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RESUMEN

Chile es un pals cuya economia depende basicamente de la explotacién y
exportacion de recursos naturales. Gran parte de las actividades industriales requieren
la utilizacién agua de una buena calidad biolégica, es decir, con baja cantidad de
contaminantes toxicos. Mientras las malas practicas de las industrias asociadas, y la
intensa actividad minera deterioran este recurso, se hace necesaria la creacion de
nuevas herramientas de monitoreo y fiscalizacion de la calidad del agua continental.
Los ensayos biolégicos usando embriones de pez cebra representan un complemento
a las técnicas analiticas de evaluacidon de calidad de aguas, al sumar la evaluacion de
toxicidad de las muestras a la deteccion cuantitativa de los contaminantes, por lo que
este trabajo busca aportar con avances y complementos a los actuales protocolos de
bioensayos que utilizan este modelo biologico internacionalmente.

La inhibicién de la eclosion es una respuesta clasicamente registrada como punto
final de efectos negativos sobre la reproduccion, pero existen escasos antecedentes
acerca de los mecanismos de accién que pueden gatillar esta respuesta, causada
comuinmente por la exposicién de peces en etapas tempranas del desarrollo a agentes
toxicos. Este trabajo busca suplir la falta de antecedentes en la literatura, utilizando
toxicos de referencia que permitan estudiar las causas que producen este efecto
negativo en la sobrevivencia y reproduccion de los animales.

Se determind que compuestos utilizados en [a industria agricola, como los
fungicidas derivados del 1,2,4-triazole, al estar presentes en el medio acuatico son
capaces de inhibir la secrecion de la enzima proteolitica que ayuda al embrion a lisar el

corion y liberarse de él para comenzar su vida libre como larva. Asi, detérminamos que
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las gltdndulas unicelulares que producen y secretan esta enzima, constituyen un nuevo

tejido blanco para la accion de contaminantes acuaticos.

ABSTRACT

Chile is a couniry whose economy depends primarily on the exploitation and
export of natural resources. These industrial activities require the use of high quality
waters, i.e., with low amounts of toxic pollutants. While the careless practices of these
industries and intense mining activity harm this resource, it is necessary to create new
tools for monitoring and control of continental water quality. Bioassays with zebrafish
embryos represent a complement to analytical techniques for assessing water quality,
and the present work seeks to deliver improvements and complements to existing
bioassay protocols that use this biclogical model internationally.

Hatching inhibition is a classic response registered as a negative effect on
reproduction, but few prior reports exist about the mechanisms that could trigger this
effect on fish as a response after the exposure to toxic agents during early
developmental stages. The aim of this work is to address this lack of background in the
literature, using toxicants of reference to study the direct causes of this negative effect
on reproduction.

It was determined that fungicides derived from 1,2 4-triazole present in the
aquatic environment, are able to inhibit the secretion of the proteolytic enzyme that
helps the embryo to release itself from the chorion and to begin its free life as a larva.
Thus, we determined that the unicellular glands that produce and secrete this enzyme

represents a new target tissue for the action of water pollutants.
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I. INTRODUCCION

Chile es un pais que presenta un creciente desarmollo econémico y humano en las
areas de la mineria, la agroindustria y la acuicultura entre otras, actividades que
requieren constantemente del uso de aguas con bajos niveles de contaminacion, es
decir, con una baja carga toxicologica. La practica inapropiada de estas actividades, y
la intensa actividad minera, producen un deterioro de este recurso. Es de suma
importancia para el desarrollo econémico del pais asegurar la calidad del recurso
hidrico, y por lo tanto, es muy relevanté crear herramientas legales que regulen la
emisién de contaminantes, asi como la implementacién de tecnologias de monitoreo

mas rapidas, sensibles y econémicas que las existentes.

Todas las variables que utiliza actualmente la normativa chilena para asignar una
determinada calidad a las aguas, son de naturaleza fisica o quimica, dejando de lado
las variables biolégicas (Vila, 2008). Lo anterior conlleva una subestimacion de los
riesgos asociados a la contaminacion de las aguas sobre la biodiversidad, la economia
y la salud humana. A nivel internacional, si se consideran estos aspectos, y se utilizan
bioensayos como indicadores de las condiciones bioldgicas de este recurso. Asf, en
Chile actualmente se estan desarrollando las “normas secundarias de calidad de
aguas’, que pretenden incorporar a los bioensayos y Dbiocindicadores como
herramientas complementarias para determinar los impactos producidos por

contaminantes, y el estado tréfico de los cuerpos de agua.




1.1_Bioensayos para estudios de ecofoxicologia.

Hoy en dia, existe una gran variedad de tipos de bioensayos para evaluar el efecto
de contaminantes acuaticos usando tanto organismos invertebrados como vertebrados.
En general, estos pueden clasificarse como ensayos de toxicidad aguda o de foxicidad
cronica, diferenciandose esencialmente en su duracién, y en el tipo de resultados que
permiten obtener. Asi, los ensayos cronicos son los mas reveladores en este aspecto,
pero implican mayor costo econdémico y tiempo para su realizacién. Los ensayos
agudos pueden llevarse a cabo rutinariamente y permiten el andlisis de un mayor
namero de muestras de manera mas rapida y a menor costo, condiciones esenciales
para el monitoreo ambiental. Si bien existen variados organismos y protocolos
estandarizados para realizar éste tipo de ensayos, todos poseen finalidades similares:
determinar la concentracién de algiin material o el nivel de algin agente, capaz de
producir un efecto deletéreo en un grupo de organismos durante una exposicion de
corta duracion, bajo condiciones controladas (Revisado por Vosyliené, 2007).
Finalmente, producto de que las alteraciones en el desarrollo embrionario debido a
factores ambientales, son determinadas en una pequefia ventana temporal, y a su vez
pueden traer consecuencias negativas en el ciclo de vida de los organismos; la
realizacién de bioensayos agudos con embriones permite detectar efectos crénicos o

irreversibles, que puedan tener efectos negativos sobre las poblaciones.

1.2 El pez cebra como modelo para_estudios de ecofoxicidad.

El pez cebra (Danio reric) posee una amplia gama de ventajas experimentales, lo
que lo ha llevado convertirse en uno de los modelos biolégicos mas utilizados en

estudios toxicoldgicos y genéticos, entre otros (referirse a Kimmel y col, 1995; Zhang y




col, 2003; Braunbeck y col, 2005). Dentro de las ventajas que presenta este organismo
estan: (1) fecundacién externa; (2) transparencia del corion y de las células en el
estado embrionario y larval, (3) gran cantidad de embriones por cruza; (4) tiempo
generacional corto (3 meses); y (5) cercania filogenética con mamiferos por ser un
vertebrado. En la actualidad existen diversas tinciones vitales (gj, diAsp y anaranjado
de acridina) y lineas transgénicas de pez cebra que representan una alternativa real y
sensible para la evaluacién y deteccion de contaminantes acuéticos biodisponibles
presentes en las aguas, asi como para el estudio de los posibles mecanismos de
accion a través de los cuales ejercen su toxicidad. Las propiedades del embrién de pez
cebra, permiten hacer ensayos o tratamientos en el animal completo observando
directamente las consecuencias sobre células y tejidos, prescindiendo de los ensayos
de sobrevivencia (o letalidad) que son poco informativos sobre los mecanismos de la
toxicidad. Es decir, podemos detectar efectos téxicos sub-letales en organismos vivos y
en tiempo real, sin la necesidad de realizar cortes histologicos, complicadas tinciones o
inmunoensayos para evaluar dafios sobre tejidos u drganos particulares. Asi, por
ejemplo, la tincién con el colorante vital diAsp, permite visualizar y cuantificar in vivo la
funcionalidad de las neuronas periféricas (células ciliadas) que se encuentran en el
sistema mecanosensorial de los peces, la linea lateral (LL). Lo anterior permite evaluar
de manera rapida y sencilla, el efecto que puede tener en la integridad de estos
drganos sensoriales la presencia de contaminantes en las aguas. Debido a que estas
células se encuentran expuestas directamente al medio ambiente, son especialmente
sensibles a las alteraciones del medio acuatico, y hay evidencia de que la presencia de
antibiéticos (Harris y col, 2003), farmacos (Ou y col, 2007), biotoxinas (Lefebvre y col,
2004) y metales (Faucher y col, 2005; Hernandez y col, 2006; Linbo y col, 2006},

disueltos en el medio pueden dafiarlas.



Una serie de protocolos para realizar bioensayos con lineas silvestres de pez cebra
en distintos estadios de desarrollo, han sido estandarizados por la Organizacion
Internacional para la Estandarizacion (ISO) y por la Organizacién para la Cooperacion
y el Desarrollo Econémico (OCDE). Estos son parecidos entre si y recomiendan el uso
de este modelo para estudios toxicoldgicos de compuestos quimicos individuales. En
particular la OCDE publicé el afio 2006 el Fish Embryo Toxicity Test (FET Tesf),
protocolo de bioensayo que utiliza embriones de pez cebra como modelo para evaluar
la toxicidad de compuestos quimicos aislados, registrando respuestas como letalidad y
exito en la eclosion. La adherencia a estas practicas representa un desafio para los
paises de economia emergente como Chile, particularmente en lo referido a las

exportaciones de productos alimenticios y para evaluacién de riesgos.

1.3 La eclosién, un parametro para evaluyar la reproduccion.

La eclosion corresponde a la liberacion de las larvas de su envoltura embrionaria o
corion, marcando el fin del periodo embrionario y el comienzo de la etapa larval. Este
suceso es regulado por multiples factores endégenos y ambientales como los ciclos de
luz-oscuridad, la concentracién de oxigeno en el medio, la liberacién de enzimas
proteoliticas, liberacién de hormonas y la ocurrencia de contracciones musculares. La
etapa de eclosiéon es critica, los individuos sufren de manera simultanea grandes
cambios; agotan las reservas alimenticias que otorga el vitelo, su nivel de desarrollo
nervioso y muscular les permite ir en busca de su propio alimento, pero a su vez se
vuelven mas vulnerables al ataque de depredadores, al estrés mecanico y osmético, y

a la presencia de compuestos quimicos en el agua.



Practicamente la totalidad de los bicensayos con organismos acuaticos (vertebrados
e invertebrados) en etapas de desarrollo temprano, evaluan el éxito en la eclosion
como indicador de toxicidad reproductiva (Bresch, 1982; Landner y col, 1985; Mizell y
col, 1997; OECD, 1992; Segner, 2003). La inhibicién de la eclosién corresponde a un
efecto sub-letal, que en un corto periodo de tiempo produce l[a muerte cuando es
ireversible, y genera directamente un efecto a nivel poblacional al tener un impacto
negativo en la reproduccion. Asi, en el caso de enfermedades parasitarias, esta
respuesta representa una alternativa de control de los agentes patégenos (Frederick &
Twintillia, 1982; Souza y col, 2008). En humanos la inhibicidén de la eclosién del
blastocisto representa un problema de infertilidad o bien, una alternativa de
anticoncepcién (Biggers y col, 1978). En casos de contaminacién ambiental, problemas
relacionados con la utilizacidn masiva de pesticidas u otros agentes quimicos, han
causado la disminucion radical de poblaciones enteras de aves al impedir la eclosidn
de los polluelos, y en la industria acuicola este efecto representa un serio problema al
reducir la eclosién de las ovas. A pesar de todo esto, existen escasos antecedentes
relacionados a [os mecanismos celulares y moleculares relacionados a la inhibicion de
la eclosion a causa de contaminantes ambientales. Compuestos de uso masivo como
los pesticidas por ejemplo, llegan a las aguas a través de mudltiples vias como la
escorrentia superficial, la lixiviacion y la precipitacién, alcanzando a los organismos
acuaticos como los peces gque sufren a causa de esto multiples efectos negativos,

entre los que se encuentra cominmente la inhibicion de la eclosién.




1.4 Enzimas de eclosién, coriolisinas.

Antes de la eclosién, el embrion secreta al espacio perivitelino (EPV) enzimas
proteoliticas que lisan el corion, evento crucial para permitir que las contracciones
musculares espontaneas que comienzan en este periodo, rompan esta envoltura
protéica permitiendo la eclosion. En el pez cebra este evento ocurre entre las 48 y las
72 horas post fecundacion (hpf). En estos embriones existe un grupo de glandulas
unicelulares que conforman un tejido embrionario transiente. Estas células de las
glandulas de eclosion (CGE) corresponden a células secretoras que se encuentran en
la superficie pericardica del vitelo (Fig. 1) bajo el periderma. Estas se especifican al
final de la gastrulacién, alcanzando la madurez en el periodo de pre-eclosién para
posteriormente liberar sus granulos citoplasmaticos justc antes de que ocurra la
eclosion. Estas células luego desaparecen aunque no esta claro por que mecanismo

(Willemse & Denuceé, 1973; Kimmel y col, 1995).

Se sabe que en peces estas células producen enzimas protecliticas denominadas
genéricamente coriolisinas, que tienen como sustrato a las glicoproteinas que
constituyen la cara interna (ZRI, zona radiata interna) del corion. En los peces
teledsteos en general, las CGE producen dos proteasas distintas que actian de
manera cooperativa para cumplir esta funcién (Inohaya y col, 1995). En pez cebra,
solo se ha descrito una coriolisina, HE1 (fig. 1), que corresponde a una metaloproteasa
de aproximadamente 27 kDa, y que fue recientemente purificada por el grupo de Sano
(2008). La Figura 1 muestra el patrén de expresion que se ha descrito para el gen que
codifica ta proteina HE1 en pez cebra. Esta enzima es liberada al EPV y actiia, hasta

donde se sabe, de manera individual.
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Figura 1: Patréon de expresion del gen hela en pez cebra. Se observa la distribucion
espacio-temporal de la expresion del gen heta, que codifica la coriolisina de pez cebra, por
medio de hibridacion in situ. Dicho gen se expresa en los precursores de las CGE provenientes
de la region del mesodermo axial dorsal denominada polster, que durante el desarrollo pasan
desde una posicion anterior dorsal, a una posicién ventral en la region pericardica del saco
vitelino. Vistas anteriores (A-C, E, G) y vistas laterales (D, F, H). Modificado de Thisse y col,
2001. Barra de escala 250 um.

1.5 Origen y funciones del liquido perivitelino (LPV).

Inmediatamente después de la fecundacién, la secrecion de los granulos corticales
del ovocito separa a la envoltura vitelina de la membrana citoplasmatica del cigoto,
formando el espacio perivitelino (EPV), el cual posteriormente absorbe agua del medio
externo. Asi, el LPV que rodea al embrion contiene entre otras sustancias, proteinas
provenientes de los granulos corticales. La persistencia de éstas en el LPV se

desconoce.




Se ha descrito en varias especies de invertebrados y vertebrados que el LPV
constituye un microambiente para el embrién en desamollo, y que [o protege de las
variaciones del medio ambiente externo. Entre las funciones que cumple el LPV estan:
nutricién, captacion de iones, mantencion de la presién osmdtica, permitir [a difusién de
gases y solutos, y ademas posee propiedades antioxidantes {(Garin y col, 1996; Finn,
2007; Eddy, 1974; Mueller y Seymour, 2011; Dreon y col, 2004). Estas funciones del
LPV no han sido estudiadas en el pez cebra aunque se ha sugerido que en esta
especie, el LPV posee factores que contribuyen a la reasociacién post mitética de los
blastémeros en la etapa de clivaje (Roubaud & Pairaul, 1980). A pesar de la
importancia de este medio que rodea al embrién durante el desarrollo temprano, no
existen antecedentes hasta la fecha sobre los componentes proteicos que constituyen

el LPV en el pez cebra.



li. OBJETIVOS

Objetivo General
Desarrollar metodologias para detectar la presencia, efectos y mecanismos de
accion especificos de téxicos biodisponibles en aguas continentales en Chile, utilizando

embriones y larvas silvestres y transgénicas de pez cebra (Danio rerio).

Objetivos Especificos
2.1 Desarrollar una bateria de bioensayos con pez cebra para la deteccién de efectos
sub-letales especificos mediados por compuestos toxicos presentes en el medio
acudtico.
2.1.1 Determinacién de los niveles de muerte celular que induce la exposicién
aguda a distintas muestras en larvas de pez cebra.
2.1.2 Determinacion de efectos neurotéxicos fras la exposiciobn a aguas
potencialmente contaminadas en larvas de pez cebra.
2.1.3 Determinacion de efectos teratogénicos producidos por la contaminacién
presente en las muestras.
2.2 Determinar los posibles mecanismos asociados a la inhibicién de la eclosion,
usando téxicos de referencia.
2.2.1 Evaluar el nuimero y morfologia de las glandulas de eclosion, tras
exposicion a téxicos de referencia.
222 Evaluar muerte celular en las glandulas de eclosion, mediada por
compuestos téxicos,

2.2.3 Evaluar [a liberacion de proteasas al medio extraembrionario.
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2.3 Caracterizacion del contenido protéico del liquido perivitelinico (LPV} del pez cebra.
2.3.1 Determinacién de la concentracién de proteinas totales en el LPV.

2.3.2 ldentificacion de las proteinas presentes en el LPV.
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lil. MATERIALES Y METODOS

3.1 Eleccién de los puntos de muestreo. Se seleccionaron distintas cuencas
hidrograficas de las cuales se tomaron al menos dos puntos de muestreo distintos,
buscando comparar zonas que presentaran fuentes conocidas de contaminacion, con

ofras que, aparentemente no presentan alteraciones.

3.2 Toma, almacenamiento y preparacién de muestras. Las muestras de agua
continental (superficial o subterranea) a evaluar, fueron tomadas en envases plasticos
de 4 litros de capacidad para colectar la muestra total que luego fue vertida en envases
plasticos de 300 mL. El pH y la conductividad fueron medidos in situ. Para el andlisis
de metales se adiciond previamente 0,5 mL de HNO; al 65% a cada frasco como
preservante, luego se guardaron a 4 °C hasta el momento del analisis. Para los analisis
biolégicos, las muestras se mantuvieron a baja temperatura (< 4°C) y posteriormente
fueron almacenadas a -20° C hasta el momento de su uso, periodo que no superé en
ningtin caso mas de 30 dias, mieniras que para el andlisis quimico se mantuvieron a 4
°C. El dia previo al inicio de los bioensayos, las muestras fueron descongeladas a
temperatura ambiente y luego temperadas a 26° C antes de iniciar las incubaciones.
Las muestras utilizadas en los bioensayos no fueron sometidas a ningtn tipo de

tratamiento quimico o fisico, como la adicion de preservantes o filtracién.

3.3 Determinacién de la concentracion de metales pesados. Parte de las muestras
tomadas fueron enviadas a un laboratorio externo (CENMA) para la determinacién del

contenido de metales pesados. Las concentraciones fueron determinadas por
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espectréometria de emisidén éptica con plasma de argén acoplado inductivamente, o por

voltametria de resolucién anddica.

3.4 Bioensayos de toxicidad. La incubaciones se realizaron exponiendo grupos de
20 individuos en etapa de blastula (3 a 5 horas post fertilizacién, hpf) dentro de su
corion, durante 4 a 7 dias en placas de cultivo de 6 pocillos en 5 ml de medio. En los
casos en que la muestra contenia exceso de sedimentos, se utilizaron insertos de

poliestireno con una malla de 500 pym, para evitar la adherencia excesiva de particulas

al corion que dificulta la observacion de los embriones. Las incubaciones se realizaron
en condiciones semi-estaticas a 26 °C con recambio de medio cada 24 h, utilizando
cada muestra mas un control negativo en medio de cultivo E3 (Embryo medium: 5 mM
NaCl, 0.17 mM KCI, 0.33 mM CaCl,, 0.33 mM MgSQO,, equilibrado a pH 7.0). El estado
de los individuos fue evaluado visualmente, registrando cada 24 horas el nimero de
embriones o larvas que presentaran: muerte, edemas (Ed), eclosién, malformaciones
generales (MG) e inflado de la vejiga natatoria (NIV). Ademads, en etapas especificas,
se evalud: presencia de malformaciones craneofaciales (MCF), aumento de muerie
celular (MCA), funcionalidad de células ciliadas (FCC), numero de neuromastos con
células ciliadas (NCC) e induccién de estrés celular (IEC). La proporcién de respuestas
encontradas en cada grupo fue sometida a andlisis estadistico (Anova no paramétrica)

utilizando el softaware Graph Pad Prism®.

3.5 Deteccion de muerte celular (MCA). Para detectar los niveles de muerte celular

en los embriones tras las exposiciones, individuos de distintos estadios fueron

incubados con la tincién vital anaranjado de acridina (acridinium chloride hemi- (zinc
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chloride), Sigma A1121) en una concentracién de 5 pg/ml durante 5 a 10 minutos, y

luego lavados intensamente con E3 para su observacion. Para evaluar
especificamente la muerte celular programada se utilizé la técnica de TUNEL (TdT-
mediated x-dUTP Nick End Labeling) que permite detectar enzimaticamente etapas
tempranas de fragmentacion de DNA en células apoptéticas. Para ello se utilizé el In
Situ Cell Death Detection kit, TMR red de Roche®, segin las indicaciones del

fabricante.

3.6 Deteccion de neurotoxicidad periférica (NCC y FCC). Para la determinacién de
los efectos neurotéxicos se utilizé la linea transgénica brm3c:GFP, que expresa la
proteina flucrescente verde (GFP) en un grupo de neuronas perteneciente al sistema
mecanosensorial de los peces, la linea lateral (LL) (Parinov y col, 2004). Estas son
células ciliadas que se encuentran expuestas al medio externo, lo que las hace muy
sensibles a contaminantes acuaticos, pudiendo perder su funcionalidad o morir. La
desaparicion de la marca de GFP en la LL, indicara la muerte de estas células. Para
determinar la funcionalidad de las células ciliadas de larvas expuestas, éstas se

incubaron por 5 minutos en una solucién 50 pM del marcador vital DiAsp (4-(4-

diethylaminostyryl)-N-methylpyridinium iodide), el que es incorporado exclusivamente
por células ciliadas funcionales. Luego fueron lavadas varias veces con E3 y
anestesiadas con tricaina (MS-222, Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate salt,

Sigma) para su observacion bajo la lupa de fluorescencia (Hernandez y col, 2006). El

namero de neuromastos funcionales en la LL posterior (LLp) fue cuantificado.
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3.7 Deteccién de teratogénesis craneofacial. Para determinar la induccion de
teratogénesis, o aberraciones en el desarrollo de distintas estructuras, se utilizé Ia linea
transgénica sox10:GFP, que expresa GFP en los elementos craneofaciales (cartilagos

mandibulares y faringeos) y aletas pectorales (Carney y col, 20086).

3.8 Incubaciones para cuantificar y evaluar la inhibicién de la eclosion y los
mecanismos asociados. Se incubaron grupos de 20 individuos entre las 3 y 5 horas
post fertilizacién (hpf) dentro de su corion, durante 48 horas en placas de cultivo de 6
pocillos en 5 ml de medio con triazoles. Las incubaciones se realizaron a 26 °C,
utilizando cada téxico en distintas concentraciones, mas un control negativo con medio
E3. Al segundo dia de exposicion, las larvas fueron descorionadas manualmente y
evaluadas a menos que se indique lo contrario. Los téxicos de referencia utilizados
corresponden a tres compuestos de la familia quimica de los triazoles, los fungicidas
Triadimefon (FON) y Triadimenol (NOL) y el tltimo producto de degradacion de toda
esta familia quimica, el Triazol libre (1,2,4-T). Estos compuestos fueron elegidos por
ser ampliamente utilizados en Chile y ser conocidos como potenciales contaminantes
acudticos. FON, NOL y 1,2,4-T afectan al desarrcllo embrionario de vertebrados y
producen inhibicién de la eclosién en concentraciones sub-letales (De la Paz J. F.,

2009).

3.9 Cuantificacién y evaluacidon morfolégica de las células de las glandulas de
eclosion (CGE). Se utilizaron las lineas transgénicas Pax6_hs6A y cldnB:GFP que
expresan GFP en las glandulas de eclosion a partir aproximadamente de las 24 hpf,

permitiendo el estudio de este tejido /n vivo. Utilizando lupa y microscopio de

epifluorescencia, se tomaron fotografias que luego fueron procesadas para cuantificar
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el nimero de células y evaluar su morfologia, utilizando el software Adobe®

Photoshop® CS4, e ImageJ, respectivamente.

3.10 Ensayo de liberacion de enzimas proteoliticas. Para evaluar la liberacion de
proteasas, se incubaron de manera individual 20 embriones de 42 hpf por cada
tratamiento en placas de 96 pocillos, con 100 pl de medioc de exposicion por embrién
(E3 6 E3 con f{riazoles). Al cabo de 4 y 8 h, se exirajeron y reemplazaron ‘
inmediatamente (con medio fresco), 80 ul de medio por cada pocillo, obteniéndose 1,6 ‘
ml totales por tratamiento, en los dos tiempos distintos. El liquido se recolecté en tubos
Eppendorff de 1,5 ml en hielo y luego se centifugé a 18.000 rcf por 30 minutos.
Posteriormente el sobrenadante fue concentrade 50 veces, utilizando microfiltros ;
Amicon® Ultra 0,5 (10K} de Millipore.
3.11 Extraccién y concentraciéon del LPV. Larvas de 2 dpf expuestas a los tdxicos de
referencia, fueron descorionadas manualmente y el LPV liberado fue recolectado en
buffer Tris-HClI 1mM pH 7.5 (30 embriones / 200 pl de buffer), para luego ser
centrifugado a 18.000 rcf por 45 minutos. El sobrenadante obtenido fue almacenado a

-80°C. Antes de su utilizacion el LPV fue descongelado en hielo y concentrado

utilizando microfiliros Amicon® Ultra 0,5 (10K) de Millipore.

3.12 Cuantificacidén de la actividad proteolitica del LPV o de proteinas liberadas
por embriones descorionados. Para cuantificar la actividad proteolitica del LPV o de
las proteinas liberadas por embriones descorionados, se utilizé el kit de deteccién de

actividad proteasa, Protease Fluorescent Detection Kit, de Sigma®. Dicho kit utiliza
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como sustrato caseina acoplada a fluorescelna, posterior precipitacion &cida del
sustrato no clivado y finalmente cuantificacién de la fluoresceina remante en solucién
mediante espectrometria de fluorescencia, para esto se utilizé el Luminiscence

Spectrometer Perkin Elmer, modelo LS 50.

3.13 Cuantificacién e identificacién de las proteinas contenidas en el LPV y su
funcién biolégica: Para evaluar el contenido de proteinas totales en el LPV, se utilizé
el método de Bradford. Luego, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
denaturante al 12% (SDS-PAGE) tefiido con plata, las proteinas del LPV fueron
separadas segln su tamafio para determinar el patrén de bandeo de este liquido. Para
determinar la identidad de las proteinas presentes en el LPV de 2dpf, se envid una
muestra a un laboratorio externo, el cual por medio de secuenciacién de péptidos por
espectroscopia de masas determiné su identidad. Luego se buscaron en [a bibliografia

los antecedentes generales mas relevantes acerca de la funcién biologica de las

proteinas encontradas.
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IV. RESULTADOS

4.1 Creacion de una bateria de bioensayos con pez cebra para detectar efectos
sub-letales especificos, mediados por compuestos toxicos presentes en el medio

acuatico.

Se probaron distintas metodologias que permitieran realizar de manera facil,
reproducible y sensible bioensayos de exposicién a aguas continentales, ya sean
superficiales o subterraneas, utilizando embriones de pez cebra. Basandose en el FET
Test (OECD, 2006) se disefio un nuevo protocolo de incubacion de embriones de pez
cebra en aguas continentales. Se manejaron distintas variables para encontrar el mejor
metodo de incubacion (detalle en anexo B) y los pardmetros més relevantes a registrar
en el bioensayo. Asl, el FET Test fue adecuado para la evaluacibn de aguas
continentales manejando el método de incubacién, y aumentando el nimero de
respuestas sugeridas por la OECD. Para poner a prueba el método desarrollado, se
recogieron muestras de aguas continentales de distintos lugares de Chile, en tres

zonas con historial o riesgo de contaminacién con metales pesados:

a) IX Region de la Araucania, Valle del Huelehueico. En este lugar se tomaron 4
muestras distintas, dos de agua superficial (canales, muestras 1a y 1b) y dos de agua
subterranea (consumo humano, muestras 2a y 2b). Esta zona fue elegida por presentar
un alto riesgo de contaminacién acuética debido a la presencia en el lugar de 3

empresas del rubro de la celulosa y la metalurgia.

b) VIl Regién del Maule, comuna de Pencahue. En este lugar se tomd sélo una

muestra de agua superficial (muestra P1) desde un canal de regadio, agua destinada

al riego y al consumo animal. El punto de muestreo fue elegido por haber sido afectado
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por una fisura en un tranque de relave de la mina Las Palmas. Existe ademas en la

zona una alta actividad agricola.

¢) VI Region del Libertador General Bernardo O’higgins, comuna de Dofiihue. En este
lugar se tomaron 3 muestras distintas, dos de agua superficial (canales) y una de agua
subterranea (consumo humano y animal). Esta zona fue elegida por haber sido
afectada por la ruptura de un tranque de relave de la mina Ei teniente, durante el
terremoto ocurrido en febrero del 2010, lo que produjo el derrame superficial de
desechos mineros en una amplia zona de la comuna. Ademas, existe en la zona una
alta actividad agricola y agropecuaria, lo que aumenta la probabilidad de

contaminacién de tipo orgénica.

4.1.1 Efectos toxicos sub-fefales en el desarrollo_embrionario. provocados por la

exposicion a muestras de agua contaminadas con metales pesacos.

El método de bioensayo que propone la OECD con embriones de pez cebra, se
limita a evaluar como punto final de toxicidad la letalidad que inducen los compuestos
quimicos en los individuos (OECD, 2006}, y el método sugerido por la misma entidad
para embriones y larvas (OECD, 1992; OECD, 1998), aumenta los puntos a evaluar
incluyendo eclosién, apariencia, conducta (respuesta a estimulos mecénicos y
motilidad) y medidas morfométricas (peso y talla). En el método desarrollado en este
trabajo, se evalué un nimero mayor de respuestas para aumentar la sensibilidad del
ensayo, y determinar de manera simultanea efectos letales, teratogénicos, y sub-

letales mas especificos que los netamente morfolgicos o conductuales, que pueden

ser evaluados de manera subjetiva; sin aumentar [a duracién del ensayo (hasta 6 dias)
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e incrementando asi, la cantidad de informacién que se puede obtener de cada

experimento. Las respuestas adicionalmente evaluadas fueron:

a. Presencia de edemas (Ed).
b. Maiformaciones generales (MG).
C. No Inflado de la vejiga natatoria (NIV).
d. Malformaciones craneofaciales (MCF).
e Muerte celular aumentada (MCA).
f. Funcionalidad (FCC) y presencia (NCC) de células ciliadas de la
linea lateral.
g. Induccion de estrés celular (IEC).

Luego de realizar los bioensayos disefiados y evaluar las distintas muestras
ambientales recogidas, se realizé una- tabla comparativa con las respuestas
encontradas en cada una de las exposiciones a las distintas muestras de agua. Los
resultados obtenidos fueron relacionados con el contenido de metales pesados en las
aguas. Asi, se determiné de manera relativa la sensibilidad del método y los
parametros que mas responden a la presencia de contaminacién por metales. La Tabla
1 muestra de manera cualitativa un resumen de los resultados obtenidos en los
bioensayos, y la Tabla 2 muestra las concentraciones de metales encontrados en las
aguas Y los limites méximos permitidos por la normativa ambiental vigente en Chile que
aplicaria en cada caso (segln si es agua de consumo humano o no). Esto permitié
determinar si los niveles de metales encontrados en las muestras, superaban o no a

las concentraciones consideradas como perjudiciales e inadmisibles en nuestro pals

(superan las concentraciones permitidas por la normativa ambiental), y a la vez




20

correlacionar la presencia y concentracion de metales con los niveles de respuestas

positivas en los bioensayos.

Tabla 1: Resumen cualitativo de los bioensayos. Porcentaje de muestras alteradas y
respuestas mas frecuentes.

Muestra Muerte Ed Eclosion MG NV  MCF MCA FCC NCC  IEC R":'mm
Etapa de 4dpf 4ddpf 4dpf 4dpf 6dpf Sdpf 2dpf 4dpf 4dpf Bdpf | bioensayos
evaluacion
1a ND ND 38
Valle del 1b ND ND 0
Huelehueico| 2a ND ND 75
2 B N ND 25
Pencahue | P1 | 2 B &I B B'B B | 0
Dedihue D1 ND 33
D2 ND 22
D3 ND 44
% muestras
con 25 63 25 38 38 38 20 14 0 0
respuesta

Se consideraron como respuestas positivas (cuadros color café), aguellas en que el parametro
evaluado superd por mas de un 50% a los controles en las larvas expuestas a esa muestra, y
como negativas aquellas en que la diferencia no super6 el 50% (cuadros color celeste). El
porcentaje de respuestas del bioensayo de la columna derecha, refleja el nivel de toxicidad de
las muestras particulares (mientras mayor el porcentaje de respuestas presentadas, mas toxica
es la muestra). En la fila inferior, el porcentaje de muestra alteradas representa la frecuencia
con que se presentd esa respuesta particular. Ed, presencia de edemas; MG, malformaciones
generales; NIV, no inflado de la vejiga natatoria; MCF, malformaciones craneofaciales; MCA,
muerte celular aumentada; FCC, funcionalidad de células ciliadas y NCC, presencia de células
ciliadas; IEC, induccion de estrés celular.

Al observar la Tabla 1, es posible notar que las respuestas que cominmente son
evaluadas en los bioensayos estandarizados, muerte y eclosién, no necesariamente
son las respuestas mas frecuentes, respondiendo ambas en un 25% de las muestras
evaluadas. De este modo la presencia de edemas, deteccién de malformaciones,

inflado de la vejiga natatoria, y pérdida de funcionalidad de células ciliadas de la linea




21

lateral; responden de mejor manera, obteniéndose una respuesta positiva en el 63%,
38%, 38% y 14% de las muestras evaluadas, respectivamente. Los ensayos con la

linea transgénica hsp70:GFP, no arrojaron resultados positivos en ning(in caso.

Tabla 2: Propiedades fisicas y quimicas de las muestras evaluadas.

'] Parametros sobre Ia norma %
Muestra pH {uSfc Metales totales {ug/l) encontrades %) Res
NCh409  NCh1.333 |vloensayos
Zn (7,13} Cu {3,65); Al (321); Se (21,3); Mn .
vallader | 18 582 BRI5 Tt Ba (10.7%: B (25% Fe (3.83) Sa (6.5%) 38
Zn (18); Cu (2,91); Al {278); Sa (42,51 Mn _
Hugishueico] 18 808 21 " eo 0y B3 (24/1); B {24); Fe (406) 8o (1125%) 0
Zn {10B); Cu (26,5); Pbig,8); Al {50,5% Se Fe (26%}, Mn
2a 748 8034 (90,3); Mo (1445); Ba (20,5) B(404)% Fe  (1345%), So - 75
{378) {B03%)
Zn {110); Cu (33.4); Ph{14,6): Al {74,4); Se
88 3 O Ty Bagtaty Foian, - Se(336%) - 2
Zn (30,5% Al {10,3); Se (47,3); Mn (255); Ba Se {136,5%};
Pencahus | P1 758 223 (40.6): Fe (209) = wermy | ©
Dofiihue | D1 743 391  2n,Cu,Fe,Pb, G4, Bl Sn, T, Sh,Ag{<LD}  Ninguno — a3 |
D2 782 397 2n,Cu,Fe, Pb, Cd, B, Sn, TI, Sb, Ag {(<LD} — Ninguno 22 |
D3 7,78 378 Zn, Cu,Fe,Pb, Cd, Bl Sn, TE 8b, Ag {<LD} —_— Ninguno 44 |

NCh, Norma Chilena Oficial. Nch 409: Agua Potable - Requisitos; Nch 1333 estandares
nacionales de calidad ambiental segtin el uso dado al recurso.

Al comparar los resultados de los bioensayos con las propiedades fisicas v
quimicas de las muestras, es posible notar que existe una buena correlacion de los
resultados quimicos y biolégicos, ya que, la muestra que posee una mayor cantidad de
metales sobre la normativa, es a su vez la que presenta un mayor porcentaje (75%) de
respuestas positivas en los bioensayos (Tabla 1, muestra 2a). El resto de las muestras
que presentan multiples respuestas positivas en los bioensayos, como: 1a (38%), 2b

(25%), D1-3 (33%; 22%; 44%), probablemente den cuenta de un efecto de adicién por

la contribucién de los metales individuales y/o de la presencia de otro, u otros tipos de
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contaminantes en las muestras como pesticidas, iones u otros; o bien, las diferencias

en parametros fisicos de las mismas, como el pH o la conductividad.

4.1.1.1 Cuantificacion de las respuestas de bioensayos de diferente duracion.

La cuantificacion de las respuestas de toxicidad y teratogénesis evaluadas durante
los primeros 4 dias de desarrollo de los embriones, permitié comparar y corroborar la
eficacia del método de bioensayos, tanto para agua superficial como subterranea. Al
prolongar el ensayo desde los 4 a [os 6 o 7 dias de exposicién, es posible aumentar el
naimero de respuestas evaluadas. Después de la eclosidbn (2 - 3 dpf) se puede
cuantificar el nimero de individuos que logran inflar la vejiga natatoria entre los 4 a 6
dpf (Fig. 3), la correcta morfogénesis del esqueleto cranecofacial entre los 5y 7 dpf (Fig.
2). Otra respuesta que puede evaluarse al alargar la duracion del ensayo, es el patron
de distribucién de los cromatéforos y la produccién de pigmentos en los mismos. En
nuestro laboratorio hemos visto que estas respuestas se manifiestan frente a la

presencia de algunos contaminantes organicos (De la Paz & Allende, datos no

publicados).
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Figura 2: Cuantificacion de las respuestas obtenidas en bioensayos de distinta duracién.
Respuestas evaluadas hasta a los 4 dias post fecundacion (pf) con muestras obtenidas de (A)
Huelehueico; (B) Dofiihue. Respuestas evaluadas después del dia 5 pf de (C) Huelehueico; (D)
Dofiihue. Ed, edemas; MG, malformaciones generales; NIV, no inflacién de la vejiga natatoria;
MCF, malformaciones craneofaciales.

Figura 3: Inflacién de la vejiga natatoria en larvas de 7 dpf. La exposicion a algunas de las
muestras de agua contaminada generaron defectos en la vejiga natatoria de las larvas,
impidiendo su correcta inflacion lo que genera problemas en la capacidad de desplazamiento de
los individuos. Barra de escala 500 um.
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La mayoria de las muestras evaluadas presentd una reduccién en la inflacién de la
vejiga natatoria respecto de los controles, efecto que aunque no fue estadisticamente
significativo, demostré ser bastante relevante, detectandose en practicamente la

totalidad de las muestras evaluadas (Fig. 2, C y D).

4.1.2 Citotoxicidad, aumento de la muerte celular (MCA).

La tincién in vivo de células muertas con anaranjado de acridina en larvas, no revela
un aumento en la muerte celular tras 24 horas de exposicidon en ninguno de los casos.
Solamente hay un cambio significativo en una de las muestras evaluadas que present6
aumento de muerte celular principalmente en la epidermis del tronco, después de 2
dias de exposicion (muestra 2b). Al aumentar a siete dias la duracién de la exposicion,
tampoco se reveldé una MCA significativa en la mayoria de las muestras evaluadas, a
excepcion nuevamente de lo ocurrido en las larvas expuestas a la muestra 2b del Valle
del Huelehueico, las cuales presentaron MCA en la epidermis de la cola, aletas

caudales y dorsales en desarrollo, y la cara (Fig. 4, B).

Figura 4. Tincién in vivo de células muertas en larvas de 7 dpf expuestas a aguas del
Valle del Huelehueico. Vista lateral de larvas representativas mostrando in vivo la presencia de
un numero mayor de ceélulas muertas en larvas expuestas a agua de consumo humano,
muestra 2b (B, cabezas de flecha) en comparacion con los controles (A). vn, vejiga natatoria;
flecha, mandibula inferior desviada. Barra de escala 300 um.
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4.1.3 Neurotoxicidad periférica: perdida de funcionalidad de células ciliadas de la LLp

(FCC)

Larvas expuestas a la mayoria de las muestras provenientes del las tres regiones
estudiadas, resultaron no tener diferencias significativas en el nimero de neuromastos
funcionales con los controles a los 4 dpf, momento en el cual la LLp, ya posee entre 8 y
10 neuromastos funcionales. Sélo la muestra 2b presenté diferencia con el control,
observandose una ausencia de marca en practicamente la totalidad de los

neuromastos de la LLp, en comparacion con los controles (Fig. 4, Ay B).

Funcionalidad de células ciliadas de la LLp
12

N°® neuromastos

[
; | /

T T T v
Control  1a 1b 23 2b

Muestra

CANWBADN®D W

Figura 5. Pérdida de funcionalidad en células ciliadas de la linea lateral posterior (FCC)
en larvas de 4 dpf expuestas a aguas del Valle del Huelehueico. (A) Control; (B) Larva
expuesta a la muestra 2b. Arriba vistas laterales y abajo vistas dorsales. (C) Cuantificacion del
numero de neuromastos funcionales en la LLp en larvas de 4 dpf (FCC). Las larvas expuestas a
la muestra 2b presentaron una reduccion estadisticamente significativa en comparacion con el
control (**P < 0,01). Barra de escala 500 pm.
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La Figura 5 muestra una larva representativa que fue expuesta a la muestra 2b (Fig.
5, B), y como consecuencia no posee células ciliadas funcionales en ningin
neuromasto del sistema de la linea lateral. Este efecto es evidente si se comparan
estas larvas expuestas, con las larvas del grupo control (Fig. 5, A) que se encuentran
en la misma etapa del desarrollo. A diferencia de lo que ocurre en las larvas expuestas
a la muestra de agua 2b, las larvas control a los 4 dpf poseen aproximadamente ocho
neuromastos en cada lado del fronco y la cola (flechas), los que corresponden ala LL
posterior (LLp), y en la LL anterior (cabeza) un nimerc abundante de neuromastos,
también incorporan a la tincién vital diAsp demostrando la presencia en su interior, de

células ciliadas funcionales.

4.2 Determinar posibles mecanismos de accién asociados a la inhibiciéon de Ia

eclosion, usando toéxicos de referencia.

Como se menciond anteriormente, uno de los eventos cruciales para lograr la
eclosion en peces, es la liberacion al espacio perivitelino de enzimas proteoliticas que
degraden al corion, o coriolisinas; por lo que este objetivo se enfocdé mayoritariamente
en el estudio de las células responsables de la produccion de la coriolisina de pez

cebra

4.2.1 Inhibicién de la eclosion causada por fungicidas friazdlicos.

En un trabajo anterior se observo que la exposicién de embriones de pez cebra a

compuestos quimicos de la familia de los friazoles en concentraciones sub-letales

(Triadimefén, FON, Triadimenol, NOL; y 1,2,4-Triazol, 1.2.4-T), inhibe la eclosion de las

larvas, por lo que estos mismos compuestos fueron utilizados como téxicos de

I
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referencia para estudiar a nivel celular los posibles fenémenos que explican este

efecto.

Tabla 3. Concentraciones de exposicién a triazoles que inhiben la eclosion en
embriones de pez cebra.

-~
Concentracion de exposicion
Téxico Periodo de Alta Media Baja
eXpOSiCIOn 1 0., 96h)  (ICsx96h)  (ICs 96h0)
Triadimefon (FON) 3-48 hpf 36,4 mgiL. 16, 3 mg/L 1,6 mg/L
Triadimenol {NOL) 3 - 48 hpf 55,5 mgiL 28,0 mg/L 2,8 mg/L
1,2,4-Triazole (1,2,4-T) 3 -48 hpf 12,0 g/L 5,6 mg/L 0,6 mgiL

LCso 96 h, concentracion letal para el 50% de una poblacién tras 96 h de exposicion; ICs, 96 h,
concept_r’acién que inhibe la eclosion del 50% de una poblacién experimental luego de 96 h de
exposicion.

lLas concentraciones de triazoles utilizadas en todos los experimentos de este
trabajo derivan de concentraciones efectivas determinadas en un trabajo anterior (De la
Paz, 2009). Las concentraciones altas de exposicién, corresponden a la concentracion
letal para el 50% de la poblacién, tras 96 h de tratamiento (LCs, 96 h); las
concentraciones medias son equivalentes a aquellas que inhiben la eclosién del 50%
de la poblacion tras 96 h de exposicion (ICs, 96 h) y finalmente las concentraciones
bajas se refieren a esta Ultima diluida 10 veces (Tabla 3). El tiempo de incubacién se

extendié en todos los casos solo por 48 h, para minimizar la letalidad de los

tratamientos dentro de los primeros 4 dias de desarrollo.
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En la Figura 6 se muestra el éxito en la eclosién en individuos de pez cebra
expuestos a triazoles durante la embriogénesis, y la dependencia de esta respuesta
con la concentracion. Asi, la exposicion a concentraciones altas de triazoles disminuye
el exito en la eclosion, alcanzando s6lo un 27% de éxito con FON, y un 50% para NOL
y 1,2,4-T. En el caso de las concentraciones medias, la exposicion a FON resulté en
una diferencia significativa en comparacion con los controles, ya que sélo un 68% de
los embriones tratados logré eclosionar. Las concentraciones bajas de exposicion no

causaron diferencias aparentes con el control a los 4 dpf, en ningtin caso.

Exito en [a eclasion a 4 dpf tras la exposicién a triazoles

120-
100+
= B0~ Cordrol
'% N Fon
i) 60"
o e Nol
= 404 1,247

20+
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Media Alta

Figura 6: Exito de /a eclosién en larvas expuestas a triazoles durante la embriogénesis. El
grafico refleja el efecto que tiene sobre la eclosion; la exposicién a concentraciones altas,
medias y bajas de tres triazoles distintos (* P<0,05; *** P<0,001).

Para evaluar el efecto letal que puede tener la inhibicién de la eclosién, se compard
en individuos expuestos a una alta concentracién de FON, la sobrevivencia de
embriones no eclosionados versus individuos liberados de su corion de manera
manual. El registro de la sobrevivencia de ambos grupos se continué hasta los 8 dpf

(Fig. 7), periodo tras el cual los individuos sufren inanicién si no se les administra

alimento.
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Figura 7: Mortalidad en larvas descorionadas y no eclosionadas hasta los 8 dpf. Se
evalué la mortalidad de individuos tratados con FON durante la embriogénesis diariamente
hasta el octavo dpf, y el resultado de los datos acumulados se muestra como proporcién de
individuos muertos en los distintos grupos: control; tratados con FON (c/fc); v tratados con FON,
pero descorionados al segundo dpf (s/c).

La evaluacién de la mortalidad en los embriones no eclosionados (¢/c, Fig. 7)
presenta una diferencia estadisticamente significativa con los controles (*P<0,05), lo
que no ocurrié en el caso de los embriones manualmente descorionados (s/c, Fig. 7);
que alcanzaron una mortandad que no fue estadisticamente diferente a la de los
controles. Este resultado demuestra que la inhibicion de la eclosion es letal en
embriones de pez cebra. Ademas, indica que el defecto inducido por el contaminante
es sobre el corion mismo o sobre la capacidad del embrién de salir de éste, pero que
no son ofros defectos que afectan el normal desarrollo del pez, los que producen
mortandad en este periodo de tiempo. Este hallazgo nos motivé a indagar en los

mecanismos de eclosidn en las larvas, y a examinar la funcion de las glandulas de

eclosién en peces expuestos a contaminantes.
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4.2.2 Cuantificacién y_evaluacion morfolégica de las CGE, en larvas expuestas a

triazoles.

Para analizar las causas que conllevan a la inhibicién de la eclosién provocada por
los triazoles, decidimos evaluar la integridad de las células de la glandulas de eclosidn
(CGE) en las etapas de pre-eclosion (1 dpf) y de eclosion (2 dpf a 3 dpf), ya que, una
alteracion que les impidiera realizar su funcidn bioldgica secretora, podria ser la causa
del efecto observado. Para determinar si esta respuesta se relaciona con la alteraciéon
del desarrollo de las CGE, estudiamos a este grupo celular in vivo mediante la

utilizacion de lineas de pez cebra transgénicos.

4.2.2.1 Patrén de expresién de GFP en la linea transgénica PAX6_hs6A.

En la linea transgénica PAX6_hs6A de pez cebra, la expresién de la proteina
fluorescente verde (GFP) es dirigida por un elemento regulador del gen pax6 de
humanos. La expresion del reportero en este transgénico ha sido descrita en distintas
partes del sistema nervioso central y periférico; como el téctum optico, el cerebro
posterior, [a médula espinal, |a linea lateral y el cristalino (Navratilova y col, 2009). Al
analizar con mayor detencién la expresion de GFP en distintos estadios, es posible
notar que el reportero se encuentra ademas, en el citoplasma de un grupo de células
en la region pericardica del vitelo entre los dias 1 y 3 post fecundacion, expresién que
al dia 4 ya no es detectable bajo el microscopio (Fig. 8). Al comparar la expresién

espacio-temporal de GFP en estos individuos, con el patrén de expresién del gen heta

(Thiesse 2001, Fig. 1), se determind que estas células corresponden las CGE.
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Figura 8: Patron de expresion de GFP en la linea transgénica PAX6_hs6A. A la izquierda
vistas ventrales de la region rostral muestran la expresion de GFP en las CGE en la region
pericardica del saco vitelino (flechas), expresiéon que persiste solamente hasta los 3 dpf. A la
derecha vistas laterales de mismas larvas, muestran expresion de GFP en el primordio de la LLp
(cabezas de flecha) durante su migracion (1 - 2 dpf), pero a diferencia de lo ocurrido con las CGE
esta expresion en la LLp se mantiene al comenzar el periodo larval. Barra de escala 500 pm.

En los individuos PAX6_hs6A se puede observar en la region pericardica del vitelo
entre los dias 1y 3 post fecundacion, la presencia de GFP en un patrdn casi idéntico al
de expresion del gen het (Fig. 8, A-C). Este patrén de expresién es consistente con la
ubicacion y la naturaleza transiente de las CGE, que una vez pasado el periodo de
eclosién entre 48 y 72 hpf, desaparecen (Fig. 8, D). Se observa ademas, como este

grupo de células cambia su distribucién alrededor del vitelo, que abarca una amplia
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superficie (Fig. 8, A) hasta una ubicacién cada vez mas central y anterior en la regién
ventral, acercandose progresivamente a la zona faringea de los individuos a los 3 dpf
(Fig. 8, C). En esta etapa del desarrollo, se puede observar un grupo de células
bastante reducido si se compara con la extensién inicial del espacio que ocupaban al

dia 1 y 2 post fecundacion (Fig. 8, Ay B).

4.2.2.2 Cuantificacion del nimero de células de las glandulas de eclosién, en larvas

PAX6_hs6A.

La cuantificacion del nimero de células GFP positivas en las larvas expuestas a
concentraciones altas de los tres triazoles utilizados, denota una disminucién
significativa en la deteccién del reportero (Fig. 9, D). Efecto que fue dependiente de la
concentracion de exposicion, lo que se muestra en la Figura 9, A-C tomando los
tratamientos con FON como ejemplo. La exposicion a FON y NOL produce una
reduccion en el numero de células detectables, de aproximadamente un 40% y 55%
respectivamente. Esto no ocurre tras la exposicion a 1,2,4-T donde el numero de
celulas GFP positivas no fue significativamente distinto de los controles, a pesar de que

también produce inhibicién de la eclosion en la concentracién utilizada.

Para evaluar las causas de esta diferencia entre los tratamientos con los fungicidas
(FON y NOL) y el triazol libre (1,2,4-T), y determinar si esta reduccién en el ntimero de
celulas detectables se debe a una diferencia en el numero de las mismas, 6 a un
cambio en la expresion del reportero, se utilizé una segunda linea transgénica que
permitiera cuantificar con mayor precisién y evaluar morfométricamente a este grupo

de células.
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Figura 9: Cambio en la expresion génica en las CGE tras la exposicién a téxicos que
inhiben la eclosién. CGEs de larvas representativas de la linea transgénica PAX6_hs6A de 2
dpf muestran la disminuciéon dependiente de la concentracion, del numero de células tras la
exposicion a FON durante la embriogénesis. El nimero de CGEs detectables tras la exposicion
a concentraciones altas de triazoles fue cuantificado, y se observa una disminucién significativa
en las larvas expuestas a FON y NOL, pero no a 1,2,4-T. (A) Control; (B) FON 28 mg./L; (C)
FON 36,4 mg/L; (D) Cuantificacion (N=20 embriones/tratamiento) (**P<0,01; *** P<0,001). Barra

de escala 50 pm.

4.2.2.3 Cuantificacion del nimero de glandulas de eclosion, en larvas cldnB:GFP, tras

exposicion a triazoles.

El experimento anterior fue repetido, esta vez con embriones cldnB:GFP que
también expresan GFP en las glandulas de eclosién. A diferencia de la linea
transgénica PAX6_hs6A, en cldnB:GFP la expresion del reportero es dirigida por el
promotor del gen cldnB y la proteina fluorescente posee una sefial de unién a

membranas (Haas & Gilmour, 2006). En estos embriones entre 1 y 2 dpf, la expresion
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del reportero se observa en las CGE, el epitelio de los pronefros, la retina anterior y en

todas las células del sistema de la LLp, entre otras (Fig. 10).

Figura 10: Patrén de expresion de GFP en la linea transgénica cldnB:GFP. Expresion de
GFP muestran la distribucién bilateral de las CGE en la regién pericardica. (A) Vista lateral
anterior; (B) vista lateral; (C) vista ventral. CGE, células de las glandulas de eclosion; pr,
primordio de la LLp; ra, retina anterior. Barra de escala (A) 100 um, (B) 250 um.

Para cuantificar las CGE presentes en los embriones de 1 y 2 dpf expuestos a
triazoles, se contdé en embriones c/dnB:GFP el nimero de células en la mitad del area
total del epitelio, el que posee una simetria bilateral como puede apreciarse en la
Figura 10, C. La GFP de membrana en este transgénico permiti6 de manera mucho
mas simple y confiable la cuantificacion de las CGE, y demuestra que no hay una
disminucion del nimero de células tras los tratamientos con triazoles a los 2 dpf en
comparacion con los controles, y que tampoco existe un cambio en la cantidad de
estas entre el primer y segundo dia post fecundacion (Fig. 11); por lo que la
proliferacion celular de este tejido probablemente finalice antes del primer dia. Debido

a que la disminucion de la expresion del reportero en las CGE de los embriones
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PAX6_hs6A seglin este resultado, no se debe a una reduccién en el nimero de
células, decidimos evaluar la morfologia de éstas para determinar su integridad o si

existe alguna alteracion que pudiese sugerir el motivo del cambio de expresién génica

observado.
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Figura 11: Cuantificacién del nimero de CGE en la linea cldnB:GFP. Microfotografias de
fluorescencia de las CGE de individuos representativos (A) Control; (B) FON; (C) cuantificacion
de las CGE que no refleja diferencias significativas entre distintos estadios o tratamientos (1dpf:

N=17; 2 dpf: N=25). Barra de escala, 50 pm.
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4.2.2.4 Anélisis morfolégico de células de la glandula de eclosién en la lfinea

cldnB:GFP

La evaluacion morfométrica de las CGE comprendio la medicién de su area,
diametro y circularidad. Los resultados demuestran que, aunque el area celular se
mantiene respecto a los controles en los embriones sometidos a cualquiera de los
tratamientos (Fig. 12, A); existe una diferencia en la forma de las células de los
embriones de 2 dpf tratados con FON y NOL, ya que, éstas tienen un perimetro (Fig.
12, B) y circularidad diferente (Fig. 12, C) que las CGEs de los controles. Los
embriones tratados con 1,2,4-T no presentan diferencias morfolégicas en ninglin caso

con los controles (Fig. 12, By C).
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Figura 12: Evaluacién morfométrica de las CGE a los 2 dpf. El nimero de células totales
medidas fue de 70 por cada tratamiento (7 células x 10 embriones / tratamiento). (A) area
celular; (B) perimetro celular; (C) circularidad de las CGE.
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Asi, la descripcién morfométrica de las CGEs a los 2 dpf, revela que estas células
en individuos normales poseen un 4rea entre los 27 y 30 um? su perimetro bordea
entre los 55 a 60 um, y su circularidad alcanza a un 80% aproximadamente en este
estadio. En cambio en los individuos tratados con FON y NOL, el perimetro de las CGE
es menor, alcanzando entre 52 y 55 pm, mientras la medida del circularidad llega al

85%, en ambos casos.

4.2.3 Evaluacion de muerte celular en las células de las gléndulas de eclosion,
mediada por téxicos de referencia.

En un trabajo anterior de nuestro [aboratorio, se observé de manera preliminar que
las CGE de embriones de 2 dpf expuestas a FON incorporan el colorante vital
anaranjado de acridina, el cual se une al ADN de células muertas; por lo que es
ampliamente utilizado como marcador de muerte celular in vivo en embriones de pez
cebra (Parng y col, 2004). Este antecedente nos llevé a pensar que la diferencia
morfoldgica observada en las CGE tras los fratamientos con FON y NOL, podta
explicarse por algn proceso de aumento de volumen, fenémeno que puede anteceder

por muchas horas a la necrosis u oncosis (Majno & Joris, 1995).

4.2.3.1.Deteccion de muerte celular con anaranjado de acridina.

El colorante vital anaranjado de acridina demostré ser incorporada por las CGE de
embriones y larvas de 1 y 2 dpf tratadas con triazoles, pero al intentar cuantificar esta
respuesta notamos que las GCE de los individuos control, también incorporaban la

marca en todos los experimentos realizados, que fueron méas de 3. Al evaluar esta
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marca con mayor detencién, se hizo evidente que ésta desaparece de las CGE de
manera progresiva y bastante rapida tras la exposicién a la luz, tanto en los controles
como en los tratamientos; aunque la marca de las zonas que normalmente presentan
muerte celular durante el desarrollo (zonas control), como el ano o la aleta caudal, no

desaparecia.

La Figura 13 muestra la coincidencia espacial de la marca vital con las CGE,
comparando la posicion de estas Ultimas con la ubicacion de la marca (Fig. 13, Ay B),
ademas muestra como ésta desaparece en los embriones control de 1 dpf tras la
exposicion a la luz UV, mientras la marca presente en algunas células del cerebro

anterior (Fig. 13, C), y en las zonas control, no desaparece (no mostrado).

Figura 13: Evaluacién de muerte celular en las CGE en embriones silvestre con
anaranjado de acridina. (A) Larva silvestre de 2 dpf, fotografiada bajo luz blanca y (B) luz UV
con filtro verde; (C) larva silvestre de 1 dpf, con luz UV y filtro verde. Se muestra la localizacion
de la marca en las CGE (circulos en A y B) y desaparicion progresiva de la misma (flechas en
C) en menos de un minuto de exposicién continua a la luz UV. Barra de escala 250 um.
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Para determinar si la incorporacion de anaranjado de acridina en las CGE,
corresponde a una condicion de muerte celular en este tejido a partir del primer dpf, o0 a
una incorporacion inespecifica de la marca por parte de éste, decidimos realizar en los
mismos estadios y tras las mismas exposiciones, una reaccion de deteccién de células

apoptéticas con un método enzimatico especifico para muerte celular programada.

4.2.3.2. Deteccion de células apoptéticas mediante TUNEL.

La tecnica de TUNEL detecta de manera enzimatica las etapas iniciales de la
fragmentacion del ADN, caracteristica de las células que sufren muerte celular

programada.

La Figura 14 muestra vistas ventrales de la parte anterior de embriones de 2 dpf
tratados con triazoles, que fueron sometidas al marcaje con TUNEL. Se pueden
apreciar algunas marcas de células apoptéticas en la regién del vitelo y del cerebro

anterior, tanto en los controles como en los individuos tratados.

Figura 14: Deteccion de células apoptéticas mediante TUNEL en embriones expuestos a
triazoles. Vistas ventrales de larvas de 2 dpf muestran la region anterior del vitelo y la cabeza, y
no presentan diferencias aparentes en la cantidad de células apoptodticas entre los tratamientos
y los controles. Barra de escala 200 pm.




Aunque los embriones tratados muestran un ligero aumento en la cantidad de
células apoptéticas, la diferencia es insignificante en el area de las CGEs (Fig. 14). Asi,
este experimento no revelé una diferencia significativa en la cantidad de células
apoptéticas entre los tratamientos y el control, por lo que no se podria atribuir un efecto
de induccidn de muerte celular de los triazoles sobre este tejido. El mismo experimento
fue realizado con embriones de 1 dpf y el resultado también fue negativo (figura no

mostrada).

4.2.4. Evaluacién de proteasas liberadas por las CGE de embriones de pez cebra en

etapa previa a la eclosidn.

Los resultados anteriores demuestran que existen diferencias fenotipicas
expresadas como cambios en la expresion del reportero GFP en la linea transgénica
PAX6_hs6A, y como diferencias morfolégicas entre las glandulas de eclosién de
embriones controles y tratados con triazoles. Buscando una explicacién a esta
situacion y la relacién con la inhibicidén de la eclosidon que producen estos compuestos,
se descartd la muerte celular anticipada y también la reduccién del niimero de células.
Lo que a su vez, descarta posibles defectos en el desarrollo o la proliferacion de este
tejido transiente. Asi, otra posible explicacién podria ser una acumulacién o falla en la

liberacién del contenido citoplasmatico en estas células.

La maduracion de estas células secretoras conlleva una acumulacién progresiva de
granulos de cimégenos entre el primero y segundo dia de desarrollo que, como se dijo
anteriormente son liberados antes de la eclosién entre el segundo y tercer dia de

desarrollo, aunque se desconoce el momento o estadio preciso de su liberacion o si es
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un evento sincrénico en el desarrollo del pez cebra. Lo que si se sabe, es que este

proceso es indispensable para el éxito de la eclosién.

Para evaluar la liberacion del contenido de las CGE, decidimos medir el cambio en
la actividad proteolitica del medio de incubaciSn de embriones descorionados
manualmente, y de esta manera determinar el momento en que el contenido de estos

granulos, es liberado al espacio extraembrionario.

4.2.4.1. Actividad proteolitica del medio de incubacién.

Los datos presentados en la Figura 15 muestran la actividad proteolitica relativa del
medio de incubacién que contenia embriones descorionados entre las 46 y 50 hpf,
medida con un método colorimétrico. La intensidad de la emisién de fluorescencia (535
nmy) refleja la actividad proteolitica total del medio, que se relaciona con la secrecién de
proteasas por parte de los embriones incubados en éste. A las 46 hpf, la intensidad de
la emision del medio control (230) es similar a la intensidad de emisién en los
tratamientos con FON (230), NOL (204) y 1,2,4-T (170), valores que no superan por
mucho a la emisién del medio blanco de la reaccion (149); mientras que el valor para el
control positivo con tripsina es indiscutiblemente superior (425). A las 50 hpf, el valor
de intensidad de emision de fluorescencia para el medio de los embriones control
aumenta considerablemente de 230 a 553, aunque los valores para los embriones
tratados varia levemente (FON, de 230 a 309; NOL, de 204 a 227, y 1,2,4-T, de 170 a
159 ) y mantienen una diferencia marginal con el blanco (149), pero considerable atin

en comparacion con la tripsina (425).
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Figura 15: Defeccién de actividad proteolitica en el medio extraembrionario. La
evaluacion de la actividad proteolitica, reflejada por la emisién de luz 535 nm, en el medio E3
que contenia embriones en periodo normal de eclosién, muestra diferencias entre los individuos
que fueron previamente tratados con triazoles y los individuos control a las 50 hpf, mientras 4
horas antes la emision 535 nm era similar en todos los casos.

4.2.4.2. Evaluacién del contenido de granulos de cimégeno en las CGE,

Se ha descrito que el contenido de las CGE en el pez cebra es altamente refractante
(Kimmel y col, 1995), y que una vez liberados los granulos que contienen en su
citoplasma, esta caracteristica se pierde. Utilizando microscopia éptica, se cuantifico el
nimero de CGEs que contenian granulos de cimégeno en su interior (Fig. 16) para
evaluar asi, si el arresto de la enzima HE1 es responsable de la inhibicion de la
eclosion de las larvas, y explica finalmente la diferencia en la actividad proteolitica del

medio extraembrionario entre los controles y los tratamientos con triazoles.

Los embriones que fueron sometidos a concentraciones altas de FON, NOL y 1,2,4-
T, contienen un numero significativamente superior de células con contenido granutar
en comparacion con los embriones control. Dos experimentos distintos se realizaron
para comprobar este resultadg, En el primero, embriones en estadio de blastula fueron

expuestos por 48 h a los quimicos, y la liberacién de granulos se evalu6 alos 1, 2y 3
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dpf para caracterizar la acumulacién y liberacion de los mismos. Se observd que,
segun lo esperado, no existe diferencia entre los controles y los tratamientos hasta el
segundo dpf, diferencia que se incrementa al tercer dpf (Fig. 16, E). En el segundo
experimento las exposiciones se iniciaron a las 24 hpf, y la cuantificacién se realizé a

los 2, 3 y 4 dpf (Fig. 16, F).
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Figura 16: Retencion de granulos de cimégeno contenidos en las CGE tras la exposicion
a triazoles. (A) Control; (B) FON; (C) NOL; (D) 1,2,4-T; (E) exposicion temprana (0 a 2 dpf),
evaluacion de 1 a 3 dpf; (F) exposicion tardia (1 a 3 dpf) evaluacién de 2 a 4 dpf. Barra de
escala, 20 um.

La Figura 16 refleja la dinamica de liberaciéon de granulos de cimogeno de las CGEs
entre los 1y 4 dpf. Al observar en los controles el numero de células/area que contiene

granulos de cimdgeno, es evidente la disminucién de éstas entre los 2 y 3 dpf, llegando




a la ausencia total al dia 4. Esta situacién no es replicada por los embriones tratados,
los que a pesar de mostrar algunas variaciones en el periodo de tiempo evaluado,
mantienen a partir de los 2 dpf una diferencia significativa con los controles tras la
exposicion temprana (Fig. 16, E) y tardia en el niimero de células/area con contenido

granular (Fig. 16, F).

4.3. Caracterizacién del contenido proteico del liquido perivitelino (LPV) en el

pez cebra.

Para realizar una caracterizacion inicial del contenido del LPV se determiné la
concentracion total de proteinas presentes en este medio a 1 y 2 dpf, y se investigé la
identidad de las mismas a los 2 dpf, ya que, la informacién acerca de otras proteinas
que se encuentren en el LPV, aparte de las coriolisinas, es practicamente inexistente

en pez cebra.

4.3.1 Determinacién de la concentracién de protefnas fotales en el L PV.

El contenido proteico del LPV extraido del espacio perivitelino (EPV) de embriones
de 24 y 48 hpf, se analizé para conocer la concentracién de proteinas totales mediante
el método de Bradford. Se determiné que la conceniracién encontrada en el LPV de
embriones de 1 dpf que fue de 1,6 pg/pl; mientras a los 2 dpf la concentracion de
proteinas totales en el LPV (Fig. 17) es en promedio de 1,5 ug/ul, valor que no
presenta diferencia estadisticamente significativa con el primer dia, 6 con embriones

del mismo estadio tratados con triazoles, cuyos valores promedio alcanzaron a 1,8
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Hg/pl para FON; 1,3 ug/pl para NOL y 1,5 ug/pl para 1,2,4-T a los 2 dpf (calculos en

anexo C).

Proteinas totales en el LPV

Contro! Contro! FON NOL 1,24-T
1 dpf 2 dpf

Figura 17: Concentracién de proteinas totales en el LPV de embriones de pez cebra. La
concentracién de proteinas fotales se determind para el LPV de embriones de 1 y 2 dpf, y
también después del tratamiento con triazoles a los 2 dpf.

La determinacion de las proteinas totales en el LPV demuestra que no existe una
variacion significativa en su concentracion entre el primer y segundo dpf, y tampoco
luego de la exposicion a triazoles (Fig. 17), aunque este método no permitiria detectar
si hay un cambio a nivel de la identidad y proporcion de las distintas proteinas que se

encuentran presentes este medio extraembrionario,

4.3.2 Separacion de las profeinas presenfes en el LPV en etapa de pre-eclosién y

eclosién por SDS-PAGE

Para determinar si existen cambios en la composicién proteica del LPV entre los
dias 1 y 2 post fecundacién, y tras el tratamiento con triazoles durante la

embriogénesis, se realizé una separacién por tamafio molecular de las mismas

utilizando la técnica de SDS-PAGE (Figura 18).
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Figura 18: SDS-PAGE que revela el perfil de bandas de proteinas en el LPV de embriones
de pez cebra. Perfil proteico del LPV de embriones de 1 dpfy de 2 dpf tratados con triazoles.

La Figura 18 muestra el patron de bandas de proteinas presentes en el LPV de
embriones de 1 dpf, carril A; de 2 dpf, carril B; y de 2 dpf tratados con triazoles, carriles
C - E. Es posible apreciar una cantidad importante de bandas bien definidas que
podrian agruparse en dos conjuntos: (grupo a) proteinas con tamafio molecular
superior a 60 kDa, entre las que se puede apreciar una banda de 120 kDa y otra de
aproximadamente 70 kDa; (grupo b) un segundo conjunto de proteinas de tamafio
inferior a 35 kDa, que incluye una banda intensa cercana a los 30 kDa, dos bandas
muy cercanas entre los 20-25 kDa, otras dos de aproximadamente 17 y 15 kDa y un
conjunto de bandas de menor tamafio. Por ultimo se distingue ademas una banda muy

tenue cercana a los 40 kDa. Debido a que sabemos que este liquido contiene
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conjunto de bandas de menor tamafio. Por tiltimo se distingue ademas una banda muy
tenue cercana a los 40 kDa. Debido a que sabemos que este liquido contiene
abundantes proteasas, no es posible determinar por este medio si cada una de las
bandas observadas pertenece efectivamente a una proteina particular o a fragmentos

degradados.

El patron electroforético encontrado en el LPV no varia de manera evidente entre el
primer y segundo dpf entre los controles, a excepcion de las dos bandas del grupo (a)
que se ven con menor intensidad al dia 2, respecto del dia 1. Después del tratamiento
con triazoles tampoco se ven diferencias importantes aparte de estas mismas dos
bandas, que extrafiamente si aparecen muy marcadas en el LPV de los embriones

tratados.

4.3.3 ldentificacion de las protfeinas presenies en ef LPV de embriones de pez cebra

en etapa de eclosion.

Mediante secuenciacién de péptidos con espectrometria de masas (MS) se
identificaron todas las proteinas que existen en el LPV del pez cebra a los 2 dpf. A
continuacion se presenta una lista con la identidad de las principales proteinas
encontradas , es decir, cuyas identidades fueron predichas con mayor fidelidad; y la

funcion biologica general que poseen, segun la literatura:

1.HE1a: Hatching Enzyme (29.4 kDa): Metaloproteasa, coriolisina del pez cebra,

sintetizada y secretada por las CGE antes de la eclosién.

2. ZP2.3: Zona Peliucida glycoprofein 2.3 (47,2 kDa): Glicoproteina constituyente de |a

cara interna del corion, sustrato natural de la metaloproteasa HE1.
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3. si:dkey-46g23.3, profeina hipotética (158.3 kDa): Proteina extracelular con actividad

inhibitoria de endopeptidasas.

4. ZP2.2: Zona Pellucida glycoprotein (47.1 kDa): Glicoproteina constituyente de la cara

interna del corion, sustrato natural de la metaloproteasa HE1.

5. PZP: pregnancy zone protein: a-2-macroglobulin; (159.6 kDa): Inhibidor de proteasa

universal, con rol en el sistema inmune innato de vertebrados e invertebrados.

6. CHIA: Acidic chitinase: Eosinophil chemotactic cytokine (52,7 kDa): Hidrolasa que

participa en el metabolismo de quitina. Defensa antimicrobiana.

7. Proteina hipotética LOC100126100 (KDa 17.6 kDa): Posee dominio de Lectina tipo

C. Unién a azucares para reconocimiento. Organizacién de la MEC, endocitosis,

reconocimiento de patégenos, interaccion célula-célula.

8. TFA: transferrin-a (73,48 kDa): Transporte de hierro.

9. Proteina hipotéfica L OC751705 (15,56 kDa): Posee dominio Lectina de unién a

galactosa. Reconocimiento de azucares.

10. Profeina hipotética [OC564906; (38,0 kDa): Proteina similar a catepsina-L,

endopeptidasa que participa en la degradacién proteica en lisosomas.

11. l-rhamnose-binding lectin CSL3; (24,4 kDa): Reconocimiento de azucares, unién a

ramnosa. Participa en el sistemna inmune innato de vertebrados.

12. Proteina hipotética LOC564979 (38.0 kDa): Proteina similar a papaina, posee

dominio de tipo cisteina peptidasa, que en invertebrados funciona como enzima de
eclosion, mientras en vertebrados se le asocia una funcién de degradacion lisosomal

de proteinas.
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Entre las proteinas identificadas se encontré en primer lugar como era esperado, a
la coriolisina HE1 de pez cebra y sus sustratos naturales, que forman parte de la Zona
Radiata Interna (ZRI) del corion, las glicoproteinas ZP2.2 y ZP2.3 que son homélogas a

las proteinas que se encuentran en la zona pellicida del ovocito de mamiferos.

Llama [a atencién la presencia de al menos ires secuencias que fueron reconocidas
con funcién asociada al reconocimiento de azucares (LOC100126100, LOC751705 y
CSL3); una hidrolasa con participacion en el metabolismo de la quitina (CHIA); dos
endopeptidasa asociadas a la degradacién lisosomal de proteinas (LOC564906 y
LOC564979) y dos inhibidores de proteasas (si:dkey-46g23.3, y PZP en sus isoformas
1y 2). Asi, es posible que de las proteinas encontradas con dominios referidos al
reconocimiento de azucares (tipo lectinas) se relacionen al reconocimiento y
aglutinacién de patégenos; a su vez, la presencia de inhibidores de proteasas también
podria otorgar una defensa antimicrobiana al embrién en desarrollo, del mismo modo lo
haria la presencia de endopeptidasas. Por Gltimo, la existencia de quitinasa es sefial de
que el LPV tendria propiedades antimicéticas y de defensa conira la presencia de
posibles parasitos o depredadores de tipo artropodos u otros invertebrados que posean

exoesqueleto.
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V. DISCUSION

5.1 Bioensayos con embriones de pez cebra para detectar presencia de

contaminantes biodisponibles en cuerpos de agua en Chile.

Los resultados obtenidos en los bioensayos permiten aseverar que el meétodo
utilizado posee una buena sensibilidad y correlacién con los andlisis quimicos. No en
todos los casos esto fue asi, lo que probablemente se deba a la presencia de otro fipo
de contaminacién o compusestos que no fueron determinados en la quimica analitica.
También podria deberse a las diferencias en los parametros fisicos de las muestras.
En futuros trabajos, se sugiere incorporar una mayor cantidad de parametros al anélisis
quimico, con el fin de poder asociar de mejor manera la relacion causa-efecto de las

respuestas que se observen en los distintos bioensayos.

En el caso de las muestras de Dofiihue, el método de deteccidbn de metales
utilizado’ posee Iimites de deteccién mayores que en el resto de las muestras?, lo que
podria explicar en parte el hecho de tener respuestas positivas en los bioensayos, mas
no en la quimica analitica. En este caso es importante considerar, que no se evalué la
totalidad de los parametros quimicos de calidad de aguas que establecen las normas, y
que la presencia de contaminantes de tipo organico o i6nico, podria haber estado
presente también en las muestras. Ademas, éstas se tomaron en un lugar cercano a

cultivos agricolas, por lo que la contaminacién de tipo organica es bastante probable.

Los bioensayos realizados son capaces de detectar los efectos producidos por

cualquier tipo de contaminante que se encuentre biodisponible en niveles téxicos, de

! Espectrofolometria de emisién dptica con plasma.
2 Voltametria de Redisolucién Anddica.
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manera independiente a su identidad, lo que no ocurre con los andlisis quimicos que
s6lo dan respuesta positiva a los compuestos especificos que se buscan con cada
técnica aplicada. Esto podria explicar porque la muestra 1a arrojé mayores efectos que
la muestra 1b a pesar de tener una menor cantidad de metales, ya que, en este estudio
no se evaluaron parametros como la presencia de pesticidas, iones, dureza, o materia
organica disuelta (MOD), y se sabe que este ultimo es capaz de modular la
acumulacién de cadmio en el embrién (Burnison y col, 2006). Es posible que la
diferencia de pH de las muestras determinara una distinta biodisponibilidad de los
contaminantes que éstas contenfan, produciendo asi una diferencia en la respuesta
toxica detectada. Existen antecedentes de que la variacion de ciertos parametros
fisicos de las aguas, pueden modular la toxicidad del cobre en larvas de pez cebra,
especificamente la neurotoxicidad reflejada en e! dafio a las neuronas del sistema de la
LLp (Linbo y col, 2009), lo que podria explicar el porqué la muestra 2b que posee una
concentracion de cobre (33,4 ug/L) superior a la reportada como neurotéxica en larvas
(igual a 20 pg/L), no presenta respuesta en la cuantificacidn de FCC (Fig. 5), y sf lo

hace la muestra 2a que posee una menor cantidad de éste metal (26,6 ug/L).

La utilizacién de Ia linea transgénica hsp70.GFP que expresa al reportero GFP en
tejidos sometidos a estrés celular (Blechinger y col, 2002), no fue tan 0tll como se
esperaba, ya que los individuos controles presentan una alta variabilidad en la
expresion del reportero, lo que dificulta la interpretacion de los resultados (Fig. 19,
Anexo D). Los bioensayos con esta linea transgénica no dieron en ningun caso
respuesta positiva significativa, lo que demuesira una baja sensibilidad de la misma
para su utilizacion en estudios ecotoxicolégicos. Probablemente los niveles de

toxicidad que se requieren para obtener una respuesta, son mucho mas altos que los
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necesarios para activar cualquiera de las ofras respuestas que fueron evaluadas, Por
el contrario la Iinea sox10:GFP posibilité la deteccibn de malformaciones
craneofaciales de manera muy rapida y sencilla, manifestadas como alteraciones en Ia

morfologia de los elementos de! esqueleto mandibular y faringeo.

Ei aumento en [a cantidad de puntos de evaluacién de toxicidad con respecto a los
métodos sugeridos por la OECD, permite evaluar una mayor cantidad de efectos sobre
el desarrollo, crecimiento y fisiologia de los embriones y larvas frente a la exposicion a
aguas contaminadas. Este aumento en la sensibilidad del ensayo es vital a la hora de
evaluar muestras ambientales que, a diferencia de los ensayos para la evaluacion de
soluciones reconstituidas con compuestos quimicos individuales, contendran mezclas
no identificadas. Estas podrian tener distintas interacciones cambiando Ia
biodisponibilidad de los distintos compuestos y el nivel de toxicidad general de la
muestra. Esto ademas variara frente a la diferencia de los parametros fisicos como el
pH, la dureza, la conductividad y la presencia de iones en las muestras analizadas por
lo que Ia toxicidad de éstas en general no actuara por uno, sino por varios mecanismos
de accién. El registro de efectos letales, teratogénicos, fisiolégicos, citotoxicos y
neurotéxicos amplia enormemente el rango de deteccién de efectos que podria
encontrarse en una muestra desconocida, lo que otorgaria varias ventajas a este tipo
de bioensayos, permitiendo mediante su uso una mejor evaluacién de los riesgos y

efectos asociados a la contaminacién de las aguas continentales.
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5.1.1 Ventajas del bicensayo para evaluacién de aguas continentales con embriones
de pez cebra.

5.1.1.1 Reduccién del costo del bioensayo. Al ser el sugerido un ensayo semi-estatico,
los volimenes de muestra requeridos son bastante bajos (<500 ml/muestra); por lo que
se facilita el transporte y almacenamiento de las mismas. El rapido desarrollo de esta
especie y su tamafio, permiten la realizacion de bioensayos rapidos y en espacios
reducidos de incubacion. El costo de reproducir y mantener los peces es muy inferior al

costo equivalente en mamiferos e incluso de cultivos celulares.

5.1.1.2 Necesidad de menor control de variables. Los tests estandarizados para
evaluar compuestos quimicos aislados, exigen el control de una gran cantidad de
parametros fisicos y quimicos (pH, conductividad, presencia de iones, metales, etc.) de
las soluciones a evaluar. De esta forma, se limita el tipo de sustancias que se pueden
analizar (compuestos volatiles o lipofilicos se excluyen), lo que no sélo aumenta el
costo del ensayo, sino que hace imposible el analisis de muestras ambientales. Las
muestras ambientales deben ser alteradas en la menor medida posible, para asi
permitir la evaluacién de los efectos toxicolégicos que producen las propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas en su conjunto; requisito indispensable en la evaluacién

de riesgos asociados a la contaminacion acuatica.

5.1.1.3 Deteccién de cualquier tipo de compuesto biodisponible en niveles téxicos. Esto
es un gran complemento a las técnicas analiticas de evaluacion de aguas, ya que, la
naturaleza de los efectos toxicos junto a [os antecedente de las actividades

antropogénicas y la geologfa en las areas a evaluar, permiten elegir de mejor manera
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el tipo de sustancias quimicas a cuantificar (metales, pesticidas, farmacos, etc.). Lo
anterior permite abaratar los costos asociados, permitiendo asi una evaluacién mas
completa de la calidad rea! del agua, sumando la variable biolégica a la quimica y
fisica, que actuaimente se utilizan como Unicos parametros en la evaluacion y

fiscalizacion de la calidad de aguas en Chile.

5.1.1.4 Versatilidad y facilidad en la transferencia tecnoldgica. La simplicidad y los
costos relativamente bajos asociados al ensayo propuesto, facilitarian la
implementacién de éstos como método de evaluacién de la calidad de aguas
continentales con distintos usos (consumo humano y animal, riego, acuicultura,
recreacion, efluentes de plantas de tratamiento, RILES, efc.). A pesar de que la
evaluacion de respuestas como citotoxicidad y neurotoxicidad, puede aumentar el
costo e infraestructura requerida en los ensayos, éstas pueden ser utilizadas como
complemento en estudios mas detallados e incluso en estudios ecotoxicolégicos con
especies locales, ya que, su evaluacidon no requiere un alto entrenamiento y las
tinciones vitales no son especie-especificas como otros marcadores moleculares
utilizados en estudios toxicolégicos en laboratorios especializados (sondas,
anticuerpos, transgénicos GFP, etc.) los que ademas son muy costosos, requieren de
alto entrenamiento para su uso y, exceptuando la evaluacion del GFP, no permiten la

evaluacidn de tejidos y tipos celulares in vivo.

5.1.2 Relevancia de las respuestas toxicas afladidas.

5.1.2.1 No Inflado de la vejiga natatoria, NIV. En el pez cebra la vejiga natatoria (VN)

se forma entre los 1,5 y 2 dpf, momento en el cual se encuentra llena de fluido, el que
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es reemplazado por gas de baja densidad entre los 4 y 6 dpf. Se sabe que este 6rgano
tiene importantes funciones en la sobrevivencia de los peces. El periodo en que ocurre
el inflado de la vejiga, coincide con el inicio de la vida libre tras la eclosion, y con el
agotamiento de las reservas de vitelo, lo que obliga a las larvas a buscar alimento por

si mismas (Robertson y col, 2007).

La inflacién de la VN reduce la densidad® y gravedad especifica* de las larvas, lo
que tiene al menos dos consecuencias vitales: (1) reduce los requerimientos
energéticos para mantenerse en posicion vertical y nadar a diferentes profundidades
en la columna de agua, generando ventajas adaptativas y energéticas para los
individuos; y (2) el cambio en la gravedad especifica varia la sensibilidad
mecanosensorial de la linea lateral, al cambiar la relacién entre las velocidades del flujo
que este sistema sensorial detecta en el agua (Stewart & McHenry, 2010), lo que a su
vez puede influenciar la susceptibilidad de los individuos al ataque de depredadores.

Las implicancias de una incapacidad en la formacién y/o inflado de la VN, son
letales, ya que, las larvas que no puedan buscar su alimento merirén de inanicién, y
ademas tendran un mayor riesgo de ser depredadas al poseer una capacidad de
desplazamiento restringida, por ser incapaces de controlar su gravedad especifica y

alcanzar una flotabilidad neutra.

5.1.2.2 Perdida de funcionalidad del sistema de la Linea Lateral, FCC: EIl sistema
mecanosensorial de la Linea Lateral (LL) se encuentra presente en peces y anfibios.
Se compone de una serie de 6rganos superficiales, denominados neuromastos.

Existen dos tipos de neuromastos: (1) los superficiales, que poseen sensibilidad a los

3 Masa en un volumen determinado.
4 Medida adimensional resultante del cuociente entre la densidad de dos sustancias, este caso se refiere a
la razén entre densidad de un cuerpo {larva}, y un medio liquido (agua).
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movimiento del agua y se encuentran distribuidos en la superficie de la cabeza, tronco
y aleta caudal en peces adultos, juveniles y larvas; y (2) los neuromastos canales, que
se encuentran distribuidos en canales bajo la superficie de las escamas y poseen
sensibilidad a cambios de presion. Los neuromastos corresponden basicamente a un
grupo de varios tipos celulares en forman de volcan, que en su centro poseen entre 2 y
mas de 30 células ciliadas sensoriales, que reciben los estimulos hidromecanicos del
entorno y dan informacion posicional al individuo (Bleckman & Zelick, 2009). En el pez
cebra, este sistema comienza su desarrollo en el periodo embrionario al primer dpf, v a
los 4 dpf la larva ya cuenta con entre 8 y 10 neuromastos superficiales funcionales en
la LL posterior (LLp), que se encuentra en el tronco de la larva. La LL posee una
importante funcion sensorial y se relaciona con las conductas de deteccion de presas,
escape de depredadores, interaccion social y reotaxis (Froehlicher y col 2009). Asi, la
pérdida de la funcionalidad de los neuromastos debido a los efectos citotéxicos
inducidos por contaminantes acuéticos sobre estas células ciliadas, en condiciones de
laboratorio son sub-letales; pero en condiciones naturales, la pérdida de este sistema
mecanosensorial tendria graves consecuencias conductuales a nivel individual,
poblacional y ecosistémico.

Ambas respuestas (Inflado de la vejiga natatoria, NIV y funcionalidad de las células
ciliadas, FCC) tienen efectos en la interaccion depredador-presa, jugando un rol en
ambas conductas. Asl, tanto los efectos teratogénicos como neurotéxicos que impidan
el correcto funcionamiento de la VN o del sistema de la LL, respectivamente, tendran
importantes consecuencias a nivel de sobrevivencia de las especies que estén
expuestas a contaminantes que produzcan este tipo de efectos. Por estos motivos
pensamos gue es de sumo interés su consideracion en los bioensayos de toxicidad con

fines de evaluacién de riesgos y calidad de aguas.
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5.2 Mecanismos de accién asociados a la inhibicién de la eclosién mediada por

contaminantes acuaticos.

La disminucién en la sobrevida que produce la inhibicién de la eclosién, refuerza la
idea acerca de otorgar una mayor importancia a esta respuesta en cuanto a su registro
en los ensayos de evaluacion de toxicidad de compuestos quimicos y de muestras
ambientales. También refuerza la necesidad de mayores antecedentes respecto a los
mecanismos de accidn que pueden explicar este fendmeno en peces, sobretodo en
Danio rerio, especie que se ha convertido en uno de los modelos por excelencia

utilizado en este tipo de estudios.

Para dilucidar de que manera agentes quimicos, en particular potenciales
contaminantes acuaticos, pueden disminuir o impedir la reproduccion de organismos
como los peces a través de la inhibicién de la eclosion; se evaluaron tres compuestos
de la familia de los triazoles que se sabe poseen este impacto en el pez cebra en
distinto nivel. Si se comparan los porcentajes de inhibicién de la eclosién después de
los distintos tratamientos con estos compuestos (Fig. 6), es evidente que el triazol que
produce esta respuesta a una menor concentracion es FON (concentracién media),

seguido de NOL y 1,2,4-T, que presentan una toxicidad mucho menor que éste.

5.2.1 Cuantificacién y morfometria de las CGE.

Los analisis que se realizaron a los individuos tratados con estos agentes; se
enfocaron en las consecuencias que estos tienen sobre [as células de las glandulas de

eclosién (CGE).
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Nuestra cuantificacién del nimero de CGE a los 2 dpf, difiere un poco con el reporte
hecho por el grupo de Schoots, que en 1982 describid que el pez cebra posee
alrededor de 200 CGE; mientras que, si consideramos que en esta cuantificacién solo
se tomo en cuenta un lado del epitelio que componen las CGE, el numero total de
estas células que alcanza a desarrollar el pez cebra debiera ser superior, cercano a las
300. Esta cuantificacion de las CGE en los embriones cldnB:GFP, ademas difiere con
el conteo realizado en la linea PAX6_hs6A que registré un nimero de células cercano
a las 70 a los 2 dpf, esto sugiere que la expresion de GFP en este transgénico marca

solamente a una subpoblacién de células de las glandulas de eclosion.

5.2.2 Evaluacion de muerte celular en las CGEs después del tratamiento con triazoles.

En conjunto los resultados de los experimentos de tincion vital y marcaje enzimatico
de células muertas (Fig. 13 y 14), demuestran que la diferencia morfolégica de las CGE
a los 2 dpf en individuos tratados con FON y NOL, no se relacionan con un estado pre-
necrético o pre-apoptdtico, y siguieren que la causa en la reduccién de GFP en la linea
PAX6_hs6A es debido a un cambio en la expresion génica y no en la cantidad de
celulas. Ademas, sugieren fuertemente que de manera contraria a lo que la literatura
describe, estas glandulas no presentan normalmente muerte celular programada
durante la embriogénesis; como ocurre en ciertas zonas del ano, la aleta caudal en
desarrollo, o las rosetas olfatorias. Estas zonas son comunmente utilizadas como
control positivo de que los marcajes de muerte celular en el embrién de pez cebra han
funcionade (zonas control) y de la misma manera se habia clasificado a las CGE
(Parng y col, 2004). Por el confrario, nuestros resultados demuestran que en este caso,

la utilizacién de anaranjado de acridina da un falso positivo en este tejido embrionario.
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5.2.3 Evaluacién de la liberacién de profeasas por parie del embrién y del contenido

granular en las CGE después del tratamiento con triazoles.

La liberacion de proteasas al medio extraembrionario es el principal mecanismo
para permitir la eclosion de peces, tras la finalizacion del desarrollo embrionario. El
aumento en la actividad proteolitica del medio de incubacion de los embriones a las 50
hpf, indica una liberacién de proteasas al medio externc por parte de los embriones en
condiciones normales. Sin embargo, la desigualdad en la actividad proteasa detectada
entre el medio de incubacién de los embriones tratados y el control, se hace evidente
en este momento (Fig. 15). Determinamos que esto se debe a un arresto de la
liberacion de los granulos citoplasmaticos de las CGE, que impide la liberacion de la
coriolisina HE1 al medio extraembrionario. Este fenomeno de arresto citoplasmatico
produciria a su vez un cambio en la forma de las células, lo que definitivamente se
veria reflejado en su morfologia; mas no necesariamente en su tamafio o area celular,

explicando los resultados obtenidos en [a morfometria (Fig. 12).

Las cuantificacion de células/area con contenido de granulos de cimégeno entre el
primer y cuarto dpf (Fig. 16), permitid confirmar que los triazoles ejercen su accion
inhibitoria de la eclosion impidiendo ia liberacidn de los granulos citoplasmaticos de
estas glandulas unicelulares. El importante nimero de células con contenido granular
aun a los 3 y 4 dpf en los individuos tratados, demuestra que el efecto que tiene la
exposicion a friazoles perdura al menos 24 horas, ya que, incluso después de este
tiempo los embriones no son capaces de liberar los granulos; incluso mas tiempo si se
considera que la duracion de la inhibicion de la eclosién pudo seguirse hasta los 8 dpf

{Fig. 7). Ademas, gracias a este resultado se hace evidente otra vez la diferencia en la

toxicidad entre los tres triazoles evaluados. La duracion del efecto ejercide por FON es
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mucho mas prolongada con respecto a NOL y 1,2,4-T. De este modo, los embriones
expuestos a éste mantienen una diferencia significativa con los controles en el nimero
de células con granulos hasta el 4 dpf, mientras NOL sostiene su diferencia hasta el
tercer dpfy 1,2,4-T sélo hasta el 2 o 3 dpf, dependiendo del comienzo de la exposicién

(Fig. 16).

Estos resultados en su conjunto, nos hacen pensar que la inhibicién de la secrecion
de los granulos de las CGE, no es un efecto directo sobre las mismas células, sino que
podria tratarse mas bien de un mecanismo indirecto a través del sistema nervioso o
endocrino. Existe evidencia de que en el pez cebra, la secrecion de los granulos de las
CGE es controlada a través del sistema neuroendocrino mediante [a liberacién de
prolactina, PRL (Schoots, 1882) y que la liberacién de esta hormona desde Ia glandula
pituitaria es controlada negativamente por aumentos en la liberacion de dopamina (DA)
desde el hipotdlamo (Bernier, 2008). Se sabe que en ratones el fungicida Triadimefén
(FON) posee un efecto estimulante al ser administrado de manera oral, efecto que se
demostré se relaciona con la unién de esta molécula al transportador de dopamina
(DAT) que permite la recaptura de este neurofransmisor desde el espacio sinaptico
(Reeves y col, 2004). Asi, una posible explicacién a estos resultados seria que en el
pez cebra, FON estuviera blogueando la recaptura de DA, y por tanto, aumentando su
concentracion en las sinapsis hipotalamicas de las larvas; produciendo de esta manera
una disminucién o inhibicion de la liberacién de PRL, efecto que tendria como

consecuencia final la inhibicién de la secrecién de HE1, impidiendo la eclosion.

En experimentos preliminares, determinamos que la exposicién de larvas de pez

cebra de entre 2 y 4 dpf a FON, produce un efecto estimulante. Este efecto se ve

reflejado en un aumento de la actividad locomotora en las larvas expuestas, con
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respecto a la actividad de Ias larvas control, que se hace evidente aproximadamente
una hora post tratamiento (hpt) y dura por lo menos 17 h (Fig. 20 Anexo D; De la Paz &
Beiza, no publicado). Estos datos apuntan a que una inhibicién de DAT mediada por
triazoles en el pez cebra en la etapa final de la embriogénesis, es probable y podria ser
el mecanismo a través del cual los triazoles inhiben la secrecién de HE1 desde las
CGE, aunqgue se requiere de nuevos experimentos para comprobar este mecanismo de
disrupcién endocrina en peces, por parte de los triazoles. Un manera de comprobar
esto podria ser “rescatando’ la inhibicién de la eclosion producida con triazoles,

realizando co-incubaciones con inhibidores de los receptores de DA.

Existen varios reportes en invertebrados y en peces, de que sustancias quimicas y
agentes fisicos son capaces de alterar la eclosion (Tabla 4), ya sea actuando sobre los
individuos directamente, o a través de la exposicion de los peces progenitores (Schoot,
1982; Hansen, 1985; Hoar & Randall, 1988a; Mizell, 1997; Nagler & Cyr, 1997; Segner,

2003; Brix, 2006).

Tabla 4: Agentes fisicos y quimicos que alteran Ia eclosidn.

Agenles quimicos inhibitorios Agentes flsicos inhibitorios
»  Solventes organicos »  Hiperoxia
*  Organoclorados =«  Cambios de temperatura
*  Metales pesados *  Cambios de pH

. Quelantes
. Pesticidas

*  Moduladores nerviosos (MS-222,
tetradotoxina, dopamina y sus agonistas)

. Inihibidores de la respiracion celular

(KCN)

Agentes quimicos estimulantes Agentes fisicos estimulantes
»  londforos de Ca** * Hipoxia
* Hormonas » Corriente eléctrica

*  Moduladores nerviosos (epinefrina)
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En pez cebra sélo tenemos conocimiento de un estudio en el cual se sugirid que un
pesticida tuviese efectos sobre la liberacion de la HE1, pero no se demostrd
empiricamente (Zhou, 2009) por lo que, hasta donde sabemos, este es el primer
estudio que demuestra que un grupoc de contaminantes (en este caso, triazoles) es

capaz de inhibir la secrecién de la enzima de eclosidén en un organismo acuatico.

Aunque las concentraciones utilizadas en este estudio son bastante altas y poco
probables de encontrar en el ambiente, es importante recalcar que debido a la
complejidad de las mezclas de compuestos quimicos y las variaciones en los factores
fisicos y biolégicos a las que se ven enfrentados los organismos en su entorno, es muy
relevante tomar en cuenta en los estudios (eco)toxicologicos los mecanismos de accidn
y los efectos que pueden tener sobre las poblaciones los productos de degradacion de
los contaminantes, ya que, como demostramos en este trabajo, los productos de
degradaciéon de fungicidas tienen efectos similares que sus derivados, aunque se
requieran concentraciones muy superiores para ejercer los efectos. Asi, efectos
similares podrian obtenerse en la exposicion de poblaciones naturales a mezclas de
compuesios que actuen de manera aditiva o sinérgica, como suele ocurrir con los
productos de degradaciéon de compuestos bioactivos. La evaluaciéon de compuestos en
conjunto con sus productos de degradacién, permitird evaluar de mejor manera los
riesgos que estos pueden acarrear para [as poblaciones naturales o artificiales que se

vean expuestas a ellos.




63

5.3 Caracterizacién del contenido protéico del liquido perivitelino (LPV) del pez

cebra durante el periodo de eclosién.

5.3.1_Cuantificacién y separacion de proteinas del LPV de pez cebra.

Se sabe que en moluscos y peces viviparos, el LPV constituye la principal fuente de
nutrientes durante el desarrollo embrionario temprano (Hoar & Randall, 1988b; Garin y
col, 1996). Nuestros resultados apuntan a que esta situacién no se mantendria en el
pez cebra, ya que de ser asi, el consumo de las proteinas del LPV por parte del
embrién en desarrollo debiera verse reflejado en una disminucién de su concentracion,
situacion que no fue detectada mediante el método de Bradford (Fig. 17). También
existen antecedentes en salmoénidos, de que [a actividad de las coriolisinas al degradar
la ZRI libera péptidos que quedan en el LPV aumentando la concentracion de proteinas
en éste (Schoots y col, 1982). Lo anterior podria compensar el posible consumo de
éstas por parte del embrion. A diferencia de lo que ocurre en moluscos, que poseen un
ovocito de tipo oligolecito (poco vitelo), el ovocito de peces es de tipo telolecito, es
decir, contiene una cantidad importante de vitelo que provee los nutrientes escenciales
al embrién hasta que éste comienza su vida libre y puede buscar alimento por si mismo
(Gilbert, 2006). De esta manera no se puede afirmar, ni descartar una funcién

nufricional del LPV en base a estos resultados.

Por otro lado, no se observo diferencia en la concentracion de proteinas o el patrén
de bandeo de las mismas en el LPV entre el primer y segundo dia de desarrollo, ni
entre embriones de 2 dpf tratados con triazoles, como se pensé podria ocurrir debido al
arresto de los granulos de las CGEs. De esto deducimos que la cantidad de proteinas

que liberan las CGE es despreciable en relacion a la concentracién de proteinas totales




que se encuentran en el LPV, y que una posible funcién nutricional del LPV para el

embrién de pez cebra, es improbable.

El patrén electroforético de las proteinas del LPV no mostré una variacién
significativa entre el 1 y 2 dpf, a excepcidn de la reduccién de la intensidad de dos
bandas de 120 y 70 kDa respectivamente, situacién que no se ve reflejada en
embriones tratados con triazoles. A pesar de no tener una explicacion certera para esta
situacion, una posibilidad es que la presencia de la enzima HE1 que es liberada en
esta etapa, degradara a estas proteinas en los controles, lo que no ocurriria en los
embriones tratados con triazoles debido a la inhibicién en la secrecién de los granulos

de las CGE y la menor concentracién de proteasas en el LPV de estos individuos.

5.3.2 ldentidad v posible funcién de las profeinas del LPV de pez cebra.

Los resultados obtenidos a partir de la secuenciacién mediante espectrometria de
masas (MS) de las proteinas contenidas en el LPV a los 2 dpf, sugiere que este medio
podria tener una funcidon protectora contra patégenos en esta especie. En él se
encontrd presencia de: inhibidores de proteasas, proteinas de reconocimiento de
azucares, de metabolismo de quitina y endopeptidasas. Llama fuertemente la atencién
la presencia de transferrina-A, protefna asociada al transporte de hierro, esencial para

la incorporacién de éste en la homoglobina en eritrocitos.

Se ha descrito en ofras especies de peces la presencia lectinas en el corion, que se
sugiere poseen una funcién de prevencién de la poliespermia al producir aglutinacién
de espermios supernumerarios, y de la misma manera una funcién defensiva contra

patdégenos (Kudo & Inoue, 1989; Kudo, 2000). Incluso se ha descrito que éstas poseen

una alta afinidiad a toxinas y antibiéticos in vifro (Kudo & Yazawa, 1995, 1997). Este es
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el primer trabajo que identifica a las principales proteinas presentes en el LPV del pez
cebra, y sugiere una funcion de defensa contra patégenos de este fluido.

Se requiere mayor investigacion para comprobar este posible rol de proteccion
contra agente toxicos y patégenos, que podrian conferir las protefnas del LPV al
embrién de pez cebra. Aunque esta informacién es un buen puntc de partida para la
investigacion de nuevos mecanismos de defensa innata en peces, durante la
embriogénesis. La identificacién de las proteinas presentes en el LPV del pez cebra,
podria tener implicancias en el uso de esie modelo en bioensayos para determinar
toxicidad de sustancia quimicas, respuesta inmune contra patégenos y rastréo de

drogas
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VI. CONCLUSIONES

6.1 El ensayo de evaluacion de aguas continentales desarrollado permite una justa
evaluacion de la calidad toxicolégica de las aguas, bastante congruente con los
andlisis quimicos y fisicos, siendo capaz de detectar la toxicidad producida por el
conjunto de estas variables en un contexto mas realista, aungue con un menor control
de las mismas. El aumento del namero de respuestas toxicolégicas a evaluar, aumenta
la sensibilidad y cantidad de informacién obtenida a pariir de los bioensayos con pez

cebra.

6.2 Las glandulas de eclosidn del pez cebra constituyen un tejido blanco previamente
inexplorado, sensible a la presencia de agentes téxicos en el medio acuatico, que
puede incluso ser estudiado sin el uso de féchicas de marcaje molecular, mediante

microscopia optica.

6.3 La identificacion de las proteinas presentes en el LPV, sugiere una funcion de este

medio extraembrionario en la defensa contra patégenos.
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Anexo A: Informacién y propiedades fisicoquimicas de los téxicos de
referencia utilizados.

1) TRIADIMEFON

Sinoénimos: Adifén, Amiral, Azocene, Bayleton, Haleton, Typhon, FON.
Nombre Sistematico: 1-(4-clorofenoxy)-3,3 dimetil-1-(1H-1, 2, 4- triazol- 1 -il)
butancna

N° de Registro CAS: 43121-43-3

0
Férmula Molecular: Cy4H4sCIN;O oYlH<cH,
Masa molar: 293.76 g/mol CHy

o N, OH
W
N

Propiedades Fisicoquimicas | Valor Temperatura
Solubilidad en agua 71,5 mg/L 25°C

Punto de fusién 82°C

Presion de vapor 1,50E-08 mm Hg 25°C
Coeficiente de particién 2,77

octanol-agua (Log Kow)

2) TRIADIMENOL

Sinénimos: Bayfidan, Baytan, KWG 0519, Summit, Triafol, NOL.
Nombre Sistematico: (1RS, 2RS; 1RS, 2SR)-1-(4-chlorofenoxy)-3,3-dimetil -1-(1 H-
1,2,4-

triazol-1-il)butan-2-ol
N° de Registro CAS: 55219-65-3
Férmula Molecular:  C;4HsCIN;O>
Masa molar: 295,77 g/mol

73




Propiedades Fisicoquimicas | Valor Temperatura
Solubilidad en agua 120 mg/L 20°C
Punto de fusién 124 °C
Presi6n de vapor 3.10E-10 mm Hg 20°C
Coeficiente de particion 29
octanol-agua (Log Kow)
3)1,2,4-TRIAZOL
Sindénimos: Triazole, Triazol libre, 1,2,4-T.
Nombre Sistematico: 1,2,4-triazol H
N° de Registro CAS: 37306-44-8 N\
Férmula Molecular: C,H3Ns N

Masa molar: 69,07 g/mot

octanol-agua (Log Kow)

Propiedades Fisicoquimicas | Valor Temperatura
Solubilidad en aguaf 547 g/l. 22°C

Punto de fusién 119-122°C

Punto de ebullicién 259 -261°C

Coeficiente de particion -0,58
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Anexo B: Ajuste de variables de incubacién de embriones y larvas de pez
cebra para bioensayos con aguas continentales .

Para determinar el método apropiado de exposicién de los embriones de pez
cebra a muestras de agua continental, se tomaron dos muestras de agua superficiales
y dos subterraneas en 4 puntos de la cuenca del Bio-Bio. Tres métodos de incubaciéon

distintos fueron utilizados y se detallan a continuacién:

1) Método 1: Las muestras se usaron sin filtrar. Luego 20 embriones fueron
incubados de manera estatica, con un volumen de muestras igual a 5 ml por

pocillo.

2) Método 2: Las muestras fueron pasadas con una bomba de vaclo, por filtros
con un poro de 0.5 pm para remover particulas mayores y microorganismos.
Los embriones fueron incubados de manera estatica, con un volumen de

muestras igual a 5 ml por pocillo.

3) Método 3: Las muestras se usaron sin filtrar. Los embriones fueron incubados
de manera semi-estatica, cambiando el medio de incubacién cada 24 h. El
volumen de muestra por pocillo, fue igual a 10 ml. Sobre las microplacas se

colocaron insertos semipermeables (malla de poliéster de 500 pm).

Las placas del método 1, presentaron gran proliferacion de hongos vy
zooplancton, produciendo gran mortandad de individuos. L.a adhesién de particulas at
corion dificulté enormemente la visualizaciéon de los embriones, y por lo tanto la

evaluacion de efectos,
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Las placas del método 2, no presentaron proliferacién zooplancton, y la
proliferacién de hongos fue similar con el control. La ausencia de particulas mayores,
permitié la correcta visualizacién de los embriones. La cantidad de embriones muertos

fue similar en los distintos tratamientos, comparados con el control.

Las placas del método 3, no presentaron proliferacion de zooplancton evidente, y
la proliferacién de hongos fue similar con el control. La ausencia de particulas mayores,
permitié la correcta visualizacién de los embriones. Si se registraron respuestas téxicas

aumentadas respecto a los controles.

El método 3, demostré ser el mejor para la incubacién de embriones de pez
cebra en muestras continentales, al evitar la muerte de los individuos por causas
ajenas a la toxicidad de la matriz, mantener una buena visualizacién y no alterar las

propiedades de la muestra al evitar la filtracion.



77

Anexo C: Calculo de la cantidad de proteinas totales en el LPV.

C1.- Céleulo del volumen de LPV por embrién: El volumen en pL de LPV por cada

embrién de pez cebra, fue calculado asumiendo que:

(1) Huevo y ovocito son esferas perfectas.
(2) Volumen del embrién es invariable.

(3) Volumen del embrién es igual al del ovocito.

Segun Kimmel (1995), el radio del huevo de pez cebra es igual a 0,35 mm.
Utilizando la herramienta “recuento de medidas™ del software Adobe® Photoshop®
CS4; se calculd a partir de fotografias de huevos de pez cebra que el didmetro del

ovocito de pez cebra es igual a 0,24 mm (Fig. 21, Anexo D).

(4) V = 4ar’f3

Luego utilizando la formula para el volumen de una esfera (4), se calcul6 que el
volumen total del LPV para un embrién de pez cebra es igual 2 0,12 pL; restando el

volumen del embrion al volumen total del huevo.
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C2.- Célculo de las concentraciones proteinas tofales en el LPV obtenido por

descoronacién manual en buffer Tris-HCI 25 mM pH 7.5

Para la extraccion del LPV de embriones de pez cebra, grupos de 30 embriones
fueron descorionados en 200 pl de buffer Tris-HCI 25 mM pH 7,5. Luego este liquido
fue recolectado con una micropipeta obteniendose un LPV diluido en buffer (LPVd), el
cual terminaba diluido en un factor igual 54,6 veces (FDE). Posteriormente este medio
fue concentrado con filtros Amicon 0,5 (10K) de millipore, resultando un LPV
concentrado (LPVc). La determinacion de proteinas por el método de Bradford se
realizé sobre el LPVc, y a fravés de la utilizacién de las siguientes ecuaciones, se

obtuvo la concentracién de proteinas en el LPV real (LPVT).

(5) FDE = (200 ul buffer) / (3,66 ul LPV / 30 embriones)
(6)  LPVc/FC=LPVd
@) LPVd x FDE = LPVr

Reemplazando la ecuacién (6} en la ecuacién (7), se obtiene que:

(8) (LPVc/FC) x FDE = LPVr

Donde: Unidad Valor
LPVd Liquido perivitelino dilufdo (ugful) -
LPVc Liquido perivitelino concentrado {ug/ul) -
LPVr Liquido perivitelino real (ug/ul) {ug/ul) -
FC Factor de concentracién - -
FDE Factor de dilucion de extraccion - 54,6
Vh  Volumen huevo ul. 0,180
Ve  Volumen embrién uL 0,058

VI Volumen LPV uL 0,122
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Anexo D: Figuras suplementarias.

Figura 19: Expresion de GFP en el transgénico hsp70:GFP en larvas de 4 dpf. La expresion
del reportero GFP en esta linea transgénica, demostrd ser altamente variable alun en
condiciones control. A y B muestran la expresion del reportero en dos larvas control de 4 dpf. La
expresion basal de GFP en estas larvas debiese restringirse al territorio del critalino en los ojos
(flechas), pero comunmente se observd la incidencia de expresién en otras regiones como las
fibras musculares del tronco (fm) y el sistema digestivo (sd), tanto en especimenes homocigotos
como heterocigotos. Esta alta variabilidad en la expresiéon de GFP impidié obtener resultados
positivos confiables en los ensayos realizados con larvas de esta linea transgenica. Barra de
escala 500 pm.

Actividad locomotora

160 Contro

o O

=

(=3

o
1

o
o
I

R R A A R N e RN R

Actividad locomotora
(N° de registros / 30 min)
-~
o

»
o
L

Iiiiiiiili[lIIiIIiIIIIIII”IIIIIIIIIIII”|

oY

o

Tiempo

Figura 20: Aumento en la actividad locomotora de larvas de pez cebra expuestas a FON.
Larvas de 96 hpf fueron expuestas a FON (36,4 mg/L) y su actividad locomotora (LMA) fue
registrada en el equipo Microtracker® durante 24 h en exposiciéon continua, desde 1 hora de
exposicion. La LMA se reporta como n° de registros cada 30 min. La LMA de las larvas
expuestas aumenta y se mantiene significativamente superior a la LMA de los controles durante
17 h (P < 0,001), luego la actividad se hace comparable en ambos grupos.
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Oveocito

Figura 21: Ovocito maduro de pez cebra. La figura muestra la relacion de los radios del

huevo y el ovocito en el pez cebra que permitieron el célculo del volimen del liquido
perivitelinico (LPV).




