permisibles
de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de

alcantarillado urbano o municipal.
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del influente de la planta de tratamiento

Caracteristica Resultado Limite permisible segun la
NOM-002-SEMARNAT-1996
DQO 892.80 mg/L 200mg/L
DBO 442.86 mg/L 150 mg/L
Conductividad eléctrica 2099.20 pS/cm No aplica
pH 8 5.5-10
Temperatura 24°C 40°C
Plomo <0.180 mg/L 1.5 mg/L
Oxigeno disuelto 6.50 mg/L No aplica

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica del efluente de la planta de tratamiento

Caracteristica

Resultado

Limite permisible segun la
NOM-002-SEMARNAT-1996

DQO °<19.68 mg/L 200mg/L

DBO °< 5.67 mg/L 150 mg/L

Conductividad eléctrica 1141.2 pS/cm No aplica
pH 6.3 5.5-10
Temperatura 22°C 40°C

Plomo <180 mg/L 1.5 mg/L

Oxigeno disuelto 6.5 mg/L No aplica

%<: Menor a la cantidad minima cuantificable

En los resultados del efluente se encuentra que después del tratamiento disminuyen
efectivamente la DQO y la DBO a limites permitidos por la norma, incluso por debajo

de los limites cuantificables.
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Cuantificacién de farmacos encontrados en el influente y el efluente

En la Tabla 4. y Tabla 5. se muestran los promedios de las concentraciones de los
farmacos que fueron cuantificados en el influente y efluente respectivamente, el
promedio se realizd con cinco muestras de cada uno, las cuales se realizaron en
cinco dias, del 11 a 15 de marzo de 2019. Sin embargo, existe la posibilidad de que

se encuentren otros farmacos que no fueron cuantificados.

Tabla 4. Concentraciones promedio de farmacos presentes en el influente

Farmaco Promedio de la
concentracién (ng/L)
Dexametasona 55.03
Hidrocortisona 82.35
Paracetamol 38,740.11
Ibuprofeno 249.46
Ketorolaco 976.42
Naproxeno 6,321.42
Omeprazol 35.50
Esomeprazol 35.98
Ranitidina 17.45

En el influente se encontraron altas concentraciones de farmacos, particularmente
de los clasificados como antiinflamatorios no esteroideos. Sin embargo, los valores
no pueden compararse con limites de referencia en alguna norma, ya que no existe

una legislacion que regule presencia de farmacos en aguas de residuo en México.
En el efluente la concentracion de farmacos disminuyd con respecto al influente

para todos los farmacos, muchos incluso disminuyeron por debajo del limite de
cuantificacion del equipo, el cual es de 10 ng/L.
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Tabla 5. Concentraciones promedio de farmacos presentes en el efluente

Farmaco Promedio de la
concentracién (ng/L)
Dexametasona <10
Hidrocortisona 14.4
Paracetamol 52
Ibuprofeno <10
Ketorolaco 373.8
Naproxeno <10
Omeprazol 12.6
Esomeprazol 12.6
Ranitidina <10

Estudio toxicolégico

Datos de embrioletalidad y teratogenicidad

En la Tabla 6. y la Tabla 7. se muestran el numero de organismos muertos, el
numero de malformados, los datos de porcentajes de mortalidad y los porcentajes
de malformaciones que se presentaron a las diferentes proporciones del influente y
efluente respectivamente. Estos datos se emplearon para calcular la ClLsg y la
CEsomalformaciones para ambas muestras, mediante el analisis Probit con intervalos de
confianza del 95%. La CLso para el influente fue de 1.466%, mientras que para el
efluente fue de 2.484%; en cuanto a la CEsomaiformaciones €l resultado fue de 3.468%
para el influente y de 6.096% para el efluente. La prueba t de student se realiz6 para
comparar la mortalidad presentada en los organismos expuestos al influente con la
presentada en el efluente, la prueba arrojo un valor de p de 0.041, es decir p<0.05,
lo cual indica que existe diferencia significativa entre el numero de organismos

muertos en todas las concentraciones del influente y del efluente. Para el caso de
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la comparacion entre el numero de organismos malformados presentes en las

muestras del influente con los del efluente, la prueba t de student arrojé un valor de

p de 0.278, el cual es mayor a 0.05, por lo tanto, en este caso no existe una

diferencia significativa entre el valor de la CE50 del influente con la del efluente.

A partir de los valores de la CL50 y la CE50 se obtuvo el indice teratogénico (IT)

tanto para el influente como para el efluente. El IT del influente fue de 0.423, por lo

que para este estudio se consideré como agente no teratogénico; para el efluente

fue 0.407, es decir, también se considera no teratogénico.

Tabla 6. Datos embrioletalidad y teratogenia del influente

Proporcién NuUmero de NuUmero de Mortalidad Numero de Malformados

del influente embriones organismos (%) embriones (%)
(%) expuestos muertos malformados

0 60 0 0 0 0

0.1 60 17 28.33 0 0
0.5 60 19 31.67 4 6.67
1.0 60 24 40.00 14 26.67
1.5 60 25 41.67 16 35.00
2.0 60 27 45.00 19 36.67
25 60 33 55.00 20 40.00
3.0 60 33 55.00 22 45.00
3.3 60 36 60.00 24 50.00
3.5 60 51 85.00 9 43.33
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Tabla 7. Datos embrioletalidad y teratogenia del efluente

Proporcién NuUmero de NuUmero de Mortalidad Numero de Malformados

del efluente embriones organismos (%) embriones (%)
(%) expuestos muertos malformados

0 60 0 0 0 0

0.1 60 14 28.33 7 0
0.5 60 17 31.67 10 6.67
1.0 60 19 40.00 10 26.67
1.5 60 25 41.67 14 35.00
2.0 60 26 45.00 18 36.67
23 60 29 55.00 22 40.00
25 60 32 55.00 22 45.00
3.0 60 34 60.00 22 50.00
3.5 60 36 85.00 24 43.33

En las Fig. 13. y Fig. 14. se muestran los datos de los embriones expuestos a las
diferentes proporciones del influente y efluente respectivamente, se muestra el
numero de organismos que fueron normales, es decir, aquellos que presentaron un
desarrollo normal con respecto a la descripcion de Kimmel et al., en 1995 y que no
presentaron malformaciones durante el desarrollo; también se muestran los que si
presentaron alguna alteracion teratogénica y los que murieron. En el grupo control,
el desarrollo de los embriones permanecié normal hasta 96 hpf y no hubo
organismos muertos ni con malformaciones. Los resultados muestran una alta tasa
de mortalidad para ambas muestras incluso a concentraciones bajas, asi como un
alto porcentaje de organismos malformados tanto en el influente como en el
efluente, a pesar de que el tratamiento del agua mostro ser efectivo en la reduccion

de farmacos encontrados.
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Efecto del influente de la PTAR
sobre embriones expestos
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Figura 13. Embriones expuestos a diferentes concentraciones del influente.
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Figura 14. Embriones expuestos a diferentes concentraciones del efluente.

3.5

53



Principales alteraciones teratogénicas y frecuencia de las mismas por exposicién al efluente

hospitalario

En la Fig. 15., se muestran las alteraciones teratogénicas observadas en los
embriones Danio rerio expuestos a diferentes proporciones del influente; como se
puede observar, las mas frecuentes fueron: eclosion prematura, no eclosion o
retraso de esta, deformacion de columna, deformacion de cola, edema pericardico,
malformacion de saco e hipopigmentacion; aunque sin duda las mas frecuentes
fueron las relacionadas con el proceso de eclosion, lo cual concuerda con estudios
anteriores donde se reporta que este es un proceso muy susceptible al dafo

teratogeénico.

Malformaciones teratogénicas inducidas por la exposicion de los embriones de
Danio rerio a diferentes proporciones del influente de la PTAR

Desarrollo anormal de la cabeza HE
Sinojo 1
Hiperplasia bucal
Hemorragia
Deformacién de corion &
Eclosiéon prematura s [ ]
Sin aleta pectoral FEEE
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Deformacion de la corda I I
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Hipopigmentacion I
No eclosién |
Edema pericardico I
Deformacion del saco vitelino I
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Figura 15. Frecuencia de malformaciones presentadas por la exposicion al influente
Por otro lado, en la Fig. 16., se muestran las alteraciones teratogénicas observadas

en los organismos expuestos a diferentes proporciones del efluente; donde las mas

frecuentes fueron: eclosién prematura, deformacién de cola, edema pericardico,
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deformacion del saco vitelino, deformacion de columna, no eclosion o retraso de la
misma e hipopigmentacion. A las mayores proporciones de influente, el numero de
malformaciones fue en aumento y estas se volvieron mas graves, poniendo en
riesgo la vida de los embriones. En este caso las malformaciones aumentaron a la

par de la mortalidad con el aumento de la concentracion.

Malformaciones teratogénicas inducidas por la exposicion de los embriones de
Danio rerio a diferentes proporciones del influente de la PTAR
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Figura 16. Frecuencia de malformaciones presentadas por la exposicion al efluente

En la Fig. 17., se muestran fotografias las diferentes malformaciones que
aparecieron en los embriones de Danio rerio en cada uno de los tiempos de
observacion (12, 24, 48, 72 y 96 hpf) por la exposicion a diferentes proporciones del
influente, que fueron 0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 2, 3.0, 3.3 y 3.5 %. En el grupo
control, se pueden observar organismos con desarrollo normal. Se hace evidente el
aumento de malformaciones con el aumento de la concentracion a la que estan

expuestos los embriones.

En la Fig. 18. se muestran fotografias de las malformaciones presentes a las 12,

24, 48, 72 y 96 hpf en los embriones de Danio rerio debido a la exposicion a

55



diferentes proporciones del efluente, que son 0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.3, 2.5, 3.0
y 3.5 %, también en esta muestra es evidente el aumento de malformaciones con el

aumento de la concentracion. Igualmente se comparan con el grupo control, en el

cual se pueden observar organismos con desarrollo normal.
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DN = desarrollo normal; DACA = desarrollo anormal de la cabeza; DC =
deformacion de cola; DSV = deformacion de saco vitelino; EP = edema pericardico;
DCD = deformidad de la corda; E = escoliosis; SC = sin cola; DT = desarrollo
temprano; NE = no eclosién; DAC = desarrollo anormal del cuerpo; SO = sin 0jo; L
= lordosis; RD = retraso en el desarrollo; HC = hipopigmentacion de cuerpo; SAP =
sin aleta pectoral; EPM = eclosion prematura; ESV = edema del saco vitelino; HM =
hemorragia; HO = hipopigmentacion de ojo; M = miscelaneo

Figura 17. Malformaciones presentes en embriones de D. rerio expuestos al influente.
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DN = desarrollo normal; DACA = desarrollo anormal de la cabeza; DC =
deformacion de cola; DSV = deformacién de saco vitelino; EP = edema pericardico;
DCD = deformidad de la corda; E = escoliosis; SC = sin cola; NE = no eclosion; DAC
= desarrollo anormal del cuerpo; SO = sin 0jo; L = lordosis; RD = retraso en el

desarrollo; HC = hipopigmentacién de cuerpo; SAP = sin aleta pectoral; EPM =

eclosion prematura; ESV = edema del saco vitelino; HM = hemorragia; HO
hipopigmentacion de ojo; M = miscelaneo; SPB = sin protuberancia bucal

Figura 18. Malformaciones presentes en embriones de D. rerio expuestos al efluente.

Evaluacion del desarrollo embrionario

La Fig. 19. Muestra la puntuacion promedio obtenida por los organismos en cada
una de las proporciones del influente, los cuales fueron evaluados en cada uno de
los tiempos de corte (12, 24, 48, 72 y 96 hpf), con un error estandar de 5%. En el
caso del grupo control, la puntuacién obtenida fue la mas alta de cada tiempo de
exposicion, dado que el desarrollo del embrién fue normal. Con respecto al grupo
control, como se puede observar en el analisis ANOVA (Tabla 8.), desde las 12 hpf

se encontraron diferencias significativas en los organismos expuestos a 0.5, 1.5, 2.0

68




y 3.3 %; a las 24 hpf se presento diferencia en 0.1, 0.5, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.3 y 3.5;
a partir de las 48 hpf se presenté diferencias en todas las concentraciones.

En la Tabla 8. se muestra la comparacion de los promedios de puntuacion morfolégica

general a los diferentes tiempos de desarrollo en los organismos expuestos las diferentes

concentraciones del influente de la PTAR con respecto al grupo control, mediante el analisis

de ANOVA, se resaltan con un asterisco (*) los que presentan diferencias estadisticamente

significativas con respecto a la puntuaciéon obtenida en el grupo control, con un valor de
p<0.5.

Tabla 8. Andlisis ANOVA de los promedios de puntuacion morfolégica de los organismos

expuestos a influente.

HPF/
concentracion 0.1% 0.5% 1.0% 1.5% 2.0% 2.5% 3.0% 3.3% 3.5% Control
12 | 1.53 0.87 * 1.67 1.19 * 1.17 * 1.33 1.38 0.77 * 1.44 1.93
24 | 5.37* 3.03 * 6.30 5.17 * 4.48 * 5.39 * 5.02 * 2.68 * 5.19 * 6.77
48 | 9.15* 5.20 * 10.89* 8.22* 7.28 * 8.97 * 8.58 * 4.60 * 8.75 * 11.60
72 | 9.38* 6.87 * 14.70* 9.33* 9.08 * 10.31* 9.15* 6.10 * 10.61* 15.47
96 | 9.48* 7.30 * 15.24* 992 * 9.73 * 11.08* 9.73 * 6.80 * 11.25* 16.43

Se resaltan con * los valores que muestran diferencias significativas con respecto al grupo

control, con un valor de p<0.5.
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Figura 19. Promedios de puntuacion morfolégica en embriones expuestos al influente.

En la Fig. 20. se muestran los promedios de la puntuacion obtenida por los
organismos en cada una de las proporciones del efluente, con un error estandar de
5%. También en este caso el grupo control presenté la mayor puntuacion, con
respecto a los organismos expuestos. Como se puede observar en el analisis
ANOVA (Tabla 9.), en este caso, se presentaron diferencias a las 12 hpf sélo en los
grupos expuestos a 0.5, 1.5, 2.3, 3.0 y 3.5 %; después de las 24 hpf se presentaron

diferencias en cada una de las concentraciones con respecto al grupo control.

En la Tabla 9. se muestra la comparacion de los promedios de puntuacion morfolégica
general a los diferentes tiempos de desarrollo en los organismos expuestos las diferentes
concentraciones del efluente de la PTAR con respecto al grupo control, mediante el analisis
de ANOVA, se resaltan con un asterisco (*) los que presentan diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la puntuacion obtenida en el grupo control, con un valor de
p<0.5.
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Tabla 9. Anadlisis ANOVA de los promedios de puntuacion morfolégica de los organismos

expuestos a efluente.

HPF/ 0.1% 0.5% 1.0% 1.5% 2.0% 2.3% 2.5% 3.0% 3.5% Control
concentracion
12 | 1.60 1.03 * 1.40 1.06 * 1.47 1.30 * 1.38 0.78 * 0.70 * 1.93
24| 5.67* 3.62* 5.00 * 3.89 * 5.22 * 4,73 * 4.82 * 2.90 * 2.50 * 6.77
48 | 9.28 * 6.13 * 7.08 * 6.64 * 8.77 * 7.92 * 8.17 * 4.76 * 4.27 * 11.60
72 | 11.79* 8.05* 8.70 * 6.22 * 11.78* 10.47* 9.60* 6.32 * 5.62 * 15.47
96 | 12.25* 857 * 8.98 * 6.61 * 11.48* 10.73* 10.28* 6.59* 5.97 * 16.43

Se resaltan con * los valores que muestran diferencias significativas con respecto al grupo

control, con un valor de p<0.5.
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Figura 20. Promedios de puntuacion morfolégica en embriones expuestos al efluente.

Discusion

En los resultados obtenidos para el influente, se tiene que la DQO y la DBO de la
muestra sobrepasan los limites permisibles de la norma, es decir que, esta agua no
podria descargarse al sistema de alcantarillado municipal sin un tratamiento previo.
Por su parte, el efluente de la PTAR muestra una disminucion, tanto de la DQO,
como de la DBO, con respecto al influente, los valores de las mismas en el efluente
disminuyeron por debajo de los limites de la norma, incluso por debajo del limite de
cuantificacion del equipo; también disminuyo el pH en el efluente. Sin embargo,
cabe destacar que la norma esta vigente desde hace mas de veinte afios, por lo que
en su creacion no han sido considerados estudios recientes, los cuales muestran
que los parametros que se exigen en esta norma no son suficientes para garantizar

que el agua cuenta con la calidad requerida para desecharse en el alcantarillado
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municipal, sobre todo cuando se habla de mezclas complejas como lo son los
efluentes hospitalarios.

Con respecto a lo anterior, uno de los parametros que deberian comenzar a medirse
y regularse en las descargas de efluentes de tipo hospitalario presencia de
contaminantes emergentes, entre los que se encuentran los farmacos, los cuales
destacan especialmente en este tipo de descargas. En este estudio se encontré que
existe una disminucién en la concentracion de cada uno de los farmacos que fueron
medidos, algunos llegaron a concentraciones indetectables para el equipo; sin
embargo, dichos valores no pueden compararse con una norma, ya que no existe
una regulacion para la presencia de farmacos en el agua, por lo que se desconocen
las concentraciones que deberian considerarse seguras. Es por ello que se realiza
el estudio toxicologico, ya que el efluente, es decir el agua que se descarga en el
alcantarillado municipal, cuenta con las caracteristicas fisicoquimicas adecuadas de
acuerdo a la norma (excepto por las concentraciones de metales pesados, los
cuales no fueron medidos). Este estudio toxicoldgico permite analizar la seguridad
del agua, la cual, a pesar de contar con las caracteristicas establecidas en la
normatividad, produjo efectos adversos en los organismos expuestos a ella. Dichos
efectos podrian estar relacionados con la presencia de los farmacos, ya que al ser
compuestos de actividad bioldgica, tienen efectos en las biomoléculas de los

organismos.

El dafio a las biomoléculas esta en parte relacionado con la capacidad de los
farmacos de causar estrés oxidativo. Una vez que el material genético y las
proteinas resultan afectadas por la produccion de especies reactivas de oxigeno,
se desencadenan efectos a niveles macroscopicos en los organismos. Los efectos
son visibles de manera rapida, en cuestiéon de solo unos dias, al observarse el
desarrollo embrionario, ya que es en estas etapas cuando ocurre una rapida
replicacion celular y cualquier efecto en una célula se vera reflejado en el desarrollo
del organismo completo.

En este estudio se encontré que, en ambas muestras, tanto en el influente como en

el efluente se presentdé mortalidad en los organismos expuestos incluso a
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concentraciones menores como 0.1 %, ya que se tuvo una mortalidad de mas del
20% en ambas muestras, en las concentraciones mayores aumentd también la
mortalidad gradualmente. Finalmente, se obtuvo que la CLso para el influente fue de
1.466% y para el efluente fue de 2.484%, ademas la prueba t de student comparo
la diferencia entre el numero de organismos muertos en todas las concentraciones
del influente con el numero de organismos muertos en el efluente, encontrando que
existe diferencia significativa, lo cual indica que el tratamiento del agua redujo la
letalidad del agua residual. La mortalidad de los organismos ocurrio en las primeras
etapas de desarrollo, en su mayoria dentro de las primeras 48 hpf, debido al efecto
toxico de los contaminantes presentes en el agua, lo cual también condujo a la

presencia de malformaciones incompatibles con la sobrevivencia de los embriones.

En cuanto a las malformaciones, se tiene que también a bajas concentraciones se
presentaron, ya que se obtuvo mediante el analisis probit que la CEsomatfomaciones para
el influente fue de 3.468% y para el efluente de 6.096%, a pesar que esta
concentracion no fue probada en este estudio se determiné estadisticamente. EI IT
de cada una de las muestras resultd ser de 0.423 en el influente y de 0.407 en el
efluente, con lo cual se tiene que ambas muestras producen mayormente efectos
letales en el embridon y en menor medida son capaces de causar efectos
teratogénicos. Sin embargo, se observa que la mortalidad en el influente es
estadisticamente mayor que en el efluente (con la prueba t de student), lo cual
prueba que el tratamiento del agua disminuye los efectos letales; sin embargo, no
existe diferencia significativa entre el numero de organismos que presentaron

malformaciones tanto en el influente como en el efluente.

La observacion de los organismos a los diferentes tiempos de desarrollo arrojo la
presencia de diversas malformaciones producidas por la exposicién a diferentes
concentraciones de ambas muestras de agua. En los organismos expuestos al
influente las malformaciones mayormente presentadas fueron eclosion prematura,
no eclosion o retaso de la misma, deformaciones en la corda, deformacion de cola,

también se presentaron deformaciones del saco vitelino y edemas en el pericardio,
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asi como hipopigmentacion del cuerpo en ese orden de frecuencia, entre otras que
se presentaron en menor medida, algunos organismos presentaban incluso mas de
una de estas. En el efluente se presentaron también eclosiones prematuras,
deformacion de la corda, edemas en el pericardio, deformaciones del saco vitelino,
deformacion de la corda, no eclosion e hipopigmentacién, ordenadas por la

frecuencia con la que se presentaron.

Estas malformaciones tienen efectos que repercuten en el desarrollo y en la
supervivencia de los embriones y las larvas. En el caso de los que eclosionaron de
manera precoz tenian mas probabilidades de morir a causa de esto debido a que,
al eliminar la proteccion del corion, los embriones todavia inmaduros son incapaces
de desempenfarse en el medio acuatico externo; ademas en este caso la eclosion
adelantada expone a los organismos, de una manera aun mas directa, a los
contaminantes del medio, lo que potencialmente podria aumentar el efecto letal y
teratogénico en los mismos. Por otro lado, las deformaciones a nivel de la corda y
de la cabeza estan relacionadas con el desarrollo del sistema nervioso central
(SNC), por lo que si existen anormalidades en estas estructuras también podria

haberlas a nivel funcional.

Existen estudios, como el de Samson & Shenker (2000), donde describe el periodo
gue va desde las 18 hasta las 20 hpf como el mas critico ante la exposicion a
sustancias toxicas, lo que corresponde con los resultados obtenidos, ya que la
produccion de malformaciones en los organismos puede observarse principalmente
a partir de la observacion que se hacia a las 24 hpf debido a que es en este periodo
cuando se comienzan a formar algunas de las estructuras mas importantes de los
embriones como la aleta caudal, también el periodo de las 18 a las 26 hpf es critico

en la formacion de la cola, la cual experimenta un rapido desarrollo en estas horas.

Las malformaciones en el saco vitelino tienen importancia en el desarrollo
embrionario, ya que en esa etapa del desarrollo es el 6rgano con mayor actividad
metabdlica, lo cual lo convierte en uno de los érganos mas propensos a presentar

dafio por estrés oxidativo y con ello dafio a las biomoléculas, el cual se hace
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evidente en estructuras visibles debido a la alta tasa de divisidon celular que se
presenta durante el desarrollo temprano (Otte et al., 2010).

Dentro de las primeras 12 hpf se lleva a cabo la diferenciacion celular que da lugar
a la correcta formacion de la cabeza y la cola. Donde la correcta formacién de la
cabeza, no solo involucra el desarrollo del SNC, sino que también brinda
informacion acerca de la interaccion de genes homeobox (los cuales estan
involucrados en procesos de apoptosis y regulacién del ciclo celular), dentro del
desarrollo normal de la cabeza también se ven involucrados genes que regulan la

formacién de los ojos, la boca y el oido (Golling et al, 2002).

Otra de las malformaciones mayormente presentadas fue la de la cola, la cual es
una de las mas evaluadas en ensayos de teratogénesis, debido a que, al igual que
en la formacién de la cabeza intervienen una gran cantidad de genes y mediadores
celulares; ademas de esto, la deformacion de esta estructura es de vital importancia
a nivel funcional, ya que su correcta formacion permite que en las siguientes etapas
del desarrollo la larva y el organismo adulto desempefien su nado de manera

correcta (Golling et al, 2002).

También se presentaron edemas en el pericardio, su formacioén se ha atribuido la
hiperhidratacién del 6rgano debida a problemas en la regulacion osmotica derivados
de la acumulacién de toxinas (Hollert et al., 2003; Cook et al., 2005; Hallare et al.,
2005).

En la evaluacion del desarrollo embrionario se obtuvieron diferencias significativas
en el analisis ANOVA, en la mayor parte de las concentraciones a partir de las 24
hpf con respecto al control negativo, ya que es a partir de las 18 hpf cuando se
comienza la formacién de las estructuras mayormente afectadas por el dafo

teratogeénico.
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Conclusiones

Elinfluente de la planta de tratamiento presentdé un mayor efecto letal que el efluente
de la misma, en ambas muestras se presentaron efectos teratogénicos sin
diferencias significativas sobre los embriones de Danio rerio, por ello hace
importante el estudio de nuevas técnicas de tratamiento de este tipo de efluentes
especificos.

Proyecciones

Los estudios acerca de los efectos adversos que ocasionan los llamados
contaminantes emergentes hacen cada vez mas evidente la deficiencia en la
regulacion actual en la que no se contemplan como tales, por lo que no son
considerados a eliminar en los tratamientos, es decir, existe un tratamiento genérico
para todas las aguas de residuo, sin tomar en cuenta su composicion. Dichos
estudios empujan a considerar nuevas estrategias para que el reciclaje de aguas
residuales se lleva a cabo de manera segura, sin representar un riesgo para la

poblacidén en general y para el ambiente.

Es importante continuar con el trabajo de la evaluacion del desarrollo embrionario
ante la exposicion de sustancias toxicas, con el fin de conocer de qué manera y
sobre cuales estructuras se presenta un dafio, asi como para determinar el riesgo
que estas representan para la supervivencia de los organismos al encontrarse en el
ambiente; esto por una parte, por otra se tiene que los efectos en o6rganos
especificos dan pauta al descubrimiento acerca de los tiempos de desarrollo de
cada una de las estructuras, asi como para la funcionalidad de las mismas al
organismo desarrollado, también para la identificacion de genes involucrados en el

correcto desarrollo de los organismos.

El estudio de los efectos en las diferentes ventanas de exposicion es otro de los

campos de exploracion que permitirian determinar el cambio en los efectos de las
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sustancias toxicas dependiendo del estadio del desarrollo en el que se expongan a

los mismos.
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Anexos

Anexo 1.

Tabla de puntuacion general de morfologia para Danio rerio publicada por Hermsen
et al. en 2011 (Fig. 21.).
General Morphology Score

Hpf 12 24 48
4
Detachment of tail 0
18hpf

1 2 3 3

Somite formation No=0 Yes=1 Yes=1 Yes=1
# 8 T
) ¥ =

Eye development / ’ ~

1 2 2 + 1 for pigment 2 + 1 for pigment
Movement No=0 Yes =1 Yes =1 Yes =1
Heartbeat No=0 Yes=1 Yes=1 Yes=1
Blood circulation No=0 No=0 Yes=1 Yes=1
Pigmentation )
head-body

0 0
Pigmentation \ _
tail P ;

0 0
Pectoral fin

0 0
Protruding mouth

0
Hatching No=0 No=0
GMS 1 7 12 15

Figura 21. Puntuacion general de morfologia para D. rerio por Hermsen et al. en 2011.
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Anexo 2.

Tabla de puntuacion general de morfologia para Cyprinus carpio publicada por Luja

et al. en 2019 (Fig. 22.), modificacion de la puntuacién general de morfologia de
Hermsen et al., 2011.

General Morphology Score (GMS)

12 hpf 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf

Detachtment 0
of tail

[
1 2 3 3 + 1 for pigment 3+1 for
pigment
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Eye
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Blood No=0 No=10 Yes=1 Yes=1 Yes=1
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Pigmentation 0 0
head-body
1 1
Pigmentation 0 0 i-
tail
1 1
1
1 1
Protruding 0 0 0 ﬁ ﬁ
mouth - ~ & R
1 2
Hatching No=0 No = No=0 4 4
Yes=1 Yes=1
GMS 2 7 12 16 17

Figura 22. Puntaje general de morfologia por Luja et al., 2019.



Anexo 3.

Malformaciones reportadas en D. rerio (Fig. 23.): edema pericardico, edema del
saco vitelino, edema ocular, malformacién de la cabeza, malformacién de otolitos,
malformacién de cola, malformacion de corazon, estructura de cuerda modificada,
escoliosis, raquisquisis y deformacion del saco vitelino (Hermsen et al., 2011)

Table 1
List of teratogenic effects scored in zebrafish embryos.

Pericardial edema

Yolk sac edema

Eye edema

Malformation of the head
Malformation of sacculijotoliths
Malformation of tail
Malformation of heart
Modified chorda structure
Scoliosis

Rachischisis

Yolk deformation

Effects are scored as present or absent.

Figura 23. Malformaciones reportadas por Hermsen et al., 2011 para D. rerio.
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