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ABSTRACT
Aluminum (Al) is one of the most abundant metallic elements on the planet. Due to
its properties, it is widely used in the pharmaceutical, automotive and food industries,
among others, as well as in wastewater treatment processes. Its presence in the
ecosystem can cause adverse effects on aquatic organisms, an ideal model to study
them is the species Danio rerio. Aluminum exposure has been linked to various
pathologies ranging from oxidative stress, behavioural abnormalities, reproduction
and osmoregulatory problems to severe morphological alterations. In the present
investigation, the impact of aluminum chloride (AICI3) on D. rerio embryos and
possible strategies to mitigate the damage caused by this metal were evaluated. The
parents were divided into three different dietary groups: commercial fed, okra-
spirulina and spirulina, oocytes obtained from these three groups were exposed to
environmentally relevant concentrations of AICl3, for 60 weeks, oocytes from each
group were collected and exposed to 14 concentrations of aluminum increasing 500
pg L-1 between each (1500 pg L-1 to 8000 pg L-1 respectively), The CL50 and CES0
were obtained to calculate the Teratogenic Index (T1), morphological damage during
embryonic development, oocyte viability and oxidative stress status were observed
and analyzed. The results showed that the spirulina- and okra-spirulina-enriched
diets were able to increase the reproductive viability of the organisms, reduce the
induced embryotoxicity, improve the response of the organisms to AlCIz-induced
oxidative stress and significantly outperform the commercial diet. Notably, all groups
exposed to the highest concentrations of AICI; showed deleterious effects on
embryonic development, including hatching abnormalities, structural deformities, and
developmental delays. However, the okra-spirulina group showed a marked
reduction in these responses compared to the other groups. In conclusion, this
research emphasizes the potential of nutritional formulations and the urgent need to
explore alternatives to mitigate damage caused by contaminants in the aquatic
environment as these findings have substantial implications for environmental
conservation and the general welfare of aquatic organisms in aluminum-

contaminated environments.
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1 RESUMEN

El aluminio (Al) es uno de los elementos metalicos mas abundantes del planeta, debido
a sus propiedades es ampliamente utilizado en la industrias farmacéutica, automotriz y
alimentaria entre otras, asi como procesos de tratamiento de aguas residuales. Su
presencia en el ecosistema puede ocasionar efectos adversos en los organismos
acuaticos, un modelo idéneo para estudiarlos es la especie Danio rerio. La exposicién al
aluminio se ha relacionado con diversas patologias que abarcan desde estrés oxidativo,
anomalias en el comportamiento, reproduccién y problemas osmorregulatorios hasta
alteraciones morfoldgicas graves. En la presente investigacion se evalué el impacto del
cloruro de aluminio (AICIz) en embriones de D. rerio y posibles estrategias para atenuar
los danos causados por este metal. Los progenitores se dividieron en tres grupos
dietéticos distintos: alimentd comercial, okra-espirulina y espirulina, los ovocitos
obtenidos a partir de estos tres grupos fueron expuestos a concentraciones
ambientalmente relevantes de AICl3,, durante 60 semanas, se recolectaron los ovocitos
de cada grupo y se expusieron a 14 concentraciones de aluminio que aumentaron 500
Mg L-1 entre cada una (1500 pg L-1 a 8000 ug L-1 respectivamente), durante 12, 24,
48, 72 'y 96 h, se obtuvieron las CL50 y CE50 para calcular el Indice Teratogénico (IT),
se observo y analizd el dafo morfoldgico durante el desarrollo embrionario, la viabilidad
de los ovocitos y el estado del estrés oxidativo. Los resultados mostraron que las dietas
enriquecidas con espirulina y okra-espirulina fueron capaces de aumentar la viabilidad
reproductiva de los organismos, reducir la embriotoxicidad inducida, mejorar la
respuesta de los organismos ante el estrés oxidativo inducido por el AlCl; superando
notablemente a la dieta comercial. Cabe destacar que todos los grupos expuestos a las
concentraciones mas altas de AICI; mostraron efectos nocivos sobre el desarrollo
embrionario, incluyendo anomalias en la eclosién, deformidades estructurales y retrasos
en el desarrollo. Sin embargo, el grupo de okra-espirulina mostréd una reduccion
estadisticamente significativa de estas respuestas en comparacion con los otros grupos.
En conclusion, esta investigacion enfatiza el potencial de las formulaciones nutricionales
y la necesidad urgente de explorar alternativas para atenuar los dafios causados por
contaminantes en el medio acuatico ya que estos estos hallazgos tienen implicaciones
sustanciales para la conservacion del medio ambiente y el bienestar general de los

organismos acuaticos en entornos contaminados por aluminio.
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2 INTRODUCCION

En los ultimos afos, varios estudios en diversos cuerpos de agua han revelado la
presencia de nuevos contaminantes, potencialmente toxicos con efectos que aun
son parcialmente desconocidos. Estas especies quimicas se denominan
contaminantes emergentes (CE) y pueden llegar a diferentes nichos ambientales
tanto a través de la actividad humana como de la ocurrencia natural, lo que ha
representado una preocupacion mundial, ya que los CE se detectan en
practicamente todos los ambientes de los paises del mundo, independientemente de
su situacion econdémica, estos contaminantes se han convertido en un problema
global especialmente debido al resultado de diversas actividades humanas, lo cual
ha llevado a un suministro excesivo de nutrientes; compuestos organicos (p. €j.,
compuestos farmacéuticos y pesticidas) e inorganicos (p. €j., fosforo, nitrégeno y
metales) en los suelos y las aguas superficiales, lo que ha modificado la calidad del
agua. Los metales, son elementos que se distinguen de otros contaminantes. Por
tener una alta capacidad térmica y eléctrica, es maleables, tienen una densidad alta
y presentan alta conductividad y facilidad de oxidacion, dentro de estos metales se
encuentran el plomo, mercurio, arsénico, cadmio, cromo, hierro y aluminio (Mahdi
Ahmed et al., 2017).

La descarga continua de contaminantes por fuente de origen no puntuales afecta
principalmente al suelo y al ecosistema acuatico, dafiando la cadena alimenticia del
planeta (Escobar et al., 2023). El estudio y la exploracion de alternativas alimentarias
qgue atenuen los dainos causados por contaminantes se ha vuelto de gran relevancia
en los ultimos anos (Rojas et. al., 2022). La okra (Abelmoschus esculentus) es una
malvacea originaria de Africa, es un cultivo vegetal y oleaginoso de alto valor
nutricional el cual es valorado por su calidad unica para la salud y la nutricién
humanas ya que contiene proteinas y aminoacidos fibra, vitaminas, elementos
minerales como calcio, potasio, sodio, magnesio y selenio (Petropoulos et al. 2018),
la okra ha sido empleada en diversas investigaciones como coagulante de
contaminantes industriales y metales como el sulfato de aluminio (Lasteros, 2020),
estos nutrientes y cualidades presentes en la okra podrian ser complementados con
la espirulina, cianobacteria fotosintético que naturalmente crece en condiciones de
luz solar intensa, altas temperaturas y medio altamente alcalino es popularmente
reconocida en el mundo de los alimentos saludables como un superalimento alto en

proteina (Jaeschke et al., 2021) ademas de ser empleado en diversas
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investigaciones en la eliminacién de sustancias toxicas, como: pesticidas, herbicidas
y metales pesados, entre otros; esto gracias a su capacidad de acumular
importantes concentraciones de compuestos toxicos, sin afectar su actividad
bioldgica. (Bhattacharya, 2020). Para ello es necesaria la exploracion de los efectos
derivados de su ocurrencia en el medio acuatico, los cuales se pueden determinar a
partir del dafo téxico inducido en los organismos que forman parte de las cadenas
troficas, dentro de los cuales se encuentran los modelos teledsteos, tal es el caso
del bioindicador Danio rerio el cual ha sido utilizado como bioindicador en diversos
estudios de toxicidad, ya que posee caracteristicas que lo distinguen de otros
organismos entre los que destacan su alta tasa de fecundidad, ciclo de vida corto,
embridon con transparencia y bien definido, su alta sensibilidad a diversos agentes

xenobidticos y un manejo sencillo dentro del laboratorio (Castillo-Salas et al., 2022).

4 ANTECEDENTES
4.1 Aluminio: contaminante ambiental

El medio acuético desde el punto de vista toxicologico puede ser considerado un
vertedero de diversas contaminantes que son el resultado de la industrializacion, la
produccion agricola y de las descargas de aguas residuales. Los contaminantes
ambientales pueden desplazarse muchos kilbmetros desde el punto de aplicacién,
e incluso en muy bajas concentraciones, pueden inducir a varios efectos adversos
para la mayoria de los organismos acuaticos, y por ende en la cadena trofica; la
exposicion al aluminio se ha asociado con diversos efectos adversos para la salud,
tanto en humanos como en animales, incluyendo neurotoxicidad, problemas
reproductivos y embriotoxicidad (Abd Elnabi et al., 2023; Zhang et al., 2023). Se ha
identificado al aluminio como uno de los elementos mas abundantes en la corteza
terrestre, El aluminio representa aproximadamente el 8% de la corteza terrestre,
es el tercer elemento mas abundante después del el silicio y el oxigeno, ademas
tiene la capacidad de combinarse con mas de 270 minerales diferentes entre ellos
con cloro, fluor, silicio, azufre, oxigeno y otras formas (Pardo., 2023), el aluminio
puede liberarse al medio natural mediante fuentes naturales y diversos procesos
geologicos como la actividad volcanica, meteorizacidon, acidificaciéon de sistemas
acuatico y actividades antropogénicas; ya sea por medio del consumo de agua,
alimentos, uso y fabricacién de productos farmacéuticos y de higiene personal,

inhalacion aerosoles y polvos. En diversas investigaciones la exposicion al aluminio
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no solo se ha relacionado con la aparicion de patologias como retencién pulmonar e
inflamacion en los ganglios linfaticos, disfuncién renal, cardiopatias, encefalopatias
e incluso Alzheimer en pacientes de edad avanzada. La ingesta media de aluminio
en la dieta de los adultos es probablemente de 3 a 5 mg/dia (Vidya, 2017). En el
medio acuatico, en diversos organismos, se han observado efectos embriotdxicos y
teratogénicos, en peces; acumulacion en branquias, higado y cerebro (Monaco et
al., 2017; Long et al., 2017; Nordberg et al., 2017). El aluminio se puede encontrar
en sus diversas formas trivalentes AI3*, * Al (OH)?*, AIOH?, Al (OH)3, Al (OH)* vy
formar diversos complejos inorganicos como fluoruro (F-) y sulfato (SO4 ) y
especies organicas como los acidos fulvicos, en suelos estd combinado con diversas
rocas que contienen aleaciones de silicatos con aluminio como imogolita, caolinita,
fosfatos, sulfatos como la varicita e hidréxidos como la gibbsita (DeForest et al.,
2018). La forma mas comun en la que se encuentra dentro de la naturaleza es como
catién trivalente, el cual puede ser absorbido por via oral a nivel del tracto
gastrointestinal, se ha observado que el porcentaje de absorcion depende del pH.
La presencia de complejos organicos permite la formacion de especies neutras que
favorecen su absorcion (Rawy et al., 2013; Vignal et al., 2016), el aluminio compite
con los iones de magnesio, calcio y hierro, sustituyéndolos en las enzimas y
proteinas que forman parte de sus sitios de unién, asi la funcion de la proteina se ve
alterada y con ello el mecanismo celular (Mite et al., 2023)

Un ejemplo es que una vez que ingresa a la circulacion sanguinea, cerca del 90%
del metal se une a la proteina sérica que se encarga del transporte de hierro, la
transferrina (Harris et al., 2003), y se puede llegar a acumular en los riflones, huesos,
higado y cerebro (Gémez et al., 2011). Se he comprobado que el aluminio puede
traspasar la barrera hematoencefdlica mediante endocitosis, este proceso es
mediado por receptores de la proteina transportadora de Fe, en modelos murinos se
reporta que aproximadamente el 0.005% de los compuestos formados con este
metal ingresan al cerebro (Yokel et al., 2006) La acumulacién del metal o los
complejos formados, afectan la fluidez de las membranas, lo que se relaciona con la
produccion de lipoperoxidacion de los tejidos (Kumar y Gill, 2014; Pauca et al.,

2022), en la Fig. 1, se ejemplifica el ciclo de vida del aluminio.
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Fig. 1. Ciclo de vida del aluminio (Autoria propia).

4.2 Mecanismo de accion toxica.

El aluminio hasta hace poco no era considerado un agente peligroso para el
ambiente ya que en el medio una parte puede formar una aleacion con silicatos
formando aluminio-silicatos, cuando se encuentra disuelto, las sales de este metal
pueden formar compuestos monoméricos hidroxilados que tienden a convertirse en
particulas coloidales, que disminuyen su absorcion, el cloruro de aluminio (AICI3) es
utilizado en la industria petrolera como un catalizador ademas de ser utilizado en la
industria textil, farmacéutica, cosmética, textil y en los procesos de clarificacion y
floculacion en el tratamiento de purificacion de agua, esta sustancia es corrosiva en
piel y ojos ademas de causar problemas respiratorios. La intoxicacién por AlCI3
puede alterar el sistema musculoesquelético, el higado, los rifiones. Y el sistema
respiratorio, la intoxicacién puede ser diagnosticada analizando la concentracion de
los compuestos de aluminio en la sangre, cabello, orina o sudor. En los ultimos afos
diversos estudios han comprobado que este metal es capaz de inducir respuestas
toxicas graves en organismos acuaticos (Bondy, 2010; Mite et al., 2023).

El Al en organismos acuaticos estan relacionados con la alteracion homeostatica de
iones esenciales: zinc, magnesio, potasio, calcio, hierro y cobre en los centros

cataliticos de enzimas esenciales para mantener la homeostasis celular, ademas de

10
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producir alteraciones iono y osmorregulatorias (Grassie et al., 2013; Wu J. et al.,
2005) puede ocasionar agotamiento respiratorio como respuesta a dafos
branquiales (Voigt et al., 2015) a estos sintomas también se asocia al aumento en
la mucosidad, hipoxia, acidosis metabolica, e hipercapnia (Allin & Wilson, 2000)
debido a la deposicidon de precipitados insolubles en tejidos susceptibles. Aunado a
ello, este metal forma complejos con grupos sulfhidrilo (SH), lo cual puede inducir un
dafo en el estado de estrés oxidativo en biomoléculas al aumentar las especies
reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares a través de diversos mecanismos (Giriffitt
et al., 2008; Kumar & Gill, 2014; Maya et al., 2016a). En diversos estudios se ha
explorado su funcién como neurotoxina, se ha corroborado que este metal tiene la
capacidad de unirse a las enzimas que procesan la fenilalanina y tirosina
hidroxilasas las cuales participan en mecanismos de sintesis de las catecolaminas,
alterando con ello su liberacidon en el SNC y consecuentemente la respuesta de los
organismos al estrés (Fernandez-Davila et al., 2012a; Sanchez-Iglesias et al.,
2009a). Otro de los mecanismos mas aceptados es la alteracion en el equilibrio
redox ya que se produce un constante aumento en el estrés oxidativo vinculado a
las reacciones de Fenton (Ruipérez et al.,, 2012). Los efectos embriotoxicos
causados por los metales son especialmente preocupantes, ya que pueden tener
consecuencias duraderas para las poblaciones de peces y afectar potencialmente a
toda la cadena alimentaria acuatica (Li et al., 2023). Se han realizado importantes
esfuerzos para identificar formas de contrarrestar el impacto perjudicial del aluminio

en el desarrollo embrionario (Wang et al., 2023).

4.2.1 Ocurrencia del aluminio en el mundo

En México, la Norma Oficial Mexicana A NOM-127-SSA1-1994, 2017, indica que el
limite permisible es de en agua potable es de 0.20 mg/L, aunque no esta claro si
existe un monitoreo continuo del contenido de aluminio en agua de pozos, en virtud
de que no se consideraba un parametro relevante para la salud publica (Vazquez et
al., 2014).

Tabla 1. Ocurrencia de la presencia de aluminio en cuerpos de agua.

Concentracién . .,
Fuente determinada Pais (region) Autor (es)

Lago Adirondack| 0.5 mg/L USA (Nueva York) Driscoll, 1980

Inglaterra

(Gloucestershire) Sollars,1980

Rio Tamesis 0.08 mg/L

11
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Rio Yorkshire 0.05mg/L | Europa (Yorkshire) Sollars, 1989

io T4 ic Ri Inglaterra
o Ta(gr:)ey?s Rio 00.22476mmg/}_|— Gloucestershire Comberetal.,
' ° Mersey) 2005
Rio magdalena 40 mg/L Brasil (Huila) Gazazbg1n3et al.,

Cuenca de rio 617 pg/L Canada (Pacifico) | Schindler, 2019

Fraser
Lago Mackenzie 577 ug/L Canada (Artico) Schindler, 2019
2'0.8 mg/L* Peru (Pasco)
Laguna Sedimento o ) .
; Distrito. Simon Vizarreta et al.,
Quiulacocha 6.29 :
mg/L Bolivar 2021

A continuacién, se muestra un mapa con estas concentraciones ambientalmente
relevantes alrededor del mundo en el que podemos observar cambios en el tiempo

con respecto a los distintos lugares en la tabla (1) y (figura 2).

Rio Mckenzie, Canada, 0.73 pg L' (pH 6) :
Rio Fraser, Canada 29.48 ::L"'(pﬂ 5) o .Ing!ater(a (GIOUCESt?rSh'rE)
Wackefield, Canada 5,000 pg L' (pH 6.5) e s L. uBT D g Tamesslsltll.os1p938; ApHS-5)
Canadian Water Quality Guidelines (CCREM 1987; 2000). A P - ebirafa b

/
< -~
o~ |

LY

< Estandar de calidad ambiental Canada.

: 10 mg/L a 25 mg/L

(EQS) Canadian Water Quality
Guidelines (CCREM 2000)

Rt G4 £ N [ Y
México 0.20 mg/L . SV &7 R NN fas

"DA 0.15 y 0.20 mg/L ¥
Suelos 15 mg/L P
FDA, 2021. .

Norma Oficial Mexicana A NOM-

127-SSA1-1994, 2017. / \ 5377

Rio Higueras, Pert 10.86 :HSLJ' 84 Rio Magdalena, Brasil (Huila) 0.40 pg L' (pH 6)
Suelos 9.67 mg Al L &‘-. - Montes et al., 2013.
Sudrez, 2019.

Fig. 2. Concentraciones ambientalmente relevantes (Autoria propia).

Una de las industrias silenciosamente mas afectadas es la pesquera. La exposicion
a metales pesados ocasiona lesiones en higado, los rinones y el cerebro, aunque las
branquias son las primeras afectadas generando alteraciones iono regulatorias por
la competencia entre el calcio y el aluminio por los sitios de absorcién de la
membrana celular, esencialmente relacionadas a la pérdida de sales plasmaticas,
valores bajos de pH en el agua y altas concentraciones de Al, limitando la funcién

respiratoria por dafos morfolégicos y funcionales (Rondon-Barragan et. al., 2007;
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Santore et al., 2018). En la Tabla 2, se muestran las CLso obtenidas por la exposicidon

AICI3 en distintas especies.

Tabla 2. CLso obtenidas para distintas especies de peces.

Concentracion Especie Hallazgos Pais Autores
(CL50)
Poecilia |Exposicidon por 48 horas. Dafos Gheorghiu,
50- 200 pg/L reticulata | morfologicos y reduccidondela | Canada 2007
movilidad
Carassius Exposicién por 48 horas,
4 ug/L auratus bioacumulacion en branquias, | Colombia Corpus,
piel e higado 2010
Phoxinus | Exposicién por 76 horas, rango
43-32 mg/L phoxinus de toxicicidad definitivo, Colombia |Corpus 2010
reduccion de
movilidad y dafio branquial
Oreochromis Exposicion por 48 horas, Samaniego
125 pg/L Ssp. muestra dano branquial y Ecuador Aguilar,
alteracién morfologica 2015
Danio rerio | Embriones expuestos durante
100 pg/L 72h. Edema USA Monaco et
pericardico y alteracion de la al., 2017

frecuencia cardiaca.

4.2.2 Danio rerio como bioindicador.

El pez cebra (Danio rerio) es un pez teleésteo de agua dulce, que ha sido

ampliamente utilizado en diversos estudios e investigaciones para evaluar la

toxicidad; letalidad, embriotoxicidad y teratogenicidad asi como estrés oxidativo

entre otros, este modelo biolégico resalta debido a sus caracteristicas morfolégicas

y su genoma, el cual ha sido completamente secuenciado, este organismo se

caracteriza por tener una alta tasa de fecundidad externa, tiene un tiempo de

desarrollo corto comparado con otras especies que son usualmente utilizadas como

bioindicadores, sus embriones son transparentes y su desarrollo embrionario es muy

rapido en comparacion con otros biomarcadores ampliamente utilizados para

estudios toxicoldgicos, tiene una amplia practicidad en cuanto a su manipulacion por

su tamano ya que ofrece ventajas practicas mantenimiento y versatilidad ademas de

ser un organismo de bajo costo. (Timme et al., 2018; Hassen et al., 2018; Min et al.,

2023). Respecto al sistema nervioso y su desarrollo este biomarcador tiene un

proceso de desarrollo bastante corto en comparacion con otros organismos pues

finaliza completamente a las 6 dpf ademas de conservar el sistema nervioso central

y periférico al igual que los mamiferos (Chen et al., 2023). Debido a estas
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caracteristicas, los estudios cientificos se ven favorecidos pues se vuelven mas
faciles de realizar, permitiendo la deteccion de anomalias en el desarrollo y con ello
su seguimiento morfolégico, a nivel, molecular, celular y biolégico (De Marco et al.,
2022). Danio rerio no representa, ademas un problema bioético mientras la larva no
sobrepasa los 120hpf segun la Directiva, 2010/63/UE. Por otro lado, la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) y la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo
Econdémico (OCDE) establecieron normas estandarizadas para el estudio de la
toxicidad del pez cebra (OCDE 236, 2016).

El teledsteo ha sido empleado para estudiar varios agentes infecciosos relevantes
para la industria acuicola, ya que el costo de las infecciones para la acuicultura
puede ser muy elevado. Esto ha permitido comprender la biologia de los patégenos,
asi como la respuesta inmune de los peces ante los cambios en el medio, por lo
tanto, ha ayudado a mejorar el control de enfermedades; el desarrollo de vacunas,
la deteccibn de medicamentos y la evaluacion de diversas formulaciones
alimentarias que han sido evaluadas en el biomarcador y ya son investigaciones
prometedoras que tienen una amplia aplicacion generando impactos positivos en la
practica de la acuicultura (Lee-Esteves et al., 2018).

El pez cebra es un modelo eficaz en las pruebas de toxicidad, (Anandhan et al.,
2013), expusieron a embriones de pez cebra a diferentes concentraciones de Al
durante varios horas, encontrando dafio branquial y edema pericardico empleando
concentraciones ambientales estableciendo que las concentraciones que
prevalecen en los arroyos causan una reduccion en el desarrollo y tasas de
crecimiento, anomalias del desarrollo (escoliosis y osificacion esquelética inhibida
por el aluminio), reducciéon de supervivencia de los peces, especialmente al
comienzo de alimentacion exdgena, en conclusidon a sentado un precedente entre la

evaluacion basada en células y los ensayos con mamiferos (McGrath y Li, 2008).

4.2.3 Biomarcadores de estrés oxidativo

El estrés oxidativo puede definirse como la respuesta ante la exposicion de uno o
mas organismos ante sustancias que puedan producir una alteracion en el equilibrio
redox, lo cual puede deberse a una deficiencia en las respuestas antioxidantes y un
incremento excesivo en las especies reactivas de oxigeno (ROS) o nitrégeno (RNS)
o una deficiencia en la defensa antioxidante. La exposicion a aluminio es capaz de

producir dafos en las biomoléculas como: lipidos, proteinas y acidos nucleicos, lo
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que se traduce como alteraciones estructurales y funcionales celulares, a nivel
organoléptico es decir dafio celular (Rodriguez et al., 2001; Ames et al., 1993). Las
alteraciones causadas por la anormalidad en el estrés oxidativo pueden ser
estudiadas mediante un monitoreo bioldégico constante mediante la exposicion a
xenobidticos para conocer su impacto uno de estos organismos eficazmente
empleados es Danio rerio, en este organismo podemos analizar diversos
parametros; parametros bioquimicos, morfologicos y fisioldgicos los cuales nos
permiten identificar y clasificar el efecto causado por los agentes xenobibticos
especificos (Arteaga et al., 2022; Magnarelli, 2015; Nguyen et al., 2020).

424 Estudios por exposicion a AlCl3

Zhang y colaboradores en el afio 2018, analizaron la influencia de la exposicién de
cloruro de aluminio (AICI3) sobre la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) en pez
cebra (Danio rerio). Se encontrd una disminucién significativa en la actividad
locomotora durante la exposicidon a niveles subletales de aluminio lo cual indica que
dichos niveles podrian modificar los parametros de comportamiento del pez cebra 'y
la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) cuando los peces se mantienen a un pH
de 5.8. (Quiroga et al.,2021), determinaron el efecto genotodxico, citotoxico y
embriotéxicos de la mezcla de aluminio y diclofenaco en concentraciones
ambientalmente relevantes sobre Cyprinus carpio con el diclofenaco en
concentraciones separadas, el Al per se empled una concentracion de 24.45 mg L-
1, una vez concluido el tiempo de exposicion se disecaron higado y branquias;
concluyendo que el aluminio aumenta significativamente el dafio hepatico y produce
un dafo branquial extenso.

(Monaco et al., 2016) estudiaron la letalidad inducida por tres concentraciones
distintas de AICI3 en embriones y larvas de pez cebra durante 72 h, las curvas de
supervivencia mostraron que el AICI3 afecta a los embriones y la viabilidad de las
larvas, después de cada tiempo de exposicion. La mayor toxicidad fue observada
con una concentracion a 40, 25 y 16 mM. Adicionalmente se encontrd6 edema
pericardico y alteraciones de la frecuencia cardiaca en un 50% de los ovocitos
después de 48 h de exposicion a 100 pM; en larvas expuestas a la misma

concentracion, se identificaron lesiones neuroldgicas.
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4.2.5 Propiedades biorremediadoras de okra (Abelmoschus esculentus)

Con la intencion de aprovechar las propiedades de las plantas de manera integral,
algunos investigadores evaluaron el poder floculante del mucilago de herbaceas de
la familia Malvaceae entre ellas A. esculentus. (Beltran et al., 2009) realizaron un
estudio de floculacion que involucré el empleo de coagulantes de origen vegetal en
el tratamiento de aguas industriales y especificamente en la eliminacion de tintes
mientras que Solis y colaboradores (2012) utilizaron como agente coagulante sales
de aluminio en el tratamiento de efluentes de diversa naturaleza. Los resultados
demostraron que el mucilago de hibiscos requiere de menores cantidades para
obtener la misma eficiencia de remocién de particulas suspendidas. Se han
realizado estudios sobre la obtencién de la goma de okra (Abelmoschus esculentus),
la cual mostré la desestabilizacidon de las suspensiones coloidales en polisacaridos
compuestos, comparados con la eficiencia del cloruro férrico en aguas residuales
textiles. (Freitas et. al., 2015).

4.2.6 Importancia y propiedades biologicas de la okra (Abelmoschus
esculentus)
La “Okra” (Abelmoschus esculentus), L. Moench, es una hortaliza que pertenece una
especie de la familia de las Malvaceas del género Hibiscos. Fue identificada por
Carlos Linneo (1753). es parte fundamental de la dieta en paises como Ghana, tiene
una superficie considerable de cultivo en Africa y Asia con un enorme potencial
socioeconomico. (Agbenorhevi, et al., 2020).
La okra (Abelmoschus esculentus L.) este cultivo comun en el continente asiatico es
muy resistente a factores como las bajas temperaturas, sequias y heladas ya que
los cultivares de okra han adoptado determinados comportamientos en funcién de
las condiciones climaticas en las que crecen (Ali, et al., 2023).
Fue introducida a América por esclavos africanos en el afio 1600, sus semillas fueron
usadas por los ejércitos del sur como sustitutas del café durante la guerra civil
americana. En Africa Occidental y Central, la okra se conoce como gombo (francés),
miyangro; Gumbo al Sur de USA. En Portugal y Angola se le llama Quiabo mientras
que en Cuba "quimbombo". En Japdn se le llama okura y, en Taiwan "qgiu kui", (Abidi
etal., 2023). En México la okra es una hortaliza no tradicional cuya produccion oscila
de 4 000 a 7 000 ha anuales y rendimiento medio de 10 t ha-1, se destina para el

mercado de exportacion hacia Estados Unidos de América. En México, los

16



Influencia de una dieta a base de okra (Abelmoschus esculentus) y espirulina (Arthrospira maxima) sobre
la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida por cloruro de aluminio (AICl3) sobre Danio rerio”.

principales estados productores son Morelos, Michoacan, Guerrero y Tamaulipas,
éste ultimo aporta alrededor de 70% de la superficie nacional (Diaz et al., 2007). La
superficie cultivada de Okra fluctua entre 4 000 a 7 000 ha anuales, con un
rendimiento promedio de 10 t por ha y una produccion nacional de alrededor de 55
000 toneladas anuales, misma que es destinada al mercado de exportacidén a
Estados Unidos. Es parte fundamental de la dieta en paises de Africa y Asia, donde
se le conoce como okra o gombo (Agbenorhevi, et al., 2020), posee propiedades
fisicoquimicas que podrian potencialmente proporcionar una nueva fuente de pectina
funcional para varias aplicaciones industriales (Datsomor et al., 2019)

El fruto de Okra se caracteriza por tener un alto contenido de K, Cu, Mg, Zn, Mn,
vitaminas A, C, E, K y complejo B, posee ademas flavonoides, betacarotenos,
lepidimoide del mucilago, que tiene multiples funciones en el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Cook et al., 2000). Se le han atribuido propiedades farmacoldgicas
como efecto gastroprotector contra ulceras gastricas inducidas por etanol (Gurbuz
et al., 2003). Actividad antimicrobiana contra cepas patdgenas de Rhodococcus
erythropolis, Mycobacterium sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Xanthobacter (De Carvalho et al., 2011). En 2019, Daliu et al., identificaron al acido
abscisico (ABA) como componente caracteristico de la okra, el cual mostro efecto
hipoglucemiante al evaluar la capacidad de absorcion en el tracto intestinal mediante
estudios in vitro en estadios gastrico y duodeno. En anos recientes, se evalud el
efecto hepatoprotector de un extracto etandlico de okra en ratas expuestas a
tetracloruro de carbono, donde los resultados sugieren que los compuestos
fitoquimicos flavonoides, taninos, antraceno, esteroles y triterpenos, son los que
producen un efecto antioxidante que protege al tejido hepatico. (Algasoumi, 2020).
Este efecto fue corroborado por Nuhu et al., (2020) quienes demostraron que los
extractos etandlicos de las variedades de los frutos de okra, ejercen un efecto
hipolipidémico significativo, actividad hepatoprotectora y antioxidante, mostrando un
comportamiento dosis-respuesta correspondiente a la presencia de quercetina,
ademas de otros compuestos como betacarotenos, xanteina y luteina.

demostrado que tiene una buena aceptacion organoléptica. Debido a su alto valor
nutricional, se ha comprobado que A. maxima tiene efectos beneficiosos para la
salud, por ejemplo, para contrarrestar afecciones intestinales o renales, diabetes
respuesta inmune, favorece la eliminacidn de sustancias toxicas, es utilizada

después de tratamientos de radioterapia y quimioterapia. Asi como es utilizada como
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un alimento para combatir la mala nutricion, por lo que se considera a la espirulina

como alimento funcional (Tarazona, 2018).

4.2.7 Generalidades y propiedades del alga espirulina (Arthrospira maxima).
El alga espirulina (Arthrospira maxima), es una microalga verde- azulada, es
considerada en el reino procariota, ya que, aunque contiene clorofila y otros
pigmentos, realizan fotosintesis oxigénica. Es por esta razén que, a pesar de ser
organismos procariotas, también se incluyen a las cianobacterias en este grupo es
considerada un alimento funcional y es utilizada en productos farmacéuticos y
suplementos alimenticios, en los ultimos afios el interés por esta microalga ha ido en
incremento, asi como sus diversos usos como un suplemento alimenticio tanto
humano como para diversas especies animales en distintas etapas del desarrollo y
estado de salud (Villota et al., 2018; Wang et al., 2023).

Salmean y colaboradores (2015), analizaron los aspectos nutricionales y
toxicoldgicos de alga espirulina, la cual ofrece un perfil de aminoacidos de alto valor
biolégico. Ademas, de proveer acidos grasos esenciales, tiene una alta densidad
proteica contiene vitamina B12, es considerada una buena fuente de betacaroteno,
hierro, calcio y fésforo, se ha comprobado que A. maxima tiene efectos beneficiosos
para la salud, por ejemplo, para contrarrestar afecciones intestinales o renales,
diabetes respuesta inmune, favorece la eliminacion de sustancias toxicas, es
utilizada después de tratamientos de radioterapia y quimioterapia. Asi como es
utilizada como un alimento para combatir la mala nutricién, por lo que se considera
a la espirulina como alimento funcional (Tarazona, 2018).

4.2.8 Espirulina como biorremediador y alimento funcional

Rincoén et al., (2012) emplearon espirulina como sustituto proteico en la fabricacién
de harina de pescado para alimentar a alevines de tilapia roja en tres
concentraciones distinta, encontrando que la dieta con una base de espirulina al 30%
(porcentaje maximo utilizado), tuvo el mejor rendimiento con respecto a coloracién y
crecimiento. Abbas (2020), elaboré un alimento funcional para carpas (Cyprinus
carpio L. 1758) mediante un estudio en el que se administraron diferentes
concentraciones de espirulina para dar seguimiento del aumento de peso teniendo
como resultado que al alimentar a la carpa comun con una dieta de 100% espirulina,
el peso medio final de las carpas aumento significativamente respecto a las otras
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concentraciones del experimento incluso comparado con una dieta basada en
alimento comercial. Murali et al., (2014) analizaron la capacidad de la cianobacteria
espirulina para la remediacion de los efectos contaminantes del aluminio en aguas
residuales encontrando que la espirulina es una potente herramienta ecolégica para
el remedio de Al, por lo que la espirulina podria utilizarse para el tratamiento de
aguas residuales industriales a través de la fitorremediacion basada en espirulina
como parte de la gestidon ambiental.

Villota et al., (2018) compararon cepas de espirulina Arthrospira maxima, Arthrospira
platensis y Chlorella vulgaris con el objetivo de disminuir los niveles de nitratos,
nitritos y fosfatos (NO3 -, NO2 -, PO4) de la laguna de Ubaque en Colombia para
poder comprobar la capacidad depuradora de las cianobacterias. Se determind que
la biorremediacion con microalgas es una alternativa viable para disminuir el nivel
de eutrofizacion.

A continuacién, se muestra en la tabla 3 la comparacién entre los componentes
nutricionales presentantes en okra y espirulina respectivamente

Tabla 3. Componentes nutricionales presentes en okra y espirulina

Okra Espirulina
Componente (Abelmoscus (Arthrospira maxima)
esculentus)
Proteinas 29g/100g 54 g/100 g
Vitaminas mg/100 g mg/100 g
Provitamina A 0 12
Vitamina A 0.036 0
Tiamina B1 0.2 4
Riboflavina B2 0.21 3
Niacina B3 1 0.014
Vitamina B6 0 0.6
Cobalamina B12 0 0.2
Vitamina C 23 0
Vitamina E 0.027 6
Vitamina K 31.3 2
Acido fdlico 0 4.5
Acido 0 0.07
pantoténico
Biotina 0 0.005
Acido palmitico 0 47
Acido abscisico 880 0
(ABA)

19



Influencia de una dieta a base de okra (Abelmoschus esculentus) y espirulina (Arthrospira maxima) sobre
la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida por cloruro de aluminio (AICl3) sobre Danio rerio”.

Minerales mg/100 g mg/100 g
Potasio 299 13
Sodio 3 0.45
Fosforo 51 0.05
Calcio 0.82 0.3
Magnesio 57 0.2
Fierro 57 0.04
Manganeso 9.5 0.005
Zinc 0.58 0.003
Cobre 10.3 0.0012
Cromo 0.12 0.28
Selenio 0.00064 0.01
Carbohidratos 7.6g 249

Fuente: Kumar et al., 2013; Cohen, 1997; Sanchez et al,. 2003; Ramirez et al.,
2006.

5 JUSTIFICACION

En la actualidad los metales pesados son un problema mundial debido al riesgo
sanitario e impacto ambiental que generan. La contaminacion en los cuerpos de
agua trae como consecuencia la disminucion del numero de individuos de las
especies acuaticas y una serie de patologias en la poblacion expuesta. El aluminio
es ampliamente utilizado por la poblaciéon y transformado por la industria quimica y
empleado por la industria automotriz, farmacéutica, cosmética y alimentaria, entre
otras, lo que genera una acumulacién adversa para el ambiente. Es por ello la
busqueda de estrategias para coadyuvar la biorremediacion de efluentes
contaminados por este metal, asi como estimulacion del crecimiento de especies
acuaticas de importancia econdmica a nivel mundial es de gran importancia. La
espirulina es una microalga, rica en proteinas, vitaminas y minerales, conocida por
sus ampliamente documentadas propiedades nutricionales, asi como antioxidantes
y antiinflamatorias (Zanell & Vianello 2023) La okra por otro lado es un fruto que de
manera natural provee a los organismos de distintos nutrientes, alto contenido de
antioxidantes, grasas, aminoacidos, minerales y fibra entre otros ha demostrado
eficacia protectora en diversos modelos biolégicos (Guebebia et al., 2023). Por lo
que la sinergia entre las propiedades entre okra y espirulina podrian proteger a los
organismos ante los dafos producidos por el AlCls.

Por otro lado, esta malvacea se produce en Cahuitan Oax., una comunidad afro

mestiza originaria en la que este cultivo es la unica fuente de empleo de muchas
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familias, por lo que se pretende utilizar la okra 0 “congo” que crece en este lugar,
para apoyar con un respaldo cientifico solido sobre sus beneficios en nuestro pais.
En el presente estudio se evaluara la embriotoxicidad y teratogenicidad del AICls
empleando como bioindicador al pez cebra (Danio rerio), alimentado con una dieta
funcional elaborada con okra y espirulina.

6 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la influencia de una dieta a base de okra (Abelmoschus esculentus) y
espirulina (Arthrospira maxima) sobre la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida
por cloruro de aluminio (AICl3) en Danio rerio.
5.1.1 Objetivos especificos
Formular un alimento para peces (Danio rerio) a base de okra (Abelmochus
esculentus) enriquecido con alga espirulina (Arthrospiramaxima).
Evaluar la embriotoxicidad inducida por AICI3 en Danio rerio alimentado con una
dieta a base de okra y espirulina.
Determinar el indice teratogénico (CLso/CEsp) inducido por AICI; sobre Danio rerio
alimentado con una dieta funcional a base de okra y espirulina.
Evaluar y cuantificar la malformaciones estructurales y cardioldgicas, producidas

por la exposicion a AlCls.

7 METODOLOGIA

6.1.1 Materiales biologicos

Se utilizo el estandar de cloruro de aluminio (99%, AICl3).

El alga espirulina (Arthrospira maxima) se obtuvo de Spiral Spring, ubicada en
Puebla, México.

6.1.2 Obtencidén de okra (Abelmoschus esculentus).

Las muestras de Abelmoschus esculentus fueron obtenidas de la comunidad de
Cahuitan (Oaxaca, México) de la cosecha anual (febrero - marzo 2021). Esta
comunidad Afromestiza se ubica en el municipio de Cuajinicuilapa, Guerrero (Fig.3),
en el limite entre los estados de Guerrero y Oaxaca en México, tiene una poblacién
actual de 92 habitantes (INEGI, 2022), sus actividades econdmicas principales son:
la pesca, la siembra de okra y su comercio y los programas de apoyo a las

actividades de conservacion de tortuga Laud de Semarnat (Secretaria de Desarrollo
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Social, 2018). Las muestras se deshidrataron, pulverizaron y reservaron a

temperatura ambiente y en obscuridad hasta su empleo (Fig.4).

Rancho San
Nico L

ot Santiago
Tapextia

Leaflet | Tiles ® Esri — Source: Esri, HERE, OpenStreetMap
Fig.3. Ubicacion de la comunidad de Cahuitan Oax. México, coordenadas: 65 ha;
16°17'N 098°29'W

- Pulverizacion - Forma bebible

Fig.4. Proceso de obtencidon de okra (fotos de autoria propia).

6.1.3 Formulacion del alimento funcional

Debido a que se carece de estudios sobre la alimentacion de Danio rerio, se propuso
una formulacién con base a proteinas de alta calidad, Okra, alga espirulina, un
premix de vitaminas y minerales, en comparacion con un alimento comercial. Se
adquirieron peces cebra madurez sexual (3.5 = 0.5 cm de longitud) de un proveedor
comercial libres de infeccion y enfermedad. Se mantuvieron bajo un periodo de
aclimatacioén por 60 dias previos a la experimentacioén, se mantuvieron en acuarios
con una capacidad de carga recomendada de 2L de agua por pez, en peceras de 40
L a temperatura de 27 +- 1°C y un pH de 7.2 - 7.6 con saturacién de oxigeno

mayor al 60%, separados machos de hembras, con un fotoperiodo natural. Se
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proporciono hojuela comercial para el grupo control, okra-espirulina para el grupo 1
y okra para el grupo 2 hasta el desove. Se realizaron limpiezas y recambios de agua
cada tercer dia (OECD, 2016)

6.1.3.1 Colecta de ovocitos y mantenimiento de progenitores de D. rerio

6.1.3.2 Aclimatacion de organismos a dosis de AICl3

Se formaron dos grupos de 15 organismos de cada género en el siguiente orden:
Grupo testigo alimentado con hojuela comercial para peces. Grupo alimentado con
la dieta a base de Okra enriquecida con alga espirulina. Los peces fueron
alimentados dos veces al dia, considerando el equivalente del 4% de su peso
corporal durante 60 dias previos a la exposicion a AICls. Los peces fueron
distribuidos aleatoriamente en acuarios de vidrio de 40L litros, 18 especimenes por
cada uno. El experimento se llevo a cabo en un sistema de flujo continuo.

6.1.3.3 Produccién de ovocitos y fecundacion

Los huevos de pez cebra se produjeron en tanques de desove individuales, en los
cuales se colocaron los grupos de desove por tratamiento y hembras/machos
(previamente sexados y aislados) en una proporcion de 2 a 1 respectivamente en
tres recipientes de desove individuales de temperatura de 27 +1° C. El tanquede
desove se coloco unas horas antes del inicio de la oscuridad un dia anteriora la
prueba (a las 17 horas del dia), cada uno con 10 L con agua de grifo declorada
reconstituida con sales a comerciales (1 mL/L).

6.1.3.4 Recoleccién de ovocitos

Para evitar la depredacion se colocaron cajas de malla de 0.5 cm de poro dentrode las
maternidades. El apareamiento, el desove y la fertilizacién sucedieron dentro de los
30 minutos posteriores al inicio de la luz, las trampas de desove se eliminaron
cuidadosamente para recolectar los huevos por medio de succion y se enjuagaron
con solucioén fisiolégica después de la recoleccion (OECD, 2013).

Los ovocitos se recolectaron de forma aleatoria y fueron observados bajo
estereomicroscopio para separar los ovocitos viables y no viables. Los embriones
fertilizados estaban en etapa de blastula ya que esta etapa representa una tasa de

fertilizacion = 90%, conforme a la metodologia de Kimmel et al., (1995).
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8 Pruebas de toxicidad

7.1.1.1 Exposicién a AICI3

Para evaluar la exposicion a AICl3 durante el desarrollo embrionario y efectos
teratogénicos en Danio rerio se utilizé la guia No. 236 “Prueba de toxicidad aguda
de embriones de pescado (FET)”, 2013 de la OCDE. Siguiendo la guia, se colocaron
3 placas de 24 pozos por cada concentracién para cada grupo de estudio (okra-
espirulina, espirulina y alimento comercial) con 30 embriones de manera aleatoria,
con 2 mL de la solucion de AICI; en concentraciones que fueron de 1500 pg L-1 a
8000 pg L-1, es decir: 1500 pg L-1, 2000 pg L-1, 2500 pg L-1, 3000 pg L-1, 3500
pg L-1, 4000 pg L-1, 4500 pg L-1, 5000 pg L-1, 5500 pg L-1, 6000 pg L-1, 6500 g
L-1, 7000 pg L-1, 7500 pg L-1, 8000 pg L-1, respectivamente, tomando en cuenta
concentraciones ambientalmente relevantes (Tabla 1), mientras el grupo control, se
mantuvo libre de la exposicion al metal. Las placas se mantuvieron a temperatura de
27° C y fotoperiodos de luz/obscuridad.A las 96 horas posterior a la fertilizacion, se
registraron los embriones supervivientes y muertos. Se calcularon: 1) el porcentaje
de mortalidad para construir una curva de dosis-mortalidad y 2) la concentracion letal
media (CL50).El registro de las malformaciones observadas durante el desarrollo
embrionario se evaluo a las 12, 24, 48, 72, 96 h de exposicion, considerando las
caracteristicas morfologicas de los embriones en comparacién con los embriones
testigos o de referencia conforme lo propuesto por Kimmel el al., (1995) se tomaron
distintas fotografias para su posterior descripcidén y cotejo. Para considerar validez
de la prueba, los controles no mostraron mas del 10% de los efectos teratogénicos
a las 96 horas posteriores a la fertilizacion.

Las caracteristicas para evaluar recibieron una puntuacion basandose en las
consideraciones por Hermsen et al., (2011). La concentracion efectiva media de
malformaciones (CE50) se calculé mediante un analisis de regresion lineal. Tanto la
CL50 como la CE50, con un limite de confianza del 95%. Las pruebas se realizaron
por triplicado.

7.1.1.2 Evaluacion del efecto teratogénico inducido por el AICI3

El conteo de las malformaciones y los efectos teratogénicos se registraron: presente
0 ausente en cada tiempo de corte (12, 24, 48, 72, 96, 120 hpf). Se observaron todos
los organismos en busca de cualquiera de las siguientes malformaciones reportadas
en pez cebra: edema pericardico, edema del saco vitelino, edema ocular,

malformacién de la cabeza, malformacion de otolitos, malformacion de cola,
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malformacion de corazon, estructura de cuerda modificada (escoliosis) y raquisquis
(Hermsen et al., 2011).

7.1.1.3 indice teratogénico (IT)

El indice teratogénico (IT) se determiné calculando el cociente de la CL50 y la CES50.
Si el IT correspondiera a un valor mayor a 1, entonces se consider6 que el AICIz es
teratogénico, mientras que, si fuese menor a 1, se evidenciaria un efecto embrioletal
(Weigt et al., 2011).

7.1.1.4 Analisis estadistico

Los datos se analizaron empleando una ANOVA unidireccional, seguido de una
comparacion multiple para analizar los datos homogéneos de las variables
continuas. Se empled una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para analizar
datos no homogéneos. Por ultimo, se aplicaron Pruebas exactas de Fisher para la
frecuencia de ovocitos o0 embriones anormales (p <0.05). Esto medianteel programa

estadistico Probit.

7.1.2 Estrés oxidativo

El desbalance entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la
defensa antioxidante que se ve superada, esto trae como consecuencia una
variedad de cambios fisioldgicos y bioquimicos los cuales ocasionan deterioro y
muerte celular (Vidya et. al., 2017). EI EO es un estado alterado de la homeostasis
intracelular de 6xido-reduccion, esto significa la existencia de un desbalance entre
sustancias prooxidantes y las defensas antioxidantes tanto enddégenas como
exdgenas. Este desbalance se produce a causa de unaexcesiva produccion de
ERO’s y/o por la deficiencia en los mecanismos antioxidantes (Xiong, 2011),
teniendo como consecuencia alteraciones de larelacion estructura-funcion en
cualquier érgano, sistema o grupo celular especializado, pudiendo generar con ello
dano celular (Venero, 2002).

Los RL son moléculas electrofilicas que poseen en su estructura atbmica uno o mas
electrones no apareados (ocupan una Orbita atdbmica o molecular por si mismos),
pueden existir de forma independiente y debido a la inestabilidad de su configuracion
electrénica, aumentan su reactividad como consecuencia de la tendencia del
electron desapareado a adquirir un segundo electron en su orbital y con ello
conseguir una configuracion electronica estable (Casado, 2006). Dicha reactividad

es la base de su toxicidad, baja especificidad y su corta vida media (del orden de
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microsegundos) (Renddn, 2005; Boots et al., 2008; Mitjavila et al., 2012). Una de las
principales caracteristicas de los RL es que debido a su inestabilidad tienden a iniciar
reacciones en cadena, reacciones auto propagadoras, en las cuales un radical
reactivo origina un producto que también posee cierto grado de inestabilidad
(reactividad) y que a su vez reacciona para producir mas radicales. Este tipo de
reacciones se componen de tres fases principales, iniciacion generada a partir del
contacto de un RL con una molécula oxidable, propagacion en “Evaluacion de la
influencia de glicésidos de steviol sobre las caracteristicas fisicoquimicas y texturales
de la carne y estrés oxidativo en carpa comun (Cyprinus carpio)” la cual se generan
especies radicales a partir de la oxidacién de las moléculas y una ultima fase,
terminacion, en la cual dos compuestos radicales reaccionan entre si para generar
una especie no radical (Casado, 2006).

Los RL, compuestos electrofilicos que se forman in vivo dentro de la célula son
altamente oxidantes, poseen la capacidad de oxidar macromoléculas biologicas
nucleofilicas como carbohidratos, aminoacidos, lipidos y acidos nucleicos
produciendo con ello alteraciones estructurales y/o funcionales que en casos
extremos pueden llevar a la muerte celular (Venero, 2002). Los RL tienen la
propiedad de reaccionar con una gran variedad de especies quimicas, ya que
participan en un amplio rango de funciones biologicas, en especial en la sefializacion
celular (NO.), muerte celular programada (apoptosis), proliferacion celular,
diferenciacion celular, metabolismo, reacciones inflamatorias, enzimologia (unidos a
proteinas en el mecanismo de una variedad de reductasas, peroxidasas, catalasas
y oxidasas) (Casado, 2006; Konigsberg, 2008; Quintanar & Calderon, 2009). Los RL
mas importantes de las células aerobias son el oxigeno singulete, el anion super
oxido, los radicales de hidroxilo y los metales de transicién (Venero, 2002). Por su
importancia biologica los radicales libres se pueden clasificar en (Rendon, 2005;
Quintanar & Calderdén, 2009) Especies reactivas de oxigeno: Oxigeno molecular
(02), oxigeno singulete (021) y ozono (0O3), asi como especies parcialmente
reducidas, anién superoxido (O2.-), radical hidroperoxilo (HOZ2.), perdxido de
hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (. OH). Dichas especies se generan a partir
de la ruptura y/o excitacién del oxigeno molecular y por su naturaleza altamente
electrofilica son mas reactivos que este. B) Metales de transicion: los metales de
transicion como (Fe, Mn, Co, Ni y Cu) poseen la caracteristica de alcanzar la

estabilidad por si mismos sin reaccionar con otro elemento.
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7.1.2.1 Determinacion del grado de lipoperoxidacién

La determinacion de LPX se realizé mediante el método de Bliege y Aust (1979). Se
tomaron 100 mL de sobrenadante y se completaron a 1 mL con la solucion
amortiguadora Tris-HCI pH 7.4, se Incubd 37°C durante 30 min, se agregaron 2 mL
del reactivo TCA-TBA (acido tiobarbiturico (TBA) al 0.375 % en acido tricloroacético
(TCA) al 15 %) y se agitaron en un vortex. Posteriormente se calentaron a ebulliciéon
durante 45 min, se dejaron enfriar y se removio el precipitado por centrifugacién a
3000 rpm durante 10 min. Se determiné la absorbancia de la muestra a 535 nm
contra un blanco de reactivo. Se calcularon la concentracion de MDA por medio de
su coeficiente de extincion molar (1.56 x 105 M-1cm-1).

7.1.2.2 Determinacion del contenido de proteinas carboniladas

Se realiz6 utilizando el método Levine et al. (1994). Las proteinas solubles se
obtuvieron por centrifugacion de las muestras a 12500 rpm durante 15 min a -4°C.
A 100 pL de este sobrenadante se afadieron 150 pL de 10mM DNPH/2M HCI,
antes de la incubaciéon a temperatura ambiente durante 1 h en la oscuridad.
Posteriormente, se le adicionaron 500 pL de acido tricloroacético 20% y se dejé
reposar(15 minutos a 4 °C). A continuacion, ésta se centrifugé 11000 rpm duran- te
5 min. El botén se enjuago tres veces con etanol-acetato de etilo 1:1, sedisolvio 1
mL de una solucién de 6M guanidina pH 2.3 y se incubo a 37°C durante 30 minutos.
La absorbancia se ley6 a 366 nm y los resultados se expresaron en mM o nM de
carbonilos reactivos (C= O) /mg proteinas, sobre la base de el coeficiente de
extincién molar de 21000 M-1 cm-1-

7.1.2.3 Determinacion de la actividad del superdxido dismutasa

La determinacion de la actividad de la SOD se realiz6 mediante el método de
Misra y Fridorich, 1972. Se adicionaron 40 puL del sobrenadante a una celda de
1 cm, se agregaron 260puL de la solucién amortiguadora de carbonatos (50 mM
de carbonato de sodio y 0.1 mM de EDTA) a pH 10.2 y 200 pL de adrenalina 30
mM. Se determiné la absorbancia a 480 nm a los 30 s y 5 min. La actividad de
la SOD se determin6 por medio del su coeficiente de extincion molecular (21 M-
1 cm-1).

7.1.2.4 Determinacion de la actividad de la catalasa

La determinacion de la actividad de la CAT se realiz6 mediante el método de
Radi et al., (1991). Se tomardn 20 mL del sobrenadante y se le agregara 1 mL

de la solucién amortiguadora de aislamiento (0.3 M de sacarosa, 1 mM de EDTA,

27



Influencia de una dieta a base de okra (Abelmoschus esculentus) y espirulina (Arthrospira maxima) sobre
la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida por cloruro de aluminio (AICl3) sobre Danio rerio”.

5 mM de HEPES y 5 mM de KH2PO4) y 0.2 mL de la solucion de perdxido de
hidrégeno 20 mM, se determin6 la absorbancia a 240 nm, a 0 y 60 s. Los
resultados se obtuvieron sustituyendo la absorbancia de ambos tiempos en la
siguiente formula: (Concentracion de catalasa = (A0 - A60)/CEM). Donde el CEM
del H202 equivale a 0.043 mM-1 cm-1; los datos se expresaron en mM de H202

min-1 g de tejido humedo-1.

9 RESULTADOS
9.1 Anélisis bromatolégico

El anélisis bromatoldgico (tabla 1) realizado en el laboratorio de Servicios externos
de la Facultad de Quimica UAEMEéX, siguiendo las normativas NOM-116-55A1-1994;
NMIGF-607-NORMEX-2013;NMX-F-615-NORMEX-2004; INMX-F-608- NORMEX-
2011; NMX-F-613-NORMEX-2003; mostro una mayor cantidad de proteinas (62.85)
comparado con las cantidades presentes tanto en okra como en espirulina, un
contenido de 9.85g de carbohidratos, los cuales son mucho menores si los
comparamos con la cantidad de proteinas, respecto a la fibra dietética tenemos un
contenido de 2.02g y 13.16g de vitaminas y minerales lo cual comparado con los
datos sobre los nutrientes presentes en okra y espirulinaresultan una importante
fuente de nutrientes disponibles para el bioindicador Danio rerio (USDA, data base
entry. 2019; Cohen).

Tabla 4. Comparativo del analisis bromatoldgico vs, perfil nutrimental de okra

(Abelmoschus esculentus) y espirulina (Arthrospira maxima).

Hojuela comercial Okra Espirulina | Okra-espirulina
Componente LOMAS b.h b.s b.s
P (g/100g) (g/100g) | (g/100g) |  (g/100g)
Proteinas 42 2.0 54.0 62.8
Carbohidratos 36 7.5 17.8 9.8
Fibra dietética 2.0 3.3 7.7 2.0
Vitaminas 12.0 (mg/100g) | (mg/100g) 13.2
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Folato (B9) 60 0
Vitamina A 0.036 0
Tiamina B1 0.2 4
Vitamina C 23 0
Vitamina E 0.027 6
Vitamina K 31.3 2
Magnesio 57 0.2
Fierro 57 0.04
Manganeso 9.5 0.005
Zinc 0.58 0.003
Cobre 10.3 0.0012
Selenio * 0.00064 0.01

9.2 Biomarcadores de oxidacion celular y actividad antioxidante.

9.2.1 Resultados de actividad de superoxido dismutasa (SOD).

En la Figura.5, se muestra la actividad antioxidante de la enzima SOD presente en
los tres grupos de estudio, se observo una diferencia significativa (P <0,05) entre los
grupos alimentados con hojuela comercial, espirulina y okra espirulina a las 72 y 96
horas respectivamente. La actividad de SOD aumenté significativamente respecto al
aumento en la concentracion de AICI3 en los tres grupos, la mayor concentracion se
observo a las 96 horas en los tres grupos aunque se observé un notable aumento en
el grupo alimentado con hojuela comercial.

9.2.2 Resultados de la actividad de lipoperoxidacion (LPX).

En la Fig. 6 se puede observar que en las muestras expuestas a las diferentes
concentraciones de AlClzla actividad antioxidante (LPX) va en aumento con respecto
a la concentracién, con una diferencia significativa entre el grupo hojuela comercial
con respecto a los grupos espirulina y okra- espirulina respectivamente. La mayor

concentracion se presento en el grupo hojuela comercial a las 96 horas.
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9.2.3 Resultados de la actividad de catalasa (CAT).

En la Fig.7 se puede observar que en las muestras expuestas a las diferentes
concentraciones de AICl3 la actividad antioxidante de la enzima CAT va en aumento
con respecto a la concentracion, con una diferencia significativa entre el grupo
hojuela comercial con respecto a los grupos espirulina y okra- espirulina
respectivamente. La mayor concentracion se presenté en los tres grupos evaluados
a las 96 horas de exposicion.

9.2.4 Contenido de proteinas carboniladas (POX)

En la Fig.8. se puede observar que en las muestras expuestas a las diferentes
concentraciones de AIClI3 la actividad antioxidante de la enzima CAT va en aumento
con respecto a la concentracion, con una diferencia significativa entre el grupo
hojuela comercial con respecto a los grupos espirulina y okra- espirulina
respectivamente. La mayor concentracion se presenté en los tres grupos evaluados
a las 96 horas de exposicién.

9.2.5 Contenido de hidroperéxidos (HPX)

En la Fig.9. se aprecia el aumento del contenido de hidroperoxidos el cual aumento
con respecto a la concentracién y las horas de exposicion, encontrando un contenido
mayor a las 96 horas en los tres grupos, este aumento también es notable con
respecto a los grupos; existe mayor concentracion en el grupo de hojuela comercial,

seguido del grupo espirulina y por ultimo el grupo de okra- espirulina.
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Fig.5.Evaluacion de la actividad enzimatica superéxido dismutasa (SOD). Prueba ANOVA, Tukey HSD y Dunett (p <0,05).

Donde se encontro:

A) Diferencia significativa con respecto al grupo de hojuela comercial a las 72 y 96 horas.
B) Diferencia significativa con respecto al grupo Espirulina a las 72 y 96 horas.
C)Diferencia significativa con respecto al grupo Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.

D) Diferencia significativa entre el grupo Espirulina y Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.
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Fig.6.Niveles de lipoperoxidacion (LPX) Prueba ANOVA, Tukey HSD y Dunett (p <0,05).

Donde se encontro:

A) Diferencia significativa con respecto al grupo de hojuela comercial a las 72 y 96 horas.
B) Diferencia significativa con respecto al grupo Espirulina a las 72 y 96 horas.
C)Diferencia significativa con respecto al grupo Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.

D) Diferencia significativa entre el grupo Espirulina y Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.
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Fig.7.Evaluacion de la actividad enzimatica catalasa (CAT). Prueba ANOVA, Tukey HSD y Dunett (p <0,05).

Donde se encontro:

A) Diferencia significativa con respecto al grupo de hojuela comercial a las 72 y 96 horas.
B) Diferencia significativa con respecto al grupo Espirulina a las 72 y 96 horas.
C)Diferencia significativa con respecto al grupo Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.

D) Diferencia significativa entre el grupo Espirulina y Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.
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Fig.8. Niveles de proteinas carboniladas (POX). Prueba ANOVA, Tukey HSD y Dunett (p <0,05).

Donde se encontro:

A) Diferencia significativa con respecto al grupo de hojuela comercial a las 72 y 96 horas.
B) Diferencia significativa con respecto al grupo Espirulina a las 72 y 96 horas.
C)Diferencia significativa con respecto al grupo Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.

D) Diferencia significativa entre el grupo Espirulina y Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.
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Fig.9.Contenido de hidroperoxidos (HPX) Prueba ANOVA, Tukey HSD y Dunett (p <0,05).

Donde se encontré:

A) Diferencia significativa con respecto al grupo de hojuela comercial a las 72 y 96 horas.
B) Diferencia significativa con respecto al grupo Espirulina a las 72 y 96 horas.
C)Diferencia significativa con respecto al grupo Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.

D) Diferencia significativa entre el grupo Espirulina y Okra- Espirulina a las 72 y 96 horas.
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9.3 Resultados embrioletalidad y teratogénesis

9.4 Desarrollo embrionario
Los organismos sin exposicion a AlClz mostraron un crecimiento normal con respecto

a la escala de (Kimmel,1995), el grupo okra-espirulina tuvo algunas eclosiones a las
72 horas a diferencia del grupo control el cual, no mostro ninguna eclosion
acelerada, los ovocitos del grupo espirulina mostraron una eclosion promedio
acelerada (72h) incluso algunos a las 48hrs. Con respecto a los ovocitos viables
tenemos que la formulaciéon okra- espirulina mostro mas del doble de ovocitos
viables (1029) que el control (489), los ovocitos totales del grupo alimentado con

espirulina fueron (750), mucho mayor que el grupoalimentado con hojuela comercial.

Tabla 5. Desarrollo embrionario, respecto a las horas de observacion/exposicion a
AICl3 en el grupo alimentado con hojuela comercial.
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MG = malformacion general RE = retraso en la eclosion; NFO = no formacion de
ojos; NFC= no formacion de cola HE= hemorragia; MC= malformacién de la cabeza;
HIP = hipopigmentacién; MSV = malformacion del saco vitelino; EP = edema
pericardico; ESP= eclosion prematura; ESC = escoliosis; MCO = malformacién de
la cola; SF= sifosis DSV = deformacién del saco vitelino; ESV = edema del saco

vitelino.

Tabla 6. Desarrollo embrionario, respecto a las horas de observacion/ exposicion a

AICI3 en el grupo alimentado con la formulacion de espirulina.
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MG = malformacion general RE = retraso en la eclosion; NFO = no formacion de
ojos; NFC= no formacion de cola HE= hemorragia; MC= malformacién de la cabeza;
HIP = hipopigmentacion; MSV = malformacion del saco vitelino; EP = edema
pericardico; EP = eclosion prematura; ESC = escoliosis; MCO = malformacién de la
cola; SF= sifosis DSV = deformacion del saco vitelino; ESV = edema del saco

vitelino.

40



Influencia de una dieta a base de okra (Abelmoschus esculentus) y espirulina (Arthrospira maxima) sobre
la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida por cloruro de aluminio (AICl3) sobre Danio rerio”.

Tabla 7. Desarrollo embrionario, respecto a las horas de observacion/ exposicion a

AlClz en el grupo alimentado con la formulacion okra- espirulina.
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MG = malformacion general RE = retraso en la eclosion; NFO = no formacion de
ojos; NFC= no formacion de cola HE= hemorragia; MC= malformacion de la
cabeza; HIP = hipopigmentacion; MSV = malformacion del saco vitelino; EP =
edema pericardico; EP = eclosion prematura; ESC = escoliosis; MCO =
malformacion de la cola; SF= sifosis DSV = deformacién del saco vitelino; ESV =

edema del saco vitelino.

9.5 Teratogenicidad

Se observaron varias malformaciones en los tres grupos, las cuales fueron en
aumento con respecto a las concentraciones de exposicion, la cantidad de
malformaciones observadas en el grupo alimentado con hojuela comercial es mayor
gue con respecto a los grupos alimentados con espirulina y okra-espirulina, el grupo
espirulina mostro malformaciones, aunque de menor gravedad comparadas con las
encontradas en el grupo alimentado con okra-espirulina Las malformaciones méas
frecuentes fueron; no formacion de ojos, cola y cabeza, escoliosis, sifosis, edema
pericardico, edema de saco vitelino y hemorragia. Las alteraciones de eclosion,

malformacion de la cola, edema pericardico, deformacion de la cabeza,
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hipopigmentacion, edema pericardico, ausencia de aleta pectoral y de protuberancia
bucal fueron los trastornos mas comunes detectados para la mezcla, en cuyo caso
las malformaciones fueron multiples y relativamente mas graves en comparacion

con las formas aisladas, poniendo en riesgo la vida de los embriones (Fig.5).

\‘;&% | | . e ¢ A-
& BY \ ‘
£s \
E&ﬁ-\

~—e—Control Okra + espirulina  =—e=Espirulina

Fig.5. Teratogenicidad inducida por AICI3 sobre Danio rerio a las 48 horas respecto
a cada grupo de estudio, edema pericardico (EP), escoliosis (ES), no formacion de
cola (NC), no formacion de ojos (NO), edema en saco vitelino (EV), hemorragia (H).

Los datos fueron expresados en x = g. n=3.

9.6 Embrioletalidad

La embrioletalidad fue visiblemente mayor en el grupo alimentado con hojuela
comercial que con respecto a los grupos okra-espirulina y espirulina, la menor

cantidad de ovocitos muertos de encontro en el grupo okra-espirulina (Fig.2)
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Fig.10.Embrioletalidad inducida por la exposicién de AlICIz sobre Danio rerio.

9.6.1 Los datos fueron expresados en x * . n=3, p<.5 (prueba ANOVA).

9.7 Embriotoxicidad

Los resultados muestran que el AICI; es un agente teratogénico que podria alterar el
estado de estrés oxidativo en el bioindicador ya que se observaron alteraciones de
la eclosion, malformaciones estructurales, deterioro cardiaco y retrasos en el
desarrollo embrionario al aumentar la concentracion.

El indice teratogénico calculado nos indica considerando: EMBRIOTOXICO 1< IT
>1 TERATOGENICO.

Grupo CL50 (pg L-1) | CESO (pg L-1) IT
Alimento comercial 5320.2 1620.3 3.28
Okra + espirulina 7230.2 5648.2 1.28
Espirulina 5950.7 5660.3 1.05

Tabla 8. Concentracion letal media CLso (ug L-1), concentracion media de

malformaciones CES50 (ug L-1) e indice teratogénico (IT).

10 DISCUSION
Los metales pesados son capaces de inducir diversos efectos toxicos, algunos son

mediados por la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) generando
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estrés oxidativo (Gonzalez & Ochoa, 2008; Sivakumar et al., 2012), el Al forma parte
de estos y es considerado un riesgo para el medio acuatico, ya que posee una gran
estabilidad quimica ante los procesos de biodegradacion, por lo que los organismos
tienen una gran dificultad para metabolizarlos, generandose una contaminacién por
bioacumulacién y un efecto multiplicador en la concentracién del contaminante en la
cadena trofica, alcanzando niveles altos de toxicidad ademas de ser absorbidos muy
eficientemente a través de las membranas biologicas, su biodisponibilidad se ve
fuertemente afectada por los parametros fisicoquimicos del medio acuatico (Santore
et al., 2018; Trenfield et al., 2012). En México, la Norma Oficial Mexicana A NOM-
127-SSA1-1994, 2017, indica que el limite permisible en agua potable es de 0.20
mg/L, y (0.05-0.1 mg L-1) como limite de proteccion para la vida acuatica, aunque
no esta claro si existe un monitoreo continuo del contenido de aluminio en agua de
pozos, en virtud de que no se consideraba un parametro relevante para la salud
publica o ambiental (Vazquez et al., 2014). La presencia de este metal se ha
reportado en diversos organismos acuaticos; los peces son un foco de especial
atencion, la toma de estos contaminantes puede ocurrir a partir de sedimentos,
material particulado en suspension, columna de agua o fuentes alimenticias, lo cual
dependera de la dieta y del modo de vida del organismo (Authman,2015; Alamdar et
al., 2017). La relevancia de esta investigacion no solo profundiza en las
consecuencias de la exposicion al aluminio, sino que también amplia nuestros
conocimientos abarcando las posibles repercusiones dentro de la biodiversidad
acuatica mostrando a la vez una alternativa de proteccion ante los efectos que el
aluminio pueda causar en los organismos, a partir de la composicion nutricional
unica que ofrece esta mezcla de vitaminas, minerales y antioxidantes presentes en
okra con espirulina, la okra ha sido ampliamente reconocida por sus nutrientes y por
poseer propiedades coagulantes empleados para la remocion de diversos
contaminantes entre ellos el aluminio. La okra ademas posee un conjunto de
fitoquimicos que ofrecen beneficios potenciales que promueven la salud de los
organismos, como se ha documentado en estudios recientes (Bakhsh et al., 2023;
Mohammadzadeh et al., 2023), al combinar estos componentes nutricionales con los
presentes en la microalga espirulina, la cual ha sido utilizada desde tiempos
prehispanicos por sus amplios beneficios para la salud, asi como sus efectos
benéficos sobre los organismos acuaticos (Abreu et al., 2023; Al Mamun et al., 2023;
Dianratri et al., 2023), formulan en conjunto un alimento que proporciona
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compuestos bioactivos y nutrientes esenciales para la salud reproductiva y la
viabilidad de los ovocitos de D. rerio, lo cual puede verse reflejado en la viabilidad
de los ovocitos, la cual fue significativamente mayor en los ovocitos producidos por
el grupo de pez cebra alimentados con una dieta enriquecida con espirulina y okra
(95%) en comparacion con la dieta con espirulina (89%) y la dieta comercial (82%)
lo cual puede atribuirse a la composicion nutricional Unica de la mezcla de okra y
espirulina. La espirulina, al ser rica en proteinas, vitaminas, minerales y
antioxidantes, desempefa un papel fundamental en el apoyo a diversos aspectos de
los procesos reproductivos de los peces (EI-Sheekh et al., 2023; Pérez-Alvarez et
al., 2023; Youssef et al. 2023). Por otro lado, la okra aporta nutrientes adicionales y
compuestos potencialmente protectores (Exposito-Almelldn et al., 2023; Yeung et
al.,, 2023). La sinergia de nutrientes que aportan tanto la espirulina como la okra
podria sustentar el aumento observado en la viabilidad de los ovocitos en D. rerio.
La dieta comercial por otro lado puede carecer de varios nutrientes especificos o
componentes bioactivos que se encuentran en la dieta enriquecida con espirulina y
okra, lo que puede dar lugar a una disminucion de la viabilidad de los ovocitos (Abbas
2023). Las diferencias significativas observadas entre los porcentajes de viabilidad
en los ovocitos, muestran el gran potencial que puede tener la formulacion de dietas
que incorporan ingredientes naturales especificos para mejorar el éxito reproductivo
de organismos acuaticos como el pez cebra (Amenyogbe 2023).

El aluminio en sus diversas especies puede producir embriotoxicidad, ademas de
tener la capacidad de provocar dafos teratogénicos y generar alteraciones en el
desarrollo embrionario y acumulacion en tejidos ademas de ser considerad un
agente cardiotoxico, citotoxico, teratogénico y embrioletal (Corrales, 2010;
Mohammed,2011; Ronddn et. al., 2007; Fernandez 2014; Adams, 2018). En la
presente investigacion el aluminio produjo diversas alteraciones en embriones de D.
rerio, entre las que destacan edema pericardico, edemas en el saco vitelino,
malformaciones craneofaciales, hipopigmentacién corporal, retraso del crecimiento,
cifosis, lordosis, escoliosis, malformaciones del saco vitelino, malformaciones de la
cola, malformaciones corporales generales y retrasos en la eclosion. Sin embargo,
los embriones sometidos a la exposicion cronica de una dieta enriquecida con
espirulina redujeron significativamente las malformaciones inducidas por el aluminio.
En los embriones de D. rerio expuestos crénicamente a una dieta enriquecida en

espirulina-okra, las malformaciones inducidas por el aluminio disminuyeron aun mas
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en proporcion a las de los embriones alimentados con una dieta enriquecida en
espirulina.

Este efecto protector puede deberse a los mecanismos mediante los cuales las
dietas enriquecidas con okra y espirulina ejercen una proteccion ante los efectos
embriotéxicos inducidos por el aluminio, generando una disminucion en el nimero
de malformaciones en comparaciéon con los ovocitos producidos por el grupo
alimentado con hojuela comercial, se puede inferir la interaccion de algunos factores
interconectados en el proceso; en primera estancia la defensa antioxidante, tanto de
la espirulina como de la okra, ambas tienen un alto contenido de antioxidantes,
incluyendo vitaminas como C y E, respecto a los fitoquimicos en ambos casos se
encuentran presentes tanto carotenoides como polifenoles (Ali & Bhattacharjee
2023; Lakhdar et al.,, 2023; Segmen et al.,, 2023). Por otro lado, diversas
investigaciones han demostrado el aluminio tiene la capacidad de alterar el
transporte de electrones dentro de la cadena respiratoria dando como resultado una
alteracion dafina para las mitocondrias, aunado a esto el aluminio puede tener
interacciones directa o indirectamente con diversas enzimas esenciales en diversos
procesos metabolicos y moleculares, este metal tiene la capacidadad de unirse y
generar una acumulacion en las estructuras oseas, ya que puede sustituir al calcio
en sus sitios de union, dentro de las superficies oseas lo cual altera la actividad
cardiaca y del sistema nervioso en general al promover la mineralizacion,
hipocalcemia, osteomalacia y osteogénesis, en diversos estudios se ha descrito que
en embriones de ratones se produce la inhibicion de la via de sefalizacion Wnt / 3-
catenina la cual regula procesos como la regeneracién de tejidos, la diferenciacion
de células madre y la proliferacion celular, generando asi lo cual produce
malformaciones esqueleticas axiales como cifosis, lordosis o escoliosis. (Brannen et
al., 2010; Klein, 2019; Song et al., 2018; Sun et al., 2017). Se ha comprobado en
diversas investigaciones que el aluminio tiene la capacidad de causar un deterioro
en las funciones celulares ya que puede generar una alteracion estructural en las
proteinas, ocasionado por su afinidad con los grupos sulfidrilo, presentes en
estructuras como las cisteinas (Khan et al.,, 2013). La alteracién en la eclosion
especialmente en el grupo del alimento comercial debido a la falta de proteccién que
provee tanto la espirulina como la formulacién okra- espirulina puede deberse a la
interaccion del aluminio con una enzima denominada corionasa, la cual se considera

una metaloproteasa llamada proteasa de eclosion (Scheil et al., 2009).Cuando el
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aluminio logra traspasar la membrana el corion, tiene la capacidad de unirse a los
grupos tiol dentro de las proteinas, generando especies reactivas de oxigeno ,
generando estos efectos embriotdxicos (Adeyemi et al., 2015; Ganesan et al., 2016;
Hasan et al.,2018)

En el caso de la hipopigmentacion en organismos de los tres grupos, aunque del
grupo de alimento comercial desde la concentracion 1500 mg/L a diferencia del
grupo espirulina y el grupo okra- espirulina en los que se presento hipopigmentacion
en las exposiciones mas altas de AICl3, se puede inferir a la disminucioén en la
expresion de genes (NRF1y NRF2) pues de estos se derivan las células encargadas
de la pigmentacion (Rocha et al., 2020; Monaco et al., 2017; Asghari et al).

La exposicion al aluminio puede provocar la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS), causando estrés oxidativo y dafio celular (Huixin et al., 2023; Karami
et al., 2023; Sung et al., 2023). Existen diversos organismos, en los que se puede
presentar una produccion sostenida de especies radicales de oxigeno lo cual es
necesario para mantener los procesos metabolicos celulares (Wells et al., 2005). En
el presente estudio, se evalud el efecto en el estado del estrés oxidativo de las larvas
producidas por los progenitores de tres grupos experimentales de Danio rerio, los
ovocitos fueron expuestos a 9 concentraciones de AIClz durante 72 y 96 horas
respectivamente en donde pudimos observar una reduccion en el estrés oxidativo lo
cual puede deberse a la presencia de los antioxidantes de la espirulina y la okra ya
que los antioxidantes tienen la capacidad de eliminar las especies reactivas de
oxigeno, reduciendo asi el estrés oxidativo y protegiendo a los embriones ante el
desarrollo de malformaciones (ljarotimi et al., 2023; Jha et al., 2023; Parmar et al.,
2023). Es muy probable que las formulaciones enriquecidas con espirulina y la
mezcla de okra con espirulina tengan un efecto reductor en el estado de estrés
oxidativo en los embriones de Danio rerio debido a su composicion antioxidante, la
espirulina es conocida por su alto contendo de y la activacion de mecanismos de
defensa de antioxidantes enddgenos, es probable que las dietas enriquecidas con
espirulina y mezcla de espirulina y okra reduzcan el estrés oxidativo en embriones
de pez cebra mediante una combinacion de compuestos antioxidantes y la activacion
de mecanismos de defensa antioxidantes endogenos. La espirulina es conocida por
sus altos niveles de proteina, vitaminas, incluidas las vitaminas C y E, el
betacaroteno y la ficocianina y antioxidantes (Ajayi et al., 2023; Wang et al., 2023),

estas cualidades antioxidantes presentes en la microalga pueden neutralizar las
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especies reactivas del oxigeno (ROS) y los radicales libres generados durante la
exposicion al AlCl3, lo que permite la prevencion del dafo celular y el estrés oxidativo
(Ansari et al., 2023;Mohan et al., 2023; Parveen et al., 2023).

La okra complementa el contenido antioxidante dentro de la dieta ya que contiene
diversos flavonoides y polifenoles, asi como otros fitoquimicos polifenoles con
propiedades antioxidantes que al combinarse con la espirulina forman una sinergia
gue aumenta su capacidad antioxidante, esta accidén conjunta refuerza la capacidad
del embrion en cuanto a la defensa antioxidante probablemente iniciando procesos
de regulacién ante el incremento de encimas antioxidantes enddégenas como la
superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) (Younis et al., 2023; Parmar et al.,
2023), evitando asi el estrés oxidativo, interceptando y neutralizando eficientemente
los ERO (Pruteanu et al., 2023; Zhu et al., 2023; ljarotimi et al., 2023; Jha et al., 2023;
Parmar et al., 2023). Este mecanismo sinérgico que implica una amplia gama
antioxidante directa y la estimulacion de las defensas antioxidantes intrinsecas
promueve la proteccidn a nivel celular, reduce el estrés oxidativo y por ende
promueve una reduccion de malformaciones en embriones de Danio rerio expuestos
a AlCl3

Otro mecanismo importante ejercido por el alimento a base de okra- espirulina es la
quelacion, en diversas investigaciones se ha estudiado el contenido de compuestos

como el mucilago que tiene propiedades quelantes dentro de la okra, la cual ha sido
utilizada para aislar diversos elementos como residuos industriales, remocién de
metales pesados en aguas industriales y residuos textiles, esta cualidad promueve
la desintoxicacion que puede promover la eliminacion de toxinas generadas por el
aluminio en el tracto digestivo (Pourakbar et al., 2023; Ormanli et al.; 2023). (Dhiman
etal., 2023; Saleh & Fadillah 2023), por ello la presencia de la okra en la alimentacion
de este grupo de estudio, contribuye a la disminucion de los efectos toxicos que
produce el aluminio, otro factor considerable en este alimento es el efecto
antiinflamatorio, se ha reportado con anterioridad que el aluminio ejerce una
inflamacion en la exposicion crénica de los organismo ante este metal alterando el
desarrollo embrionario, por lo que las propiedades antinflamatorias reportadas en el
alga espirulina pueden coadyubar en la proteccion de los organismos ante este
efecto que afecta la embriogénesis (Saraswathi & Kavitha 2023). (Abdelghany et al.,
2023; Kumar et al., 2023), este efecto protector aunado a los nutrientes presentes

en espirulina la cual es considerad un “superalimento” por su alto valor nutrimental
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(Terzioglu et al., 2023), la espirulina tiene ademas la capacidad de modular y
promover las respuestas inmunitarias, reforzando las defensas inmunitarias en el
organismo, mejorando asi las capacidades en el sistema de defensa del organismo
ante los efectos téxicos en los organismos. (EI-Shall et al., 2023; latrou et al., 2023;
Jamil Emon et al., 2023).

En conjunto con la okra, la cual también provee a los organismos de vitaminas,
minerales y diversos nutrientes esenciales (Chadha, 2023), la mezcla de nutrientes
puede proporcionar a los organismos un fuente tan rica en nutrientes que puede
tener la capacidad de contrarrestar los efectos toxicos que ejerce el AlCIz ejerciendo
una perfecta sinergia por la combinacién de agentes antioxidantes, vitaminas,
minerales, el mucilago y otros elementos quelantes metalicos dentro de la okra,
agentes inflamatorios presentes principalmente en la microalga espirulina pueden
ejercer una mejora en los mecanismos de proteccidn ante los efectos embriotoxicos

inducidos por el aluminio.

11 CONCLUSIONES

+ El alimento disefiado a base de okra y espirulina aumentd en promedio las
tallas de los progenitores.

» La viabilidad de los ovocitos fue significativamente mayor en el grupo
alimentado con la formulacién enriquecida con okra y espirulina, mostrando
una notable capacidad para estimular una mayor produccion de ovocitos
viables, en comparacién tanto con la dieta de espirulina como la dieta
comercial.

» Los organismos alimentados con la formulacion de espirulina mostraron una
eclosion acelerada (48h) con respecto al grupo control y al grupo okra-
espirulina (72h).

» La embriotoxicidad fue mayor en el grupo alimentado con hojuela comercial
con respecto a los grupos okra-espirulina y espirulina.

» La severidad de las malformaciones observadas en el grupo alimentado con
hojuela comercial es mayor que con respecto a los grupos alimentados con
espirulina y menor gravedad con el grupo alimentado con okra-espirulina.

» Las malformaciones mas frecuentes con respecto a las concentraciones en
el grupo control son: edema pericardico, edema en el saco vitelino, no
formacion de cola y ojos, sifosis y escoliosis severa; en el grupo espirulina 'y
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okra espirulina las malformaciones mas severas se observaron a las 48 horas
y en concentraciones mayores a 5500 ug/L de AlCIz; las malformaciones mas
comunes fueron: edema pericardico, edema en el saco vitelino, hemorragias,
escoliosis y sifosis.

* La formulacién con okra- espirulina mostro mayor proteccion ante la
Embriotoxicidad.

+ Se observé un comportamiento Dosis-Respuesta del efecto embrioletal en
todos los grupos de alimentos (Hojuela comercial > okra-espirulina >
espirulina).

+ La formulacidbn okra- espirulina mostro mayor proteccion ante la
embrioletalidad provocada por el AICIs.

* La concentracién letal 50 fue mayor en los organismos alimentados con la
formulacién okra- espirulina.

» La concentracion efectiva 50 (malformaciones) fue igual para el grupo okra-
espirulina y para el grupo espirulina.

* Los valores obtenidos para el IT indican que el AICIz es un agente
teratogénico.

+ El alimento okra- espirulina mostro un efecto reductor en el estado de estrés
oxidativo, asi como la formulacién espirulina, aunque en menor proporcion.

» Esta investigacién no solo enriquece el conocimiento sobre la toxicidad del
aluminio y sus efectos, resalta la importancia de explorar nuevas alternativas
nutricionales naturales que pueden mejorar la calidad de vida en los
organismos acuaticos y por ende la seguridad y calidad en nuestra cadena
alimentaria promoviendo practicas mas sustentables y el aprovechamiento

de productos provenientes de comunidades como Cahuitan, Oax.
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