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DESCRIPCION DE LAS ALTERACIONES
DE EMBRIONES DE Hyla labialis
EXPUESTOS A Hg¥, CI Y NO,

FERNANDO CoRTES QUINTERO Y BERTHA DE DULCE

Pontificia Universidad Javeriana. Departamento de Biologfa. Cra. 7 N°43-82. A.A. 56710.
Santa Fe de Bogotd, D.C., Colombia-Suramérica. o

Resumen

Fueron expuestos embriones de Hyla labialis a 1.23,1.47,2.47,2.95,3.7,4.43,4.94 y 5.91 ppm
de Hg* ;0.26, 0.52,0.78 y 1.04 ppm de Cl y 0.38, 0.76, 1.14 y 1.53 ppm de NO,, por separado,
a partir de bldstula media y tardfa, durante 12 dias de exposicién continua. Se registraron
mayores valores de mortalidad para los individuos expuestos al NO,, mayor mimero de
alteraciones para los expuestos al Hg?* y menor nimero de alteraciones y mortalidad para los
expuestos al CI~. Las alteraciones reportadas en los embriones fueron: pigmentacion alterada
(disminucién), irregularidades, hemorragias, convulsiones, escoliosis, branquias atrofiadas,
edemas, invaginacion en las aletas, cola delgada y anormalidades. Para las diferentes concen-
traciones de Hg¥, ClI'y N0, la mayorfa de las alteraciones presentaron valores calculados de
t de Student mayores al valor critico, confirmandose que las variables empleadas durante este
estudio estuvieron correlacionadas. ‘ ,

Abstract

Hpyla labialis embryo were exposed to 1.23, 1.47,2.47,2.95,3.7,4.43,4.94, and 5.91 ppm Hg*;
0.26,0.52, 0.78 and 1.04 ppm CI and 0.38, 0.76, 1.14 and 1.53 ppm NO,, separated starting of
the middle and belated blastula, during 12 days of continuos exposition. Employ mayor values
of mortality were registered for individuals exposed to NO,", mayor number of alterations for
the exposed to the Hg? and minor number to alterations and mortality for the exposed to Cl-. The
reported alterations in the embryo were : changed pigmentation (decrease), irregularities,
bleedings, convulsions, escoliosis, atrophy gills, edema, edemi in the wings, thin tail and

. anormalities. For the different concentrations of Hg¥, CI' and NO;, the majority of the
alterations present calculated values from t of Student larger than the critic value, corroborating
this way that the used variables during this study were correlated.

Palabras clave: Bldstula, alteraci6n, dosis, edema.
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INTRODUCCION

El mercurio provoca mortalidad y serias
alteraciones a las poblaciones humanas y
animales expuestas. En las investigaciones
de Fiskesjo (1970), se observaron en
leucocitos humanos tratados in vitro
poliploidias y aneuploidias, por los efectos
del mercurio. En los trabajos de Skerfving,
et al. (1974), fueron observadas aberracio-
nes cromosémicas como rompimientos,
hondonadas y cambios, en linfocitos huma-
nos tratados in vitro, expuestos a metil-
mercurio.

Reyes (1977) por su parte, en distintas co-
munidades de pecesdelabahiade Cartagena,
Colombia, encontraron por la exposicién al
mercurio una disminucién de sus colora-
ciones caracteristicas, ademds, convulsio-
nes y hemorragias, en las seis dreas de la
bahia donde registrd un rango de 0.04 ppm-
1.94 ppm de mercurio.

Cheng, et al. (1979), observaron por causa
de la accién mercurial cambios en las
cromdtides hermanas en células-sanguineas
humanas. Sumiet, et al. (1984) en glébulos

rojos humanos al contacto directo con el -

mercurio observaron un estancamiento del
flujo circulatorio por causa de una prodic-
cién aumentada de dcido ldctico y de
metabolitos dcidos como los hidrogeniones,
la histamina, los iones de potasio, los
polipéptidos y los nucledtidos de adenina.
Monsalvey Chiappe (1987)registraroncon-
centraciones mercuriales en muestras de
cabello y sangre arterial periférica humanas
concentraciones mercuriales entre 0.0024
ppm - 0.066 ppm y 0.0136 ppm - 0.0973
ppm, respectivamente, donde se encontra-
ron en los cromosomas aberraciones como
rompimientos, intercambios y conden-
saciones prematuras.

Nicotera (1993) considerd quelas alteracio-
nes mercuriales contra el sistema nervioso
central y periférico, estdn asociadas con una
falla total de las unidades motoras rdpidas,
donde la capacidad del nervio motor para
sintetizar y liberar el enzima acetil colina
estearasa estd limitada. Ariza (1994) ha

sefialado que el mercurio fuera de causar
dafios a los microtibulos celulares, puede
influenciar en una deficiencia severa en la
produccién de la alfa MSH (Hormona Esti-
mulante de Melanocitos). Nishisake (1994)
en células tubulares de ratén observd por
influencia del mercurio lesién téxica. Dicho
dafio indujo a hipoxia celular y después
sobrevino nefrosis nefrotéxica, donde acon-
tecié6 muerte de celulas tubulares, en los
segmentos proximales de la nefrona. Con
base en las investigaciones anteriores se
evalud la capacidad teratogénica de Hg®,
NO, y CI' para comparar la toxicidad de
estos iones en embriones de Hyla labialis, y
estimar el riesgo que representan para la
poblaciones expuestas.

MATERIALES Y METODOS

Serecolectaron los ovocitos de Hyla labialis
directamente del bebedero El indio, ubica-
doa2.900 msnm, en laregién de Guatavita,
Cundinamarca (Figura 1).

Una vez en el laboratorio se separaron los
ovocitos fertilizados de los no fertilizados y
los necréticos. A su vez, alos fertilizados se
comenzd a observar su desarrollo
embrionario normal hasta el estadio de
blastula media y tardia.

A partir de dicho estadio fueron expuestos
durante 12 dfas consecutivos los embriones
de Hyla labialis , alas concentraciones, por
separadode 1.23, 1.47,2.47,2.95,3.7,443,
494y 591 ppm de Hg?; 0.26,0.52,0.78 y
1.04 ppm de Cl',y 0.38, 0.76, 1.14 y 1.53
ppm de NO,". Las anteriores dosis fueron
preparadas a partir de soluciones Stock, de
acuerdo a las recomendaciones dadas porla
OPS (1976) y 1a OMS (1976, 1991).

Para estas dosis, en solucién Holtfreter
Standard se trabajaron 80 embriones de
Hyla labialis por disolucién y 80 de ellos
como muestra patron. Los embriones con
alteraciones fueron fijados en solucién Ancel
Vitembarger, para las respectivas fotos
empleando unacédmaraCannonmodelo AEIL
con un fuelle adaptado a una lente macro-
105.
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FIGURA 1  Ubicacién geogrdfica del bebedero El

Indio, regién de Guatavita, Sabana de
Bogotd, Cundinamarca, Colombia, segiin

plancha 209-IV-C3. 1.G.A.C., escala

1:10.000.

Para comprobar experimentalmente la de-
pendencia entre las variables, incremento
de las concentraciones y las alteraciones en
los embriones tratados, se aplicé el estadis-
tico t de Student.

RESULTADOS

Mortalidad y alteraciones

Losembriones de Hyla labialis expuestos al
NO,, presentaron mayores registros de
mortalidad que los embriones expuestos a
Hg* y CI' (Figuras 2 y 3). La mortalidad se
observé hasta el estadio 24 de opérculo
completo, al 12 dia de exposicién continua.

Durante las concentraciones en estudio los
embriones de Hyla labialis registraron un

total de 15, 14y 11 alteraciones a la exposi-
cién continua al Hg?, N0, y CT', respectiva-
mente, a partir de los estadios de bléstula
mediay tardia hastael estadfo 24 de opérculo
completo. Estas alteraciones fueron: pig-
mentacién alterada (disminucién), irregu-
laridades, hemorragias, convulsiones,
escoliosis, branquias atrofiadas, edemds,
invaginacién en las aletas, cola delgada y
anormalidades (Tablas 1 a4 yFiguras4a7).

Porcentajes totales

Losembriones de Hyla labialis expuestos al
CI;, presentaron valores de porcentajes tota-
les altos en piel irregular, escoliosis,
branquias atrofiadas y convulsiones, y valo-
res en cola irregular, edema dorsal, edema
cefélico y hemorragias (Tabla 1).
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FIGURA 4 Alteraciéndelosembrionesde Hyla labialis, pordiferentes concentraciones
de NO-, Y Hg"". 24 estadio, 1.6x. Escoliosis, anormalidad en boca y en ojos,
irregularidad en piel, 1.53 ppm de NO-,.

R S S - o i G & SRR i i

FIGURA5  Alteraciondelosembriones de Hyla labialis, por diferentes concentraciones
deNO-, Y Hg”. 24 estadfo, 1.6x. Irregularidad en piel y en cola, hemorragias
hacia la regién abdominal y anormalidad en ojos y en boca, 4.43 ppm de
Hg>.
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Alteracién de los embriones de H. labialis, por diferentes concentraciones
de NO-, Y Hg”". 24 estadio, 1.6x. Hemorragia severa hacia la zona anterior
y cola irregular, 1.14 ppm de NO,.

Alteracién de los embriones de H. labialis, por diferentes-concentraciones
deNO-, Y Hg”. 24 estadio, 1.6x. a. Hemorragias e invaginaci6n en las aletas,
5.91 ppm de Hg*.b. Invaginacién en las aletas, anormalidad en ojos y
hemorragias a nivel abdominal 4.43 ppm de Hg* c. Cola delgada y curva,
y hemorragias a nivel abdominal, 3.7 ppm Hg*".
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TABLA 1 Porcentajes totales, indices de correlacién (1) y de determinacién (%), y
estadistico t Student de acuerdo a las alteraciones presentadas en los
embriones de Hyla labialis expuestos a 0.26, 0.52, 0.78 y 1.04 ppm de CI

Porcentaje

Ne¢ Alteracién Total r r t

1 Pigmentacion alterada 11.25 0.979526 | 0.959471 | 6.8809439
2 Cola irregular 7.50 0.996545 | 0.993100 | 16.966308
3 Hemorragias 375 0.943879 | 0.890900 | 4.0412800
4 Convulsiones 16.25 0.701024 | 0491430 | 1.3901844
5 Piel irregular 65.00 0.982707 | 0.965714 | 7.5055020
6 Escoliosis 37.00 0.980723 | 0.961810 | 7.0971900
7 Branquias atrofiadas 2575 0.997256 | 0.994520 | 19.051596
8 | Edema dorsal 750 0.867721 | 0.752900 | 2.4686450
9 Edema abdominal 10.50 0.969080 | 0.939130 | 5.5548760
10 | Edema rostro 9.50 0.715540 | 0.151200 | 1.4485680
11 | Edema Cefélico 6.75 0.939335 | 0.882352 | 3.8729410

Losembriones de Hyla labialis expuestos al
NO,, presentaron valores de porcentajes
totales altos en piel irregular, escoliosis,
cola delgada, hemorragias, branquias atro-
fiadas y edema dorsal, y valores bajos en
convulsiones y anormalidad en los ojos
(Tabla 2).

Losembriones de Hyla labialis expuestos al
Hg?*, presentaron valores de porcentaje to-
tales altos en hemorragias, piel irregular,
escoliosis y cola delgada, y valores bajos en
convulsiones, branquias atrofiadas y anor-
malidad en la boca (Tablas 3y 4).

Coeficiente de correlacién r
Para las concentraciones de Hg*, CI'y NO-,
los coeficientes de correlacion dieron valores

diferentes a cero para todas las alteraciones
enlosembriones de Hyla labialis, porlo que
se demostré que existié una correlacién
entre cada una de las alteraciones y las
concentraciones trabajadas. Los valores de
correlacién para Hg?, CI y NO®, dieron una
correlaciones altas al estar dentro del
rango de 0.70 a 0.99 (Tablas 1 a 4).

Estadistico t de Student

Para las alteraciones presentadas en. los
embriones de Hyla labialis expuestos al
Hg?, CI' y NO-,, se encontrd que la gran
mayoria de las alteraciones registraron va-
lores calculados de t mayores al valor critico
de t (t 0.1 =2.9200, con gl = 2), por lo que
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TABLA 2 Porcentajes totales, indices de correlacion (r) y de determinacién (r%), y
estadistico t Student de acuerdo a las alteraciones presentadas en los
embriones de Hyla labialis expuestos a 0.38,0.76,1.14 y 1.53 ppm de NO,’
Porcentaje

Ne Alteracion Total (%) i r t

1 Pigmentacién alterada 18.00 0.948683 | 0.900000 | 4.242639

2 Cola irregular 17.75 0.982210 | 0.964740 | 7.397384

3 Hemorragias 45.50 0.993807 | 0.987654 |12.64893

4 Convulsiones 875 0.997256 | 0.994520 | 19.05159

5 Piel irregular 57.75 0.864690 | 0.747690 | 2.434490

6 Escoliosis 56.00 0.992277 | 0.984615 |11.31355

7 | Branquias atrofiadas 38.50 0.952028 | 0.906350 | 4.399576

8 Edema dorsal 24.75 0.973030 | 0.946790 | 5.965469

9 Edema abdominal 20.25 0.766190 | 0.587060 | 1.686190

10 | Edema rostro 19.75 0.923379 | 0.852630 | 3.401365

11 | Anormalidad en la boca 14.50 0.982870 | 0.966030 | 7.541596

12 | Anormalidad en los ojos 2.50 0.774590 | 0.600000 | 1.732035

13 | Invaginacion en las aletas | 15.00 0.989949 | 0.980000 | 9.899400

14 | Cola delgada 47.25 0.984779 | 0.969790 | 8.012618
se confirmé que se presentl una gran corre-  ANALISIS Y DISCUSION

lacién 'de las variables, excepto para las
alteraciones de branquias atrofiadas y anor-
malidad enlaboca, paraHg* (alas concen-
traciones de 1.47, 2.95, 4.43 y 5.91 ppm);
cola delgada e invaginacién en las aletas,
para Hg” (a las concentraciones de 1.23,
2.47,3.7y 4.94 ppm); convulsiones, edema
dorsal y edema en el rostro, para Cl, y piel
irregular, anormalidad en los ojos y edema
abdominal, paraNO', (Tablas 1a4 yFiguras.
2a3).

Para las diferentes concentraciones de Hg”,
CI y NO-,empleadas en este estudio, la gran
mayoria de las alteraciones registradas en
1os embriones de Hyla labialis, al presentar
una alta correlacién de los valores t de
Student,. pueden servir como indicadores
para la predicci6n, prevencién y control de
los posibles peligros téxicos de estos iones
en el medio ambiente.
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A estas dosis subletales, aunque la accién de
cada uno de los iones indicados fue diferen-
te, presentaron los embriones de Hyla
labialis alteraciones como pigmentacién
alterada (disminucién), convulsiones, he-
morragias, irregularidades, escoliosis,
edemas, branquias atrofiadas, cola delgada,
invaginacion en las aletas y anormalidades.

Al respecto, las alteraciones en el sintoma
de la pigmentacién, por la exposicién a

estos iones, se presentaron en diferentes
dreas, en especial hacia la cola una
despigmentaci6n. total, en los embriones.
En algunos de ellos esta alteracidn, les dio
una apariencia traslicida. Aunque durante
este estudio no se realizo ni se observd el
efecto a nivel celular de los iones, coheren-
temente alasinvestigaciones de Ariza (1994)
y Low (1995), pudo acontecer una deficien-
cia de melanocitos en alto grado, por un
descenso en la produccién de la alfa MSH

TABLA 3 Porcentajes totales, indices de correlaci6n (r) y de determinacién (%), y
estadistico t Studet de acuerdo a las alteraciones presentadas enlos embriones
de Hyla labialis expuestos a 1.47, 2.95, 4.43 y 5.91 ppm de Hg?",

Porcentaje

Ne Alteracién Total (%) r r t

1 Pigmentacion alterna 15.50 0.91648 | 0.839935 | 3.239000
2 | Hemorragia 40.75 | 0.99000 | 0.980100 | 9.924000
3 Convulsiones 6.00 0.98990 | 0.979900 | 9.874100
4 Piel irregular 3325 0.99096 | 0.982000 | 10.44600
5 Cola irregular 16.50 0.98270 | 0.965690 | 7.502790
6 Cola delgada 28.00 0.97162 | 0.944045 | 5.808540
7 Edema dorsal 23.00 0.97610 | 0952771 | 6.351850
8 Escoliosis 31.50 0.99760 | 0.995205 | 20.37400
9 Anormalidad en los ojos 10.75 0.99500 | 0.990025 | 14.08860
10 | Edema abdominal 14.25 0.99860 | 0997201 | 26.69340
11 | Edema rostro 22.75 0.99251 | 0.985850 | 11.80840
12 | Invaginacion en las aletas 5.25 0.94661 | 0.896070 | 4.152500
13 | Branquias atrofiadas 8.50 ~ | 0.88761 | 0.787851 | 2.725160
14 | Anormalidad en la boca 12.00 0.79810 | 0.636960 | 1.873240
15 | Edema cefilico 15.25 099545 | 0.990940 | 14.79020
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(Hormona Estimulante de Melanocitos).
Ademads, el movimiento de la melanina se
efectiia por microtiibulos; al afectarse dicha
estructura celular, de acuerdo a los autores,
por la accion de los iones, la distribucién de
lamelanina también; entonces, lo que acon-
tecié fue un trasporte de estos granulos no
hacia la periferia celular sino al interior,
aclarando asi el color de la piel de los
embriones de Hyla labialis.

Las convulsiones presentadas en los em-
briones de Hyla labialis, se caracterizaron
por agitaciones alternadas de contraccién y
estiramiento de los misculos; esta altera-
cibn, segiin las observaciones de Nicotera
(1993), hacen suponer, al no efectuarse du-
rante el estudio con los embriones una in-
vestigacion a nivel sensorial neuronal, una
fatiga de las unidades motoras rapidas, enla
que la capacidad del nervio motor para

TABLA 4 Porcentajes totales, indices de correlacién(r) y de determinacién (%) y
estadistico t Student de acuerdo a las alteraciones presentadas en los
embriones de Hyla labialis expuetos a 1.23, 2.47, 3.7 y 4.94 ppm de Hg”.

Porcentaje
Ne Alteraci6n Total (%) r 1 t
1 Pigmentacién alterada 13.00 | 0.964500 | 0.930260 | 5.165000
2 Hemorragias 33.00 | 0.998600 | 0.997200 | 26.68800
3 Convulsiones 8.25 | 0.994300 | 0.988630 | 13.18600
4 Piel irregular 28.25 | 0.917800 | 0.842350 | 12.17250
5 kCola irregular 14.50 | 0.97780 | 0.956092 | 6.599400
6 Cola delgada 30.00 | 0.87066 | 0.758048 | 2.503200
7 | Edema dorsal 14.50 | 0.98980 | 0.979704 | 9.825550
8 Escoliosis 2575 | 097827 | 0.957012 | 6.672660
9 Anormalidad en los ojos 11.25 | 098980 | 0.979704 | 9.825550
10 | Edema abdominal 1175 | 0.98799 | 0.986606 | 12.072600
- 11 | Edema rostro 1825 | 0.99265 | 0.985354 | 11.59980
12 Invagiﬁacic’m en las aletas 7.25 0.71830 | 0.515954 | 1.460060
13 Branquias atrofiadas 7.00 | 097980 | 0.960008 | 6.928800
14 | Anormalidad en la boca 10.50 | 0.982880 | 0.784436 | 2.993900
15 | Edema cefilico 13.00 | 0.987790 | 0.975729 | 8.966760
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sintetizar y liberar el enzima acetil colina
estearasa pudo haber estado limitada.

Las hemorragias se presentaron mas seve-
ras en los embriones de Hyla labialis ex-
puestos al NO,,, en diferentes dreas princi-
palmente hacia la parte anterior, de la cual
no se podian observar, por la alteracién, las
estructuras de los ojos y la boca. Al no
efectuar ensayos a nivel celular posible-
mente similar a las investigaciones de Kate
(1977) y Sumie, Hisao y Masao (1984) se
produjo en los renacuajos un estancamiento
del flujo saguineo por la influencia de los
iones que generaron, en caso de intoxicacién
prolongada, destruccién de los glébulos
rojos, con liberacién de hemoglobina en el
plasma sanguineo.

Laalteracion de la escoliosis, al no realizar-
se y observarse durante la investigacion
procotolos a nivel fisiol6gico, pudo presen-
tarse en los embriones de Hyla labialis, de
acuerdoaJoachim (1979), un ablandamiento
y doblamiento de los huesos largos, con
lineas de fractura a lo largo de las arterias
llamadas nutricias, al bajar los niveles de
calcio y potasio, provocando por ende una
desviacion lateral de la columna.

Las irregularidades en los renacuajos estu-
diados se presentaron en totas las concen-
traciones subletales de Hg”, CI' y NO-,
Cada uno de los iones produjo dafios, visto
a nivel macroscépico a los embriones; tal
vez, al no realizarse en el estudio un andlisis
a nivel celular, pero coherentemente a las
observaciones de Nishisaka (1994), aconte-
¢i6 un daiio irreversible a nivel de membra-
na, por causa de una entrada forzada de los
iones mencionados, cambiando drésti-
camente el potencial eléctrico de dichacapa
celular selectiva.

Los diferentes edemas presentados en los
embriones de Hyla labialis, fueron mads
notorios a los expuestos a las diferentes
concentraciones de Hg*. Los anteriores
iones como el Cl'y el NO,, provocaron en
los renacuajos dafios internos irreparables,
induciendo el inicio de anormalidades, in-

dependientemente en las dreas de los ojos,
boca, cola, aletas y branquias, de las cuales
se mostraron, en algunos de los embriones,
menos ramificadas y desarrolladas que las
del control. )

La variabilidad de los iones estudiados se
presenté en cada uno de los estadios
embrionarios y en cada dosis empleada. El
efecto acumulativo de las alteraciones ge-
neré un menor desarrollo embrionario a lo
normal.

La gran sensibilidad de los embriones se
expreso ante estos iones, en la mortalidad y
en las alteraciones facilmente observables,
durante los 13 dias de exposicién continua-
da. .

CONCLUSIONES

Lasdosis suministradas alas diferentes con-
centraciones de Hg, Cl' y NO'3, causan
efectos toxicos reversibles e irreversibles a
los embriones de Hyla labialis.

El NO-,, causa mayor mortalidad en los
embriones expuestos ,que ala accion téxica
de Cl'y Hg”.

El Hg”, provoca mayor nimero de altera-
ciones en los embriones expuestos, que al
Cry NO,

Durante el estudio se presenta una correla-
cién positiva directa de la relacién dosis-
respuesta.

RECOMENDACIONES

Realizar estudios de toxicidad con los iones
estudiados en la etapa metamérfica de Hyla
labialis.

Investigar los efectos del Hg', CI'y NO-, a
nivel histolégico, celular, molecular y fisio-
16gico, en el desarrollo embrionario como
metamdrfico en individuos Hyla labialis,
H. crepitans e H. pearsei.
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