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ABSTRACT

The importance of the zebrafish (Danio rerio Hamilton, 1822) as an animal model to understand how various biological
processes that occur due to genotoxicity is well known. In the present investigation, the LC, (median lethal concentration)
was obtained in zebrafish for arsenic (As), which was 0.3mg.L"!. Peripheral blood was then used to visualize genotoxic
damage caused by As in nucleated erythrocytes using the comet assay. All types of comets were found according to the
As concentration, type 0 (without damage) in the control, and in the rest from LC,, all types of comets were present,
type 3 and 4 (severe damage) being more abundant. Concentrations 1/10, 1/5, and 1/2 of the LC, showed comet types
1 and 2 more frequently, demonstrating the high sensitivity of the comet assay and the great versatility of an animal

model of the zebrafish.
Keywords: Arsenic — erythrocyte — genotoxic — LC, | — zebrafish

RESUMEN

Es conocida la importancia del pez cebra (Danio rerio, Hamilton, 1822) como animal modelo para entender cémo se
producen diversos procesos biolégicos por genotoxicidad. En la presente investigacion se obtuvo la CL, | (concentracién
letal media) para el arsénico (As) que fue 0,3 mg.L". Luego se usé la sangre periférica para poder visualizar el dafio
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genotéxico causado por el As en los eritrocitos nucleados mediante el ensayo cometa. Se encontraron todos los tipos
de cometas de acuerdo con la concentracién de As, el tipo 0 (sin dafio) en el control y en el resto desde la CL, estaban
presentes todos los tipos de cometa, siendo mds abundantes el tipo 3 y 4 (dafio severo y grave). Las concentraciones 1/10,
1/5 y 1/2 de la CL, se evidenci6 los tipos de cometa tipo 1y 2 con mayor frecuencia demostrandose la alta sensibilidad
del ensayo cometa y la gran versatilidad como animal modelo del pez cebra.

Palabras clave: Arsénico — CL,, — eritrocito — genotéxico — pez cebra

INTRODUCCION

El estudio en genotoxicidad que es la capacidad relativa
de un agente para causar efectos bioldgicos adversos al
danar el ADN se suele usar a ratas y ratones para asi
tener resultados mds cercanos al ser humano (Gustavino
et al., 2001; Hallauer ez al., 2016; Guzman-Delgado ez
al., 2021); sin embargo, existen modelos animales que
recientemente se vienen utilizando para la investigacion
cientifica como el pez Cebra (Danio rerio, Hamilton,
1822), que ha sido muy atil en la investigacién de
diversos desordenes genéticos, metabélicos y hasta en
cancerogénesis, pero en genotoxicidad se ha vuelto
relevante por su gran versatilidad (Gustavino ez 4/, 2001;
Hallauer er al., 2016; Guzmdn-Delgado er al., 2021).
Los peces son buenos bioindicadores porque dependen
de varios eslabones de la cadena tréfica y son capaces de
acumular sustancias tdxicas y responden ficilmente a
bajas concentraciones de agentes mutagénicos (Gustavino
et al., 2001; Hallauer ez al, 2016; Guzmdn-Delgado
et al., 2021). Esto producen alteraciones morfoldgicas
nucleares en eritrocitos y en otros tejidos y tipos celulares,
lo cual han sido utilizadas por diversos autores como
posibles indicadores de genotoxicidad (Da Silva-Souza &
Fontanetti ez a/, 2006; Tanguay, 2018; Cassar ez al., 2019;
Canedo & Rocha, 2021). Una técnica muy utilizada
en la deteccién del dano en el ADN muy sensible es el
ensayo cometa que se ha utilizado en diversos modelos
animales, pero existe poca bibliografia sobre la utilizacién
de esta técnica en la sangre periférica en el pez cebra.
Actualmente el ensayo cometa ha sido aplicado con éxito
en los eritrocitos en una gran cantidad de especies de
peces, mostrando la sensibilidad de las células de la sangre
de estos animales a los efectos genotdxicos (Pandrangi ez
al., 1995). También es conocido que en los estudios de
genotoxicidad iz vivo se utilizan sustancias toxicas con
efectos mutagénicos, como por ejemplo cobre, cadmio, y
arsénico, mercurio entre muchos otros (Cavas & Ergene-
Goziikara ez al., 2005; Tanguay, 2018; Cassar ez al., 2019;
Canedo & Rocha, 2021).

La presente investigacién determiné la actividad ge-
notéxica del As en eritrocitos de la sangre periférica
utilizando como bioindicador al pez Cebra a diferentes
concentraciones y periodos de exposicién. Y usindose la
técnica ensayo cometa se visualizd los efectos de la expo-
sicién al As en diversas concentraciones por debajo de la
CL,,, de esta manera la detecci6n es relativamente ripida
y precisa gracias a la gran sensibilidad de dicha técnica
siendo posible visualizar los nicleos afectados a nivel del
ADN en la sangre de este pez.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacién se desarrollé entre enero y
noviembre del afio 2019. Los peces fueron seleccionados
del stock de D. rerio pertenecientes al Laboratorio de
Mejora Genética y Reproduccién Animal de la Facultad
de Ciencias Naturales y Matemdtica de la Universidad
Nacional Federico Villarreal en la ciudad de Lima, Pert.

Material biolégico

Para el estudio se utilizaron un total de 50 especimen-
es de peces adultos de ambos sexos de diversos acuarios
de Lima Metropolitana y se aclimataron en condiciones
controladas del Laboratorio de Mejora Genética y Repro-
duccién Animal de la Facultad de Ciencias Naturales y
Matemitica de la Universidad Nacional Federico Villar-
real, Lima, Perd.

Obtenci6n de concentracién letal media (CL,)

Se observd la supervivencia de un grupo de seis peces
en tres repeticiones y las de un grupo control del mismo
nimero durante 96 h usando las siguientes concentracio-
nes como se muestra en la figura 1 (Barch ez al., 1997;
Ramirez & Mendoza, 2008; Scotto ez al., 2019; Nava-Ri-
vera et al., 2021). Las soluciones de prueba en recipientes
de vidrio fueron afadidas y se registré la mortalidad a
las 96 h y finalmente se ingresaron los datos al programa
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estadistico Probit (STATGRAPHICS Centurion XVIII,
2016) para obtener la estimacién de la CL,;. Luego de
la obtencién de la CL, con los limites de confianza al
95% se usaron concentraciones por debajo de la CL,

fraccionadas al 1/2, 1/5, 1/10 con tres repeticiones mds
su control como en la fig. 1 (Barch ez a/., 1997; Ramirez
& Mendoza, 2008; Scotto et al., 2019; Nava-Rivera et
al, 2021).
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Figura 1. Esquema para determinar la CL, . A. Ensayo preliminar para determinar el posible CL, del arsénico en el
pez cebra (Danio rerio) hasta las 96 h de exposicién. B. Ensayo mostrando las repeticiones por cada concentracién para
determinar el CL,, del arsénico realizado a las 24, 48, 72 y 96 h de exposicion (Scotto ez al., 2019).

Obtencién de cometas

Con la finalidad de obtener los cometas se siguié un
protocolo ya estandarizado para el uso del ensayo cometa.
En un portaobjetos se formé una capa delgada de agarosa
de normal punto de fusién al 1,5% (Christofoletti ez
al., 2009). En un “beaker” se vertié la agarosa liquida y
se sumergi6 el portaobjetos unas 25 a 30 veces dejando
un espacio de 30 seg en cada una y se deja secar a
temperatura ambiente por 1 %2 - 2 h y luego se aplica
sobre la primera capa la mezcla de 5 pL de sangre
periférica de D. rerio. con 85 pL de agarosa de bajo punto
de fusién al 0,5% (Christofoletti e al., 2009). Luego
se colocé un cubreobjetos sobre ella y llevar a 4 °C por
10 min. Pasado los 10 min se retiré del portaobjetos la
laminilla cubreobjetos y se agregé 85 pL de agarosa de
bajo punto de fusién 0,5% (Christofoletti ez al., 2009),
se colocé una laminilla cubreobjetos y se llevé a 4 °C
por 10 min. Luego las ldminas fueron cubiertas en una
solucién de lisis constituida por 2,5M NaCl, 100mM
EDTA, 10mM Tris pH10, 20 ml DMSO y 1 ml Tritén
X-100 por 1h y media a 4°C en oscuridad. Al finalizar,
las ldminas son extraidas y lavadas con una solucién de
electroforesis; Dejandose secar. Después se colocaron las
ldminas en una placa Petri con solucidn de denaturacidn

(NaOH 300mM y EDTA 1mM, pH 12) durante 20 min
en oscuridad y a 4°C, al término del tiempo las liminas
son puestas en la cdmara electroforética oscura con
solucién de electroforesis por 20 min, 21 V. y 270 mA.
Estas son lavadas con 3 ml de solucién de neutralizacién:
0,4M Tris-HCl, pH 7,5 durante cinco min; dejdndose
secar las ldminas por 20 min. Se sumergen las ldminas
en etanol absoluto por 10 min para fijar y al terminar el
tiempo se dejan secar por 20 min. La solucién de 0,25
% de Nitrato de plata, 40 pL./100 mL de formaldehido
37% y agua destilada, penetra en la célulay tifie el nicleo.
Las ldminas fueron cubiertas con la solucién de nitrato
de plata por 15 min hasta observar oscurecimiento de la
ldmina. Luego fueron enjuagadas con agua destilada y se
dejaron secar por 20 min. Al observar en el microscopio
las células tienen apariencia de cometas con una cabeza en
la regién nuclear y una cola que contiene los fragmentos o
roturas que migran en direccién del 4nodo en las liminas.
Finalmente, estas fueron ser observadas a un aumento de
400x para su conteo y fotografiado.

Consideraciones éticas

Los experimentos se realizaron de acuerdo con todos los
protocolos de bioseguridad en el laboratorio de Genéticay
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Reproduccién animal de la Facultad de Ciencias Naturales
y Matemdticas de la UNFV dado por la ASOPEBAID
(2017). En el presente trabajo se empleé el principio de
las 3Rs. Estos principios han sido incorporados de una
manera responsable en las practicas del presente trabajo.
Los peces vivos fueron mantenidos en un ambiente de
laboratorio con todas las medidas tomadas para un
normal desarrollo de los individuos. Las condiciones
ambientales fueron controladas en un sistema de soporte
total bajo una recirculacién total del agua dulce (25-
28C°, pH 7), se us6 una misma dieta ad libitum con
una iluminacién de 14 h y control de la calidad de agua
(edH entre 3,35 y 4,2). Para el sacrificio se considerd una
concentraciéon de 60 mg/L de la solucién de eugenol en
el agua para ocasionar la muerte del animal a los 10 min
con la perdida completa de los reflejos e ingreso a estado
de inconciencia (Guia para el cuidado y uso de animales
de laboratorio, 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

El valor de la CL, a 96 h (95% de limites de confianza)
fue 0,30 mg.L! en el pez Cebra. Y fue hallada mediante
el programa Probit (STATGRAPHICS Centurion XVIII,
2016). También se observaron los efectos de toxicidad en
D. rerio en las primeras 24 h de exposicion y luego de las
48 h de exposicién no hay mds variaciones.

Las distintas concentraciones del arsénico se muestran en
la fig. 2 en la cual podemos destacar una relacién del nivel
de dafio y tipos de cometas acorde con la concentracién
mostrando también unos resultados alentadores por el
nivel de sensibilidad de la técnica ensayo cometa que
permite exponer al D. rerio a muy bajas concentraciones
de exposicién. Se desarrollé la tabla inversa de
predicciones con los porcentajes més relevantes con su
respectiva concentracién con un limite de confianza de

la CL,, inferior 2 95,0% y una CL,, superior a 95,0%.

Grafica del Modelo Ajustado
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Figura 2. Grafica del modelo ajustado con intervalos de confianza del 95% entre efecto y

concentracién del arsénico en el pez cebra.
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Figura 3. Modelo de regresién Probit para describir la relacién entre porcentaje acumulado y

Concentracién del arsénico en el pez cebra.

La CL,; del arsénico (0,30 mg.L") se diluy6 a la mitad
(1/2), un quinto (1/5) y un décimo (1/10). La frecuencia
estd relacionada al grado de toxicidad es decir de acuerdo
con la prevalencia de un tipo de cometa podemos

inferir la concentracién a la que han sido expuestos los
eritrocitos del pez cebra, siendo la mds frecuentes la del
tipo 4 en la concentracién 0,30 mg.L" con un total de
41 cometas. Pero esta frecuencia del tipo 4 decrece a
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s6lo 29 en la concentracién de 0,15 mg.L”, a 18 a 0,06 de 0,30 mg.L". Y la del tipo 3 fue mds abundante en la
mg.L"y a5 en 0,03 mg.L". El tipo 1 es mds frecuente concentracién 0,03 mg.L". Estos resultados se muestran

entre las concentraciones 0,15 mg.L'' y 0,03 mg.L". La en la tabla 1.
del tipo 2 resulto ser mds abundante en la concentracién

Tabla 1. Tabla de Predicciones Inversas para Concentracién del arsénico en el pez cebra.

Concentracién
Tipo de cometa 0,30 mg.L™! 0,15 mg.L™ 0,06 mg.L™! 0, 03 mg.L"* Control
0 21 18 13 26 8
1 14 22 24 23 4
2 15 10 8 7 0
3 13 8 5 19 0
4 41 29 18 5 0
La mortalidad de acuerdo con la concentracién se una tendencia muy regular luego de las 24 h (Fig. 4
muestra desde las 24 a las 96 h de exposicién teniendo
7
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4
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Figura 4. Mortalidad en el pez cebra versus la concentracién del arsénico expresada en mg.L™.
Se utilizé la data en base de las cometas observadas en mediante el andlisis y observacién en el microscopio

cada concentracién, para la cual, se sacrificé un pez por éptico en un aumento total de 400X.

cada repeticidn, las bisquedas de cometas se realizaron

4

Figura 5. Categorizacién del dafio en las cometas por el arsénico. Nivel de dafio de acuerdo con la longitud de la cola:
0/ sin dafo, 1/ dafo leve, 2/dano moderado, 3/ dafio alto, 4/dafio grave, visualizacién de cometas

con fluorescencia (Kumaravel ez /., 2009).




Revista Biotempo: ISSN Versién Impresa: 1992-2159; ISSN Versién electrénica: 2519-5697

Scotto et al.

A continuacién, se muestra fig. 6 el cual se muestra los
diferentes tipos de cometas encontradas en este trabajo,

as{ como el nivel de dafo.

Figura 6. Cometas halladas con todos los niveles de dafio por arsénico. (A) cometa tipo 0 abundante en el control y
no muestra dafo, (B) Cometa tipo 1 el cual muestra un dano ligero, (C) Cometa tipo 2 con dafo medio, (D) Cometa
tipo 3 con dano severo y (E) Cometa tipo 4 con dafio grave y destruccién total del ADN.

La alta sensibilidad de los peces como modelo animal y
bioindicadores con una altisima capacidad de acumular
sustancias toxicas responden a muy bajas concentraciones
de las mismas (Gustavino et al., 2001), Ademds el dafo
causado en los eritrocitos afecta otros tejidos como el
sistema nervioso que conlleva a efectos severos en el
comportamiento y la locomocién siendo indicadores
de genotoxicidad (Ergene er al., 2007; Tanguay, 2018;
Cassar et al., 2019; Canedo & Rocha, 2021).

En este estudio, se utilizd el pez cebra como un modelo
animal viable y alternativo en la exposicién al As. El
estudio actual demostré el potencial de la exposicion
al As para generar a nivel celular destruccién del ADN
de acuerdo con la concentracién. Como resultado
pudimos comprobar que el efecto téxico del As en los
eritrocitos era evidente de acuerdo con la concentracién
de As siendo el dafio mayor a nivel celular y esto se
fue evidenciando con los diversos tipos de cometas
encontrados. Los valores de CL, encontrado en el pez
cebra fue de 0,30 mg.L"'. En relacién con los tipos de
cometas encontrados, las frecuencias registradas entre
las 24 a 96 h de tratamiento con la concentracién de
0,30 mg.L" fueron significativamente mayores para el
tipo 4 (dafo grave) mostrando una destruccién total
del ADN. La mortalidad fue marcada directamente
por dos variables, la concentracién y por el tiempo de
exposicién obteniéndose que en concentraciones mayores
al 0,45 mg.L"' todos los individuos morian a las 24 h.
Sin embargo, dicha mortalidad se reduce a medida que la
concentracién disminuye. Luego de hallar la CL, el cual

implica que es la concentracién por la cual solo el 50%
de los individuos muere sin cambiar esta tendencia por el
tiempo de exposicién.

La frecuencia estd relacionada al grado de toxicidad
sugiere que estd directamente relacionado a la
concentracion, siendo los mds frecuentes en el tipo 0 en el
grupo de control indicando que no hay dano alguno. En
el grupo expuesto a 0,30 mg.L", las células presentaron
una frecuencia mucho mds alta de cometas del tipo 4
evidenciando un dafio severo comprobando que nuestros
resultados son similares al de otros proyectos en el cual

se hallaron efectos similares en otros animales modelo
(Hallauer et al., 2016).

En el resto de las concentraciones se hallaron fases
intermedias observando los otros tipos de cometa 0, 2
y 3, evidenciando un dafio a diversos niveles tal como
reportan otros trabajos no solamente con el efecto del
arsénico sino también estudios en los efectos de otras
sustancias. Al 1/10 de la CL_, es decir a 0,03 mg.L'" es
mids frecuente el tipo de cometa 0 pero se observaron
todos los niveles incluyendo el tipo 4 con una frecuencia
baja.

En conclusién, los resultados obtenidos sugieren que la
técnica del ensayo cometa es altamente sensible para el
As 'y la gran versatilidad del pez cebra es muy il para el
estudio y andlisis con genotdxicos permitiendo ampliar el
conocimiento y entender el impacto en un organismo a
nivel celular.
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