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RESUMEN

El xantato amilico de potasio (PAX) es uno de los colectores mas utilizados para la extraccion
minera. A pesar de que ha habido descripciones sobre lo abrasivo que llega hacer este quimico
para los ecosistemas y los organismos, los estudios sobre los efectos del PAX durante el desarrollo
embrionario son escasos y en parte controversiales. En este estudio, mediante el uso de embriones
de pez cebra como modelo experimental, se describen los efectos del xantato amilico de potasio
sobre el desarrollo del sistema cardiovascular. A través de ensayos teratogénicos e
inmunodeteccion se encontro que el PAX provoca un defecto en la formacion del bucle cardiaco
y, a concentraciones mayores, los embriones presentan un corazén anormal caracterizado por una
morfologia estirada en comparacién a un corazén normal que tiene una morfologia de “S”. Al
comparar los efectos en el bucle cardiaco de cada concentracion con el control los analisis
estadisticos mostraron diferencias significativas en los embriones tratados a concentraciones altas
de PAX, demostrando que existe un efecto negativo en el desarrollo del sistema cardiovascular.
Estos datos sefialan que el xantato amilico de potasio conduce al deterioro de la morfogénesis del

sistema cardiovascular, lo que sugiere la precaucion en el uso de estas sustancias quimicas.

Palabras clave: xantato amilico de potasio, sistema cardiovascular, bucle cardiaco, pez cebra,

desarrollo embrionario.



ABSTRACT

Potassium amyl xanthate (PAX) is one of the most widely used collectors for mining. Although
there have been descriptions of how abrasive this chemical is to ecosystems and organisms,
studies on the effects of PAX during development are scarce and partly controversial. In this
study, using zebrafish embryos as an experimental model, we describe the effects of potassium
amyl xanthate on the development of the cardiovascular system. Through teratogenic and
immunodetection assays it was found that PAX causes a defect in the formation of the cardiac
loop and, at higher concentrations, the embryos present an abnormal heart characterized by a
stretched morphology compared to a normal heart that has an S morphology. When comparing
the effects on the cardiac loop of each concentration with the control, statistical analyses showed
significant differences in embryos treated with high concentrations of PAX, demonstrating that
there is a negative effect on the development of the cardiovascular system. These results indicate
that potassium amyl xanthate leads to impaired morphogenesis of the cardiovascular system,

suggesting caution in the use of these chemicals.

Key words: potassium amyl xanthate, cardiovascular system, cardiac loop, zebrafish, embryonic

development.



INTRODUCCION

El pez cebra (Danio rerio) es considerado un organismo versatil y atil en estudios biomédicos,
geneticos, fisiologicos y ecoldgicos (Howe et al., 2013). EI motivo por el cual es ampliamente
utilizado radica en varias caracteristicas propias del animal, que facilitan su observacion y manejo.
Su féacil reproducciéon y mantenimiento, asi como su rapido desarrollo embrionario, permite la
visualizacion de embriones translucidos y la existencia de procesos celulares similares a
organismos mas complejos (Kimmel et al., 1995; Teame et al., 2019).

En la actualidad, el uso del pez cebra como organismo modelo, ha permitido la realizacion de
varias investigaciones en desarrollo embrionario, aplicando sustancias quimicas externas, que
producen alteraciones estructurales en el pez cebra (Legradi, 2015). Ademas, Rosas-Ramirez y
colaboradores (2022), han evidenciado efectos teratogénicos responsables de anomalias
craneofaciales, hipopigmentacion y la muerte en el embrion, después de aplicar farmacos como
paracetamol y ciprofloxacina. Otros estudios han mostrado, como determinados medicamentos
pueden afectar el corazén, aumentando el tamafio del ventriculo, ya sea por hipertrofia, hiperplasia,
o insuficiencia cardiaca, y son capaces de provocar edemas, arritmias y disfuncion en la
remodelacion cardiaca (Zhu et al., 2014; Paavola et al., 2013; Wang et al., 2019; Paavola et al.,
2020).

La diversidad de estudios cardiotoxicos realizados en el pez cebra ha permitido la evaluacion y
comparacion de las respuestas presentes en diferentes vertebrados (Thisse y Zon, 2002;
Langheinrich et al., 2003). Por ejemplo, se han comparado los efectos teratogénicos del pez cebra
con los efectos que resultaron al utilizar las mismas sustancias en humanos o en ratones, obteniendo

alteraciones estructurales similares y pulsaciones irregulares. Zhu et al., (2014) y Jarque et al.,



(2020) han apoyado la comparacion de dichos efectos al obtener valores mayores al 80% en
especificidad y precision al momento de realizar el analisis.

Las sustancias utilizadas para la extraccion de minerales y metales pesados pueden provocar
anormalidades durante el desarrollo embrionario de los vertebrados (Aitio et al., 2015). El
ferrosilicio, por sus compuestos, provoca dafio en la formacion de los pulmones y un desarrollo
anormal del corazon y rifiones (Aitio et al., 2015; Jin y Berlin, 2015; Batch et al., 2016). El cianuro
y mercurio, mas utilizados para la extraccion del oro, cobre y plata, causan sindrome nefroético en
el rifdn, dafio en las células endoteliales vasculares que permiten la circulacion de la sangre y
sistema nervioso (Barregard et al., 2015; Lucchini et al., 2015; Sjogren et al., 2015).

Una de las sustancias mas utilizadas para la separacion de sulfuros metalicos en la mineria son los
xantatos, elemento utilizado para realizar anélisis de concentraciones letales en animales,
empleado en embriones de ranas, peces, pulga de agua, entre otros (Batch et al., 2016). Los
compuestos que se forman por la degradacion natural de los xantatos tienen un gran impacto en la
salud como el caso del disulfuro de carbono (Xu et al., 1988). Investigaciones indican como la
exposicion a este derivado de xantato puede causar dafios en la salud de los humanos: la produccion
de las células sexuales masculinas presentd una baja integridad de la membrana acrosémica,
deformacion del espermatozoide y menor vitalidad de estos; y una cardiotoxicidad causa dafios en
las arterias coronarias provocando asi la disminucion del flujo sanguineo y falta de oxigeno
(Meyer, 1981; Guo et al., 2016; Sharma et al., 2022).

Por otro lado, en mamiferos como ratones, ratas y conejos, este puede afectar a la frecuencia
cardiaca e intercambio de gases al causar una oclusion en las arterias coronarias, deformacién de
los alvéolos e incluso necrosis pulmonar. Ademas, se ha visto que el disulfuro de carbono provoca

cambios en el citoesqueleto del cerebro, lo que conlleva a convulsiones, degeneracion



neuromuscular, desmielinizacion, cambios comportamentales y paralisis (Abadin y Liccione,
1996; Song et al., 2006; Sharma et al., 2022).

A pesar de tener una gran variedad de informacion sobre efectos teratogénicos causados por
farmacos utilizados para la salud humana y sustancias quimicas que son expuestas a varios
organismos, no se ha reportado como los xantatos afectan el desarrollo embrionario del corazon
en el pez cebra. En este sentido, la presente investigacion se enfocara en el estudio de
malformaciones en el desarrollo embrionario del corazon causados por el xantato amilico de
potasio en el organismo modelo pez cebra. La metodologia establecida en esta investigacion
permitira describir y evaluar los efectos que causan los xanatos amilicos de potasio en la estructura
embrionaria del corazén, posibilitando la visualizacion de alteraciones en la estructura cardioldgica

en vertebrados, y contribuir al cuerpo de conocimiento en la ontogenia de Danio rerio.

METODOLOGIA
Obtencidn y cuidado de embriones

Los embriones utilizados fueron obtenidos del Bioterio para la Investigacion del Pez Cebra

(BIPC-PUCE), perteneciente a la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador.

Embriones de pez cebra: exposicion al xantato

Las concentraciones de xantato que se ocuparon para los tratamientos son: 12, 24, 36, 48 y 60
mg/L tomando como referencia el estudio de Villaverde (2023). Se trabajé con un set experimental
de 5 tratamientos y un grupo control. Para cada set, se seleccionaron 12 embriones los cuales
fueron repartidos en una placa de microtitulacion de 24 pocillos (Costar 24-Well Cell Culture

Cluster). Los embriones escogidos tuvieron una exposicion durante 3 dias a diferentes



concentraciones del xantato amilico de potasio en cada pocillo y fueron incubados a 28°C durante
el periodo de exposicion. Ademas, se cambi la solucién de E2 con amilico de potasio para evitar
que se evapore. Después de este periodo, se pasé a todos los embriones a un tubo de
microcentrifuga con PFA al 4% para su fijacion. Finalmente, se reemplazé de forma gradual el

PFA por metanol al 100% para su deshidratacion y realizar la inmunotincion.

Inmunotincion de tejido muscular

Los embriones almacenados en metanol al 100% fueron rehidratados progresivamente con PBS-
Triton 1X (25%, 50%, 75%, 100%) durante 5 minutos para cada concentracion. A continuacion,
se realizaron 2 lavados de PBS-Tr 1X en un lapso de 5 minutos, seguido de un lavado de 1 hora
en agua destilada a temperatura ambiente y en movimiento. Se cambi6 el agua destilada por
acetona fria a -20°C durante 7 minutos. Posteriormente, se hicieron 2 lavados de 5 minutos con
PBS-Tr 1X en movimiento. Luego, se colocd la solucion de bloqueo en movimiento y a
temperatura ambiente durante 1 hora. El anticuerpo primario monoclonal Anti-Myosin (SIGMA)
se colocd diluido en la solucién de blogueo en una proporcién de 1: 20 y se incubaron las larvas
en el anticuerpo primario en agitacion circular por 1 hora a temperatura ambiental y se dejé reposar

a 4°C durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas, se lavé el anticuerpo primario con 8 lavados de PBS-Tr 1X durante 20
minutos cada uno y se coloco el anticuerpo secundario anti-mouse 1gG rojo (SIGMA) diluido (1 :
500 ) en solucién de bloqueo (1h a temperatura ambiente y 24h a 4°C). Después de remover el
anticuerpo secundario, se hicieron 4 lavados de PBS-Tr de 20 minutos y se coloc6 DAPI disuelto

en PBS 1X (1: 1000) durante 1h30min a temperatura ambiente y en movimiento. Finalmente, se



realizaron dos lavados 2 lavados de PBS-Tr seguido de 2 lavados de PBS 1X durante 10 min cada

lavado y se postfijo a los embriones en PFA al 4%.

Imagen y analisis estadisticos

Para la observacion de la inmunotincion se seleccionaron 21 larvas al azar por cada concentracion
y se realizo un corte en bisel en la nuca y en la vejiga natatoria para mayor facilidad en el montaje.
Las larvas fueron examinadas en vista ventral mediante el microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse Ni con magnificacion 10x, utilizando la camara Mshot Ms60 y el programa Mshot Image
Analysis System. Se realiz6 un montaje de las imagenes en Image J empleando la herramienta Z-

project para la descripcion del efecto provocado en el corazon por el xantato amilico de potasio.

El analisis estadistico se realizd6 mediante R studio, se ejecuto el analisis de varianza (ANOVA)
para determinar el efecto del xantato en la presencia del bucle cardiaco. Ademas, se hizo un
histograma para evaluar la frecuencia de la formacion del bucle cardiaco en cada concentracién

(RStudio Team, 2020).

RESULTADOS

Impactos en la estructura del corazén

Los ensayos teratdgenos realizados con el xantato amilico de potasio en distintas concentraciones
mostraron que hay un efecto en el desarrollo del corazén, sobre todo en la morfologia del
ventriculo y auricula. En todos los embriones que no se realizaron tratamientos se presenta una
morfologia normal en el corazén (Fig. 1A). En el caso de los embriones expuestos al xantato,

después de 3 dias post fecundacion (dpf) en las concentraciones de 12 mg/L y 24 mg/L se puede



observar un retraso en la flexion del corazon. Aun asi, se logran distinguir 3 segmentos con
estructura definida como ventriculo, bucle cardiaco y auricula (Fig. 1B, 1C). Por otro lado, la
exposicion a 36 mg/L, 48 mg/L y 60 mg/L provocd una anomalia en la forma del corazén, al
presentar deformaciones en el ventriculo y auricula (Fig. 1D, 1E). Ademas, en algunos embriones
después de los 3dpf de exposicion al xantato no se logré diferenciar la auricula del ventriculo (Fig.
1D) e incluso se distingue un retraso en la formacion de la auricula, lo que impide que la

inmutacidn sea predominante en esta estructura (Fig. 1E, 1F).

Todos los embriones de control presentan formacion del bucle cardiaco con la superposicion del
ventriculo y la auricula (Fig. 2A-A™"). A medida que aumenta la concentracion del PXA, el corazén
sufre cambios en sus estructuras, presentando una disminucion en la presencia del bucle cardiaco
y por ende la flexion del corazon. En la concentracion de 12 mg/L y 24 mg/L mas de la mitad de
los embriones lograron formar el bucle cardiaco (Fig. 2B-B™", 2C-C™). Con respecto a
concentraciones mayores a 24 mg/L la mayoria de los embriones mostraron una falla en la
formacion del bucle, lo que resulta en un corazon lineal con una auricula estirada o una auricula
incompleta (Fig. 2D-2F"). Esto sugiere que en xantato amilico de potasio puede retrasar la

correcta formacion del bucle cardiaco y auricula.

En el analisis estadistico ANOVA, al comparar los efectos de las concentraciones en la presencia
del bucle cardiaco con el control, se obtuvo un P menor a 0,05 en los tratamientos realizados, lo
que sugiere la existencia de una diferencia significativa principalmente en los tratamientos de 36
mg/L, 48 mg/L y 60 mg/L. Ademas, lo antes mencionado sugiere que la presencia de un bucle

cardiaco y flexién del corazon disminuye en los embriones tratados con una concentracién mayor

(Fig. 3).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos de este trabajo sefialan la existencia de efectos negativos en el desarrollo
embrionario del corazon, que son causados por el xantato amilico de potasio. Se sabe que los
xantatos son los colectores mas utilizados en la mineria para el proceso de extraccion de minerales
(Batch et al., 2016), llegando a ocupar Unicamente la mitad de esta sustancia, mientras lo restante
es desechado en los relaves, provocando ecotoxicidad y problemas en la salud humana (Fu et al.,

2020; MSDS, 2021).

Investigaciones previas han resaltado el efecto de los xantatos en animales acuaticos. Estudios
realizados por Villaverde (2023) evaluaron el efecto toxicologico y teratogénico del xantato
amilico de potasio en embriones y larvas de pez cebra. Los embriones expuestos a diferentes
concentraciones de esta sustancia presentaban un retraso en el desarrollo, al evidenciar una
reduccién del tamafio corporal, torsién de la cola, aumento de la yema y agrandamiento en la

cavidad pericardica (Villaverde, 2023).

Los resultados de esta investigacion muestran que los tratamientos provocan un fallo en el proceso
de flexion cardiaca lo que hace que los corazones no tengan una clara division o presencia de
ambas cavidades (Fig 2D,2E, 2F). Esto sugiere que el xantato amilico de potasio podria estar
interfiriendo con una de las vias de sefializacidn que regulan este proceso (Raya et al., 2003). Tanto
la via de sefializacion BMP como Nodal son necesarias para la especificacion y diferenciacion del

corazon, ademas de estar implicadas en la rotacion del tubo cardiaco (Bakkers, 2011).

Algunos estudios realizados por Chocron et al., (2007) y Smith et al., (2008) muestran que la
sefializacion BMP4 expresada en el lado izquierdo del tubo cardiaco es la responsable de la

migracion de las células progenitoras y rotacion cardiacas. Otros estudios muestran que la
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expresion simétrica de BMP4 o la inhibicidn de esta via no permite la flexion del corazén, dando
como resultado un corazén lineal (Chen et al., 1997; Chocron et al., 2007; Smith et al., 2008). Por
otro lado, investigaciones realizadas en la via Nodal indican que, sin la presencia de Nodal en
conjunto con varios genes, los mecanismos responsables del bucle cardiaco no llegan a presentarse,
lo que podria causar el fenotipo de un corazén lineal, edema pericardico e insuficiencia cardiaca

(Kim et al., 2007; Noél et al., 2013; Raya et al., 2003).

Otras moléculas también provocan errores en la formacion del corazon (Zhu et al., 2014; Paavola
etal., 2013; Wang et al., 2019; Paavola et al., 2020). La exposicion a farmacos como la berberina
produce un aumento en la incidencia de edemas pericardicos y defectos en el bucle cardiaco en
embriones de pez cebra cuando estos son expuestos a 100 mg/L (Martini et al., 2020). Los
fungicidas, como el Triclosan utilizados con regularidad en cultivos, afectan al correcto desarrollo
y funcionamiento del sistema cardiovascular a concentraciones de 0.4 mg/L (Saley et al., 2016).
De la misma manera, este estudio demuestra como a concentraciones mayores de 24 mg/L del

xantanto amilico de potasio produce el mismo efecto que los estudios anteriormente indicados.

En este estudio demostramos que el xantato puede afectar el desarrollo embrionario y afectar los
procesos en la morfogénesis del sistema cardiovascular. Ademas, se brinda informacién relevante
para regular el uso de este compuesto en mineras y evitar efectos negativos en animales y humanos,

gue habiten en zonas cercanas a rios o cerca de lugares donde se desechan esta clase de sustancias.

Nuestros resultados muestran el potencial impacto que el xantato y otras sustancias pueden
modificar el ecosistema donde estas son comunmente utilizadas. Por lo tanto, es vital la
continuidad de estas investigaciones para buscar soluciones viables en el uso y tratamientos de

estas zonas.
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FIGURAS

Xantato Amilico de Potasio (PAX)

24mg 36mg 48 mg

Figura 1. Vista ventral del corazén de Danio rerio 3dpf expuestos al xantato amilico de
potasio. (A) larva control donde se observa la estructura normal del corazén (a). (A")
corazon del pez cebra con presencia de bucle cardiaco (bc) y la superposicion de sus 2
cavidades superpuestas: ventriculo (v) con forma de frijol y auricula (a) cilindrica. (B) larva
expuesta a 12mg/L de xantato amilico de potasio (PAX). (B") corazédn de la larva expuesta
a 12 mg/L en el que presenta ligeros cambios. No presenta una superposicion de la cavidad
ventricular (v) con la auricular (a), ya que existe un retraso en el proceso de bucle cardiaco
(bc). (C) larva expuesta a 24 mg/L del PAX. (C") corazdn del pez cebra expuesto a 24 mg/L
de PAX, se distinguen las dos cavidades: ventriculo (v) méas redondo y la una auricula (a) en
forma de gota. Ademaés, se muestra un retraso en la formacion de bucle cardiaco (bc). (D)
Larva expuesta a 36 mg/L de PAX. (D") corazon de la larva expuesta 36 mg/L, el ventriculo
(v) no presenta la forma caracteristica de frijol y se observa una auricula (a) con forma
anormal. Asimismo, no existe una superposicion de estas dos cavidades ya que no se llega a
dar el proceso de bucle cardiaco (bc). (E) larva expuesta a 48 mg/L de PAX. (E’) corazon de

la larva expuesta a 48 mg/L muestra cambios en la forma del ventriculo (v) siendo este méas
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alargado y una auricula (a) incompleta. No presenta una superposicion de ambas cavidades.
(D) larva expuesta a 60 mg/L de PAX. (D") el corazon muestra cambios en la forma del
corazon. El ventriculo (v) se encuentra méas redondo y existe un desarrollo incompleto de la

auricula (a). No se presenta una superposicion de las cavidades.
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Xantato Amilico de Potasio (PAX)

Control 12mg 24mg 36mg 48 mg 60mg

Figura 2. Disminucion en la flexién cardiaca y presencia del bucle cardiaco en larvas
3dpf de la exposicion al xantato amilico de potasio. (A-A™) larvas control de pez cebra
muestran una superposicion de la auricula y ventriculo causada por la flexién cardiaca. (B-
C) en las larvas expuestas a 12 mg/L y 24 mg/L aun mantiene la forma de S por la torsién
que sufre el corazon mediado el bucle cardiaco. (D-D ™) las larvas presentan una disminucién

en la flexion cardiaca. (E-F ) revelan la ausencia de una flexién cardiaca y bucle cardiaco.
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Frecuencia de formacion del bucle cardiaco
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Figura 3. Frecuencia de formacién del bucle cardiaco en larvas de 3dpf después de la
exposicion al PAX. Frecuencia de la presencia de flexion cardiaca mediada por bucle cardiaco en
una muestra de 21 larvas en funcion de las concentraciones del xantato amilico de potasio en
comparacion con el control. El eje “y” muestra la regularidad en la que los individuos tienen una
correcta formacién del bucle, donde 1 representa al total de larvas observadas y 0 la ausencia. En
el eje “x” se muestran las concentraciones a las cuales las larvas fueron expuestos. Se demuestra
que la formacién del bucle cardiaco disminuye cuando hay un aumento en la concentracién de
xantato. A partir de la concentracion de 36 mg/L la formacion del bucle cardiaco disminuye

significativamente (p= 5.93e-08***) en comparacion con el control donde todas las larvas

presentan una formacion correcta del bucle y flexion cardiaca.



