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Resumen

RESUMEN
En la actualidad, los organismos interactuan de manera constante con
una gran cantidad de substancias, tanto de origen natural como antropogénico,
muchas de éstas pueden ser toxicas y/o presentar efectos nocivos para la

salud.

En la genética toxicoldgica se utiliza una variedad de organismos que
manifiestan alteraciones bioquimicas, morfoldgicas, fisiologicas y genéticas
entre otras, como respuesta a las alteraciones en el medio. Para valorar la
calidad ambiental a través del impacto biologico y evaluar el riesgo a la
exposicion de agentes contaminantes, se requiere de indicadores bioldgicos y
de su correlacion con analisis quimicos ambientales. Existiendo organismos
sensibles a los agentes quimicos, los cuales manifiestan una serie de cambios
medibles y facilmente visibles, denominados biomarcadores. Estos son
reproducibles e inducibles, de tal manera que se puede asociar a ellos, la

exposicion a un “Agente Xenobidtico”.

Con base en lo anterior, actualmente se utiliza una gran cantidad de
ejemplares en la evaluacion del ambiente, y siempre se esta en la busqueda de
mas y mejores indicadores biolégicos que refleje la calidad ambiental. En el
presente trabajo se propone a la frecuencia de malformaciones en columna
vertebral, opérculo y aleta del Danio rerio como biomarcadores en la valoracién
del efecto teratogénico inducido por contaminantes ambientales, asi mismo se

proponen otras estructuras que se presenten de manera natural.

Ingrid Vania Rivera Castillo



Resumen

En el procedimiento experimental, inicialmente se adecuaron las
condiciones fisicas y quimicas para asegurar la viabilidad y desarrollo de los
peces, posteriormente, se realizaron curvas de toxicidad con dos teratégenos
positivos de referencia, el trioxido de cromo (CrOs) y el cloruro de mercurio
(HgCl»), exponiendo a 500 adultos y 6000 huevos del pez cebra para establecer
la sensibilidad del bioensayo, registrando la concentracion letal 50 en partes por
millén para establecer dosis subtoxicas.

La exposicion del pez cebra al trioxido de cromo no presentoé algun efecto
desde el punto de vista genotdxico, al menos en las concentraciones y
condiciones probadas tanto en adultos como huevos.

El HgCl, en dosis subtoxicas provoca un efecto teratdogeno,
principalmente en la columna vertebral. En los biomarcadores restantes,
opérculo y aleta del pez cebra no se encontré ninguna malformacion en el
momento de la eclosion.

La temperatura es una variable importante que influye de manera
significativa en cada etapa de vida de los organismos, principalmente en la

ovoposicion, encontrando que, a mayor temperatura, mayor numero de huevos.

Ingrid Vania Rivera Castillo
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1. INTRODUCCION

1.1. CONTAMINANTES AMBIENTALES

La contaminacion ambiental, se define como aquella alteracién del medio
causada por la energia o los materiales de desecho descargados al ambiente, en
donde pueden dafar la salud humana, asi como a los ecosistemas, llegando de
varias maneras: por descargas a la atmdsfera y/o al agua, por la disposicion de
materiales contaminantes en el suelo mismo, e incluso a través de cadenas
troficas tanto simples como complejas. Por lo tanto, la contaminacién puede surgir
a partir de ciertas manifestaciones de la naturaleza (fuentes naturales) o bien,
debido a los diferentes procesos productivos del hombre (fuentes antropogénicas)
que conforman las actividades de la vida diaria (Holdgate, 1979; Canter, 1986 y

Odum, 1995).

La manera de conocer el impacto de la contaminacion en el ambiente, es a
través de la identificacion de los diferentes tipos de contaminantes, su
concentracion, origen, cinética ambiental, efectos bioldgicos y ecoldgicos;
estimando el efecto que pueda causar a diferentes niveles y la posibilidad de que
ocurra (evaluacion de riesgo o risk assement), estableciendo probabilidad y
gravedad de los posibles efectos adversos, para, asi poder estimar el peligro. Este
ultimo se determina por medio de un balance entre el riesgo y la probabilidad de

interactuar con algun agente nocivo a la salud (Canter, 1986 y Fernicola, 1992a).

De acuerdo con lo anterior, la evaluacion de riesgo se determina en cuatro

pasos (Fernicola, 1992a):
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1) Identificacion de peligro con base al efecto,

2) Evaluacion de la dosis respuesta,

3) Evaluacion de la via y tipos de exposicion,

4) Identificacidon del riesgo (posibilidad de interaccion).

Mediante el uso de la evaluacién de riesgo como una herramienta analitica
para la toma de decisiones, se brinda soporte a la gestién de riesgo, en el registro

y creacidn de bases de datos de agentes nocivos para la salud.

Una vez conocido el proceso de la valoracién de riesgo se procede a la
evaluacion del efecto, el cual depende de la concentracion del agente quimico, asi
como del tiempo (aguda y/o crénica), del tipo (directa o indirecta) y de la via de
exposicion (oral, dérmica, respiratoria y especial); para que posteriormente se
realicen pruebas de toxicidad que permitan establecer dosis subtéxicas a través
de la Clso (concentracion letal 50), que, dé lugar a realizar una gestion de riesgo
(risk management), la cual permite establecer las politicas y alternativas en la
eleccidon de acciones legales, preventivas y/o correctivas ante una contingencia de

un problema ambiental (Fernicola, 1992a).

Toda medida preventiva y/o correctiva se puede realizar siempre y cuando
esté sustentada en una evaluacién del impacto biolégico, debido a que ésta se
basa en un monitoreo ambiental sistematico permanente, para advertir sefales
tempranas de alguna alteracién en el ecosistema, teniendo una estrecha relacion

entre estresores y respuestas biolégicas, a través de la identificacion de las
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causas del efecto producido en los organismos (impacto biolégico), debido a que
se puede presentar una accién toxica por los contaminantes, determinada por su
accesibilidad al organismo (biodisponibilidad) asi como por la serie de reacciones
bioquimicas y fisiolégicas que se manifiestan como signos o sintomas de
intoxicacion propios de cada especie (Vega, 1985a; Canter, 1986 y Fernicola,

1992b).

1.2. EVALUACION DEL EFECTO BIOLOGICO

La evaluacion de este efecto producido por los contaminantes a nivel
biolégico se determina por medio de la toxicologia, en donde su objetivo principal
es: establecer el uso seguro de los agentes quimicos y minimizar sus efectos
deletéreos en poblaciones expuestas (Trimbell, 1989; Cantu, 2000 y Vera y col.,
2001).

De ésta area de estudio se desprenden ramas tales como la ecotoxicologia
y la toxicologia genética, la primera no solo se limita a la identificacion del agente
contaminante ya sea fisico, quimico y/o biolégico, sino que también a su origen,
concentracion, cinética y consecuencias tanto a nivel individual como ecoldgico,
para lo cual, es necesario identificar la naturaleza, probabilidad y magnitud de los
efectos adversos que puedan existir sobre un ecosistema al exponerse a un cierto
estrés ambiental (Vettorazzi, 1992a y Vera y col., 2001).

Para que un toxico ambiental cause un dano, primeramente, se debe estar
expuesto a él, y posteriormente, el toxico debe vencer las defensas y barreras del

organismo que tratan de impedirle que llegue al tejido en su forma activa.
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Las defensas consisten fundamentalmente en mecanismos que restringen
la movilidad disminuyendo el periodo de exposicion. Esto se logra, a través de
presentar barreras fisicas, quimicas y/o metabdlicas al desplazamiento vy
absorcion (Vega, 1985b).

La Toxocinética o farmacocinética, trata a los agentes xenobioticos que
son biotransformados en el organismo, su acumulacién, asi también los procesos
de cuando y cdmo son excretados del mismo, centrandose inicialmente en seis
etapas: exposicion, absorcion, distribucion, acumulacién, metabolismo vy
excrecion.

Un area de la farmacocinética que se encarga de correlacionar la cinética
del contaminante en el interior del organismo con los efectos bioldgicos que éste
pueda manifestar es la Toxicodinamica o Farmacodinamica, la cual permite
ampliar el conocimiento del impacto biolégico que existe a la exposicion a un

agente exégeno (Vega, 1985c).

Para caracterizar el proceso de transporte y transformaciones, que

experimenta el toxico, desde la superficie epitelial de contacto hasta llegar a los

organos en los que se almacenan y en los que causa lesiones, se consideran cuatro

pasos: Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion (Figura 1). El proceso se

conoce por sus siglas ADME (Pefa y col., 2001 y Vera y col., 2001).
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Fig.1. Proceso de transporte y transformacién de un toxico (Modificado de Pefia y
col., 2001)

Por lo tanto, la interaccion dinamica de todos los procesos que contribuyen
el ADME, determina el tiempo que permanecera un agente dentro del organismo
después de que éste se ha expuesto a una dosis determinada. De acuerdo a
esto, la toxicidad se puede comprobar por medio de indicadores biolégicos para
evaluar la calidad del medio (Pefay col., 2001).

1.3. INDICADORES BIOLOGICOS

La evaluacion de los efectos detrimentales de los contaminantes a nivel
biolégico, es dificil de estimar directamente en un ecosistema, debido a que éstos
son complejos, multivariados y simultaneamente expuestos a una gran variedad
de estresores con efectos acumulativos que son escasamente entendidos debido
a su dificil reproduccion en pruebas con animales de laboratorio, para determinar

la calidad del ambiente con diferentes procedencias.
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Ademas, se debe apoyar forzosamente con analisis quimicos cuantitativos
y cualitativos, que permitan correlacionar la concentracion y movilidad de los
contaminantes con los efectos bioldgicos (Fernicola, 1992a; Butterworth y col.,
1995 y Figueroa y Pinzén, 2000).

En cambio, el uso de organismos en la evaluacion del efecto biolégico es
mas sencillo, debido a que son organismos sensibles a los cambios ambientales,
permitiendo la cuantificacion de la magnitud del estrés (Fernicola, 1992a).

En diversos paises, el uso de indicadores biologicos es empleado en la
evaluacién de la salud del ecosistema y en la determinacion del impacto potencial
en el humano, a través de la estimacién de la evaluacion de riesgo y efecto de los
mismos (Fernicola, 1992b).

Un indicador biologico, es un organismo seleccionado por el grado de su

sensibilidad o tolerancia a diversos tipos de contaminacién o sus efectos.
Segun Cairns y Dickson (1971) el uso de indicadores biolégicos brinda dos
beneficios para la evaluacion de la calidad ambiental: 1.) Los datos biolégicos son
facilmente accesibles como los fisicos y quimicos; 2.) La informacion sera
expresada numéricamente, para que facilite la evaluacion con métodos
estadisticos.

En el caso particular de los sistemas acuaticos, existen diversos
indicadores de calidad del agua y criterios para cada uno de ellos. Como por

ejemplo, los peces, que son animales usados comunmente como indicadores en
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programas de monitoreo biolégico, de acuerdo a las siguientes ventajas y
caracteristicas (De la Lanza y col., 2000):
1.- Cuando es necesario el traslado de los peces al laboratorio, el tiempo de
manipulaciéon y procesamiento es relativamente menor, en comparacion con
otros grupos taxonémicos,
2.- Son principalmente afectados por factores ambientales, faciles de ubicar,
3.- Los peces son de vida larga y por lo tanto se puede realizar una evaluacion
en cada etapa,
4.- Se identifican los cambios en la anatomia de un pez, cuando se ha
sometido a algun tipo de influencia andmala, son reflejados en la produccion
de lesiones, tumores y/o deformidades en el cuerpo y aleta,
5.- El uso de peces como bioindicadores puede ser relacionado directamente
en el establecimiento de politicas de pesca y manejo de los ambientes
acuaticos.

Ademas los indicadores biologicos pueden revelar el efecto producido
después de la absorcion de cierta dosis de agentes quimicos y el lugar donde
éste ejerce el efecto dentro del organismo. Los indicadores de exposicion
permiten tener una estimacion indirecta, es decir, el efecto que provoca un
quimico en un tiempo. De acuerdo a esto, los indicadores de acumulacién
proveen una evaluacion de la concentracion de la sustancia retenida en érganos
pudiendo identificar alteraciones tempranas y totalmente reversibles por el

organismo (Fernicola, 1992c).
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1.4. BIOMARCADORES

Los biomarcadores son aquellos que detectan la presencia y la ausencia de
dano; asi como la magnitud de éste, por medio de cambios meristicos, ya sean
bioquimicos, morfoldgicos o fisioldgicos, que se pueden asociar a la exposicion de
un toxico (Fernicola, 1992b y Guzman, 1997).

Los biomarcadores se utilizan para detectar la presencia de una exposicion,
determinar las consecuencias bioldgicas de la exposicion, manifestar los estados
iniciales e intermedios de un proceso patoldgico, identificar a los individuos sensibles
de una poblacion y fundamentar la decisién de intervenir, tanto a nivel individual
como ambiental (Butterworth, 1995).

Cuando se utiliza un organismo como bioindicador en la determinacién del
efecto toxico de algun factor, se debe valorar las ventajas que éste produce al
realizar el analisis de los efectos producidos por los contaminantes ambientales.

Cuando se estudian peces que provienen de aguas contaminadas (rios,
lagos, mares o de establecimientos acuicultores), se identifica a un organismo con
dafos secundarios por la contaminacion, mientras los bioindicadores que se
analizan dan a conocer alteraciones sustanciales. El estado en el que se
encuentran los peces, generalmente permite presumir que cualquier desequilibrio
agudo de la concentracion de oxigeno, aumento de temperatura del agua o
modificaciones en la masa de agua, pueden ocasionar dramaticas consecuencias

para la supervivencia de éstos animales (Butterworth, 1995).
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1.5. BIOLOGIA DE Danio rerio Hamilton, 1822

En la Universidad de Oregon en los afios 70 y 80, se constituyo6 el principal
portal que da acceso a las tecnologias desarrolladas, en la red internacional del
“pez cebra” Danio rerio Hamilton, 1822 (Westerfield, 1995 y Kimmel y col., 1995).

Danio rerio es una de las especies de peces mas resistentes a cambios
ambientales, éste es de ambiente bentopelagico de agua dulce con pH de 6 a 8,
asi mismo los intervalos de dureza son de 5 a 19, Es de clima tropical con una
temperatura de 18 a 24°C y es quizas el pez mas facil de criar entre los oviparos,
se distribuye en Asia: Pakistan, India, Bangladesh, Nepal y Myanmar (Kimmel y
col., 1995; Aqua Guia, 2004, y Froese y Paulv, 2006).

Su morfologia es fusiforme y alargada, presenta un par de barbillas en
ambos lados de la boca que le permite mover los fondos en busca de comida.
Ostenta de 31 a 32 vértebras; el color de su cuerpo es dorado o plateado (segun
el sexo), sobre los flancos y longitudinalmente se presenta de cinco a nueve
bandas de color azul oscuro que empiezan desde el opérculo y llegan hasta el
final de la aleta caudal. El opérculo es azulado y la zona ventral de un tono
blanquecino rosado. Danio rerio habita en corrientes de agua, canales, y charcas.

Se alimenta de gusanos y pequefios crustaceos y de larvas de insectos (Figura 2).
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Fig.2 Danio rerio en el acuario
(Tomado de www.bbe-moldaenke.de/ img/zebrafish.jpg)
Los ejemplares de Danio rerio presentan dimorfismo sexual bajo los
siguientes criterios (Figura 3):
Hembras: son de mayor tamafio que los machos y en el abdomen, las
lineas presentan curvaturas.
Machos: de menor tamafo que las hembras, no presentan curvaturas en

las lineas de su cuerpo por que no hay prolongacién de abdomen.

Fig. 3. Dimorfismo sexual en Danio rerio. En la parte superior de la imagen se

muestra a la hembra y en la parte inferior al macho
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Este organismo en condiciones de laboratorio presenta diversas ventajas
sobre otros organismos como: una salud Optima, controlandola por medio de
cambios de temperatura y limpieza de la pecera. Puede mantenerse muy bien
alimentado con comida comercial de marca Wardley y Tetra Min y asi mismo
comida liofilizada de Tubifex y Artemia; su mantenimiento es de bajo costo; asi
mismo, ocupa un espacio reducido, por ejemplo, en una pecera de 20 litros se
pueden tener 30 individuos, debido a su talla de 5 cm. Otra de las ventajas
importantes es que su reproduccidén sexual inicia a los 4 meses, después de la
eclosion, su reproduccion puede inducirse por factores de luz y es controlable por
alimentacion. En el cortejo, hembras y machos se persiguen mutuamente para ser
los machos los que acaban arrinconando a las hembras para provocar el desove;
éste se produce cuando los peces estan muy excitados, el macho llega a golpear
el lomo de la hembra para que esta expulse los huevos para fecundarlos. Su
descendencia oscila entre 200-400 huevos en tan solo dos semanas y su
desarrollo embrionario va de dos a cuatro dias, conformado por siete periodos en
la embriogénesis: cigoto, hendidura, blastula, gastrula, segmentacion, faringula y
eclosion (Weinberg, 1992; Sohn, 1994; Kimmel y col., 1995 y Froese y Paulyv,
2006).

Una caracteristica que no se debe dejar de mencionar, es que el huevo tiene
una cubierta delgada, semipermeable y transparente, que permite observar
cualquier alteracion durante el desarrollo embrionario, como malformaciones
congénitas producidas por agentes teratogenos (Vega, 1985c; Galicia y col., 1998 y

Rocha y col., 2001).
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1.6. TERATOGENESIS

El termino teratogénesis proviene del griego teratos que significa monstruo,
ésta palabra se refiere a malformaciones anatdémicas macroscoépicas. En donde, un
teratdgeno, es cualquier agente quimico, fisico o infeccioso, actuando durante el
desarrollo embrionario, que sea capaz de producir una alteracion morfolégica o
funcional en el periodo postnatal (Hughes, 1996).

Un ejemplo es el caso del cromo, el cual es un agente teratogénico positivo,
ampliamente distribuido en la corteza terrestre (Hughes, 1996).

En condiciones naturales el cromo se presenta casi siempre en forma
trivalente mientras que el cromo VI es generado por las actividades
antropogénicas, el cual es un agente oxidante que en contacto con la materia
organica se reduce a cromo lll (Vera y col., 2001).

El cromo principalmente se presenta en las aguas superficiales y muy poco
en agua potable, por lo que las concentraciones elevadas de cromo en el agua es
consecuencia de las actividades industriales o de aguas servidas. Las pruebas in
vitro han mostrado que el cromo VI es mutagénico mientras que el cromo Ill no
(Vega, 1985d y Vera y col., 2001).

Otro de los teratdégenos relevantes por sus efectos es el mercurio, siendo un
elemento quimico presente en el ambiente, se origina de los escapes industriales,
del empleo de combustibles fésiles (principalmente carbon, lignita, petréleo y gas
natural), de la desgasificacion natural de la corteza terrestre y de los océanos

(Galvao y col., 1987).
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El mercurio se puede presentar de forma metalica, sales inorganicas vy
organicas. En su forma metalica, en mamiferos atraviesa facilmente la barrera
hematoencefalica y la placenta; mientras que las sales inorganicas de mercurio
como por ejemplo el cloruro de mercurio (HgCI2) son compuestos corrosivos y que
en bajas concentraciones se absorben por via gastrica. En la piel el mercurio causa
irritaciones graves. Después de la absorcion estos compuestos pasan a tejidos
sanguineos; distribuyéndose por igual entre el plasma y los eritrocitos. Por otra
parte, la afinidad del mercurio metalico y las sales inorganicas de mercurio por el
rindn se debe a la proteina metalotioneina de bajo peso molecular (Galvao y col.,

1987).
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2. JUSTIFICACION

En la actualidad, varios trabajos proponen al pez cebra como un buen
indicador biolégico en ambientes acuaticos, debido a que puede reflejar
retrospectivamente y/o prospectivamente las modificaciones a través del
impacto bioldgico.

Existe una gran diversidad de datos, en donde se utiliza el bioenzayo de
Danio rerio como un bioindicador de calidad ambiental. Un ejemplo es el trabajo
de Gong, y col., (2003) en donde crearon peces genéticamente modificados que
cambian de color en presencia de aguas contaminadas.

Desde 1986 se sugiri6 al pez cebra como un modelo con multiples
ventajas para el analisis genético del desarrollo embrionario en vertebrados, lo
cual, sustento estudios de ecotoxicologia que proponen el uso de embriones de
éste organismo para evaluar dano teratogénico inducido por contaminantes
ambientales. Esta propuesta ha evolucionado, a través de varios ensayos que
culminan en la prueba denominada “Danio rerio Taratology Assay” DarTa
(Dietrich y col., 1998, Oberemm, 2000 y Nagel, 2002). El uso del modelo DarTa
permite evaluar la calidad ambiental a través de malformaciones en
biomarcadores como columna vertebral, opérculo, aleta y corazén, entre otros;
que se expresan de manera natural y que puede influir en su frecuencia de
malformaciones a través de la exposicion a agentes xenobidnticos. Llegando a

considerar al Danio rerio como la Drosophila para los vertebrados; debido al

Ingrid Vania Rivera Castillo 14



Justificacion

amplio grado de conocimiento que se tiene de su genoma, la anatomia y su

desarrollo, de ahi su amplia aplicacién en estudios de la calidad ambiental.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar la frecuencia de malformaciones en columna vertebral,
opérculo y aleta en Danio rerio, para postularlos como posibles biomarcadores

en la valoracion de dano teratogénico.
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3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Ingrid Va

Adecuar las condiciones fisicas y quimicas de cada una de las etapas de
desarrollo embrionario, de Danio rerio que asegure la viabilidad de

huevos y alevines para su posterior analisis.

Establecer condiciones fisicas, quimicas y biolégicas, que aseguren la
conducta reproductiva de Danio rerio para calendarizar periodos de

ovoposicion y tamafios de muestra.

Determinar dano con un teratégeno positivo y malformaciones
congénitas mas evidentes, registrando frecuencia de aparicion,
variabilidad, porcentaje de eclosion y porcentaje de sobrevivencia, que
permitan detectar efectos letales de exposicion temprana y tardia, para
elegir cual es el mejor biomarcador propuesto, de columna vertebral,

opérculo y aleta del pez cebra.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. ADQUISICION Y DESINFECCION DE ORGANISMOS PERIMENTALES

La desinfeccion de los organismos experimentales Danio rerio adquiridos
comercialmente, se llevd a cabo en un periodo de dos semanas agregando
previamente 6 gotas de azul de metileno y un gramo de granos de sales
marinas, ésta desinfeccion se realizé con el propdsito de eliminar todo aquel
pez que presentara alguna enfermedad, asi como para lograr la eliminacion de
parasitos. Esta etapa se llevd a cabo en una pecera de 70 litros de capacidad,
con un filtro biolégico de (grava y tezontle), calentador de temperatura
controlada, entre 26° C + 2° C y bombas de oxigeno.

Posteriormente, los peces cebra se separaron de acuerdo a su sexo, en
dos peceras bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente, para que
llegado el momento se colocaran en una pecera de reproduccion,
identificandolos morfolégicamente gracias a que presentan dimorfismo sexual.
4.2. TRANSFERENCIA A ACUARIO DE MANTENIMIENTO.

Las condiciones para el mantenimiento de los peces no radica en querer
reproducir al maximo en el laboratorio su ambiente natural, sino proporcionarles
un medio suficientemente aceptable cuyas caracteristicas se encuentren
cercanos a las condiciones fisicas y quimicas en cuestién para los organismos
empleados; debido a esto, se colocaron en un lote experimental el cual esta

constituido por:
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El primer compartimiento, cuenta con una pecera de 70 litros con agua
en reposo, durante 24 h, con aireacién constante (bomba de oxigeno) y un

calentador automatico con la finalidad de eliminar cloro.

En el segundo compartimiento se coloco el lote de mantenimiento en una
pecera con el mismo volumen, filtro bioldégico que consiste en una capa de

tezontle y una capa de grava, calentador automatico y bomba de oxigeno.

En el tercer compartimiento se colocaron dos peceras de cuatro litros de
capacidad las cuales fueron nombradas “peceras de reproduccidon”, contando

con redes de maternidad, un calentador y oxigeno.

Por ultimo, en el cuarto compartimiento se colocaron dos peceras de
cuatro litros de capacidad llamadas “peceras de maternidad”, con un calentador
y aireacion constante, para el mantenimiento de los embriones obtenidos. Por
otra parte, los huevos y alevines se colocaron en diversos frascos debidamente
etiquetados con el numero de individuos, fecha de ovoposicion y la pecera de
maternidad de donde provienen, estos frascos se cubrieron con una malla
delgada para que no se revuelvan con los demas y asi poder llevar un registro
de viabilidad de cada pecera de maternidad.

Las condiciones fisicas y quimicas de los lotes de mantenimiento se
establecieron con base en Gonzalez, (2005) y Baez y col., (2004 y 2005), (ver
tabla 1 y 2) las cuales marcan los siguientes factores como determinantes: luz
solar y temperatura, siendo agentes importantes que inciden en los ritmos

biologicos de las especies, teniendo un efecto directo en sus habitos
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conductuales, alimenticios y reproductivos. Por otra parte, también se fijaron las
condiciones de aireacién, tamafio del estanque y ubicacién dentro del
laboratorio para evitar la alteracion de la viabilidad y fecundidad de los
organismos experimentales (Galicia y col.1998).

Para el seguimiento de condiciones fisicas y quimicas se monitore6
diariamente la temperatura, presencia de aireacién, pH mensual y presencia de

luz (12 h/luz y 12 h/oscuridad).

Tabla 1. Condiciones fisicas y quimicas del agua utilizada en los acuarios

VARIABLE CONDICIONES
RECOMENDADAS

ILUMINACION No recomendada de manera directa al
acuario

La temperatura recomendada es de
28°C
TEMPERATURA Los acuarios deben permanecer
alejados de equipos que produzcan
exceso de calor (parrilla, estufa, etc.)

pH pH 7
CORRIENTES DE Mantener ventanas cerradas o
AIRE cualquier orificio
INSTALACIONES El equipo a utilizar debe estar en
condiciones favorables
ESPACIO Suficiente para que se pueda
manipular con mayor facilidad a las
peceras

Tabla 2. Analisis del pH del agua utilizada en los acuarios de Danio rerio

MESES FEB #<MAR ABR MAY JUN ' JUL | SEP | NOV DIC ENE

pH 8.16 | 7.14 1036 7.75 736 822 |7.91 8.32 | 8.13 |8.08
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4.3. MANTENIMIENTO DE LOS PECES CEBRA.

El  monitoreo de las condiciones Optimas recomendadas
bibliograficamente se realizé de forma sistematica y permanente cada dia. Se
eliminaron los desechos organicos producidos por los peces después de cada
alimento para evitar contaminacion de microorganismos. El alimento se
administré en funcion de los requerimientos nutricionales especificos de los
peces, es decir, de acuerdo a la etapa de desarrollo en el que se encontraban,
por lo que se alimentd a los organismos adultos tres veces al dia con alimento
seco, agregandoles la cantidad necesaria para alimentarlos durante cinco
minutos con Wardley y Tetra Min; para la etapa de reproduccion se requiere un
mayor aporte de lipidos y carbohidratos, es por ello que su dieta se
complementé con alimento vivo (Artemia sp.) para obtener mayor numero de
huevos en cada ovoposicion y asi cumplir con los nutrientes necesarios. Por
otro lado, los alevines recién eclosionados tienen una reserva de vitelo que
proveera por un periodo una alimentacion endogena. Posteriormente se
alimentaron con tetramin especial para alevines, el cual proporcioné proteinas,
carbohidratos, grasas y fibras.

Asi mismos, se realizd6 un cambio de agua en cada pecera, eliminando el
50% de la misma y agregando agua en reposo para el llenado, este recambio
se llevd a cabo una vez a la semana, en la pecera donde se encontraba el lote
de mantenimiento y dos veces a la semana en las peceras con lotes

reproductivos.
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4.4. ESTABLECIMIENTO DE LOS CRITERIOS DE SELECCION PARA
LOTES REPRODUCTIVOS
Como criterio de seleccion de los organismos experimentales se establecio
que:
1.- Los ejemplares Danio rerio fueron adultos de aproximadamente 3 meses de
edad.
2.- La seleccion de machos y hembras se realizé con base en el dimorfismo
sexual de la especie.
3.- Se considero que todos los ejemplares de Danio rerio no presentaran alguna
malformacién evidente y/o alguna evidencia de enfermedad.
4.5. NUMERO DE INDIVIDUOS EN LOS LOTES REPRODUCTIVOS
Los peces se colocaron en las peceras de reproduccion de cuatro litros
de capacidad con una malla pequeina, en una proporcion 3:2 macho - hembra
respectivamente, con la finalidad de obtener suficiente nimero de huevos para
someterlos a la etapa experimental (Figura 4).
Cuando el numero de huevos obtenidos con la proporciéon 3:2 no fue
suficiente, se realizaron cruzas masivas, utilizando una red de maternidad
grande, colocada en una pecera de 70 litros de capacidad, con 50 hembras y 70

machos, para obtener el mayor numero de huevos posibles.
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Fig. 4. Pecera de reproduccion, de Danio rerio con red de maternidad

4.6. CALIBRACION DEL NUMERO DE OVOPOSICIONES

Se determind el numero promedio de ovoposiciones (huevos) por lote
reproductivo y asi mismo calendarizando el tiempo en que una hembra puede
seguir ovopositando.

En la manana del dia siguiente del desove se recolectaron los huevos del
fondo de la pecera con un sifon. Posteriormente, los huevos se colocaron en
cajas Petri, para ser analizados y determinar el nuUmero de huevos viables y el
numero de ovoposiciones de cada lote reproductivo, manteniendo la
temperatura de los lotes reproductivos entre 27 °C a 28 °C, ya que es la

temperatura idoénea para el desove de los peces.
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Posteriormente, se colocaron cien huevos de cada ovoposicion en
peceras de 5 litros a temperatura, aireacién y luz 6ptima, para favorecer su
desarrollo, evitando siempre el contacto de los adultos con los huevos para

evitar conductas de canibalismo.

4.7. FRECUENCIA DE APARICION DE MALFORMACIONES EN OPERCULO,
ALETA Y COLUMNA VERTEBRAL

Una vez determinadas las condiciones fisicas y quimicas de mantenimiento
asi como las de induccion de la conducta reproductiva, se establecié la
frecuencia de dafno teratogénico inducido por agentes quimicos de referencia,
como el Triéxido de Cromo (CrO3) y Cloruro de Mercurio (HgCly). Para ello,
previamente, se disefiaron varios experimentos que permitieron establecer las
concentraciones subtoxicas a partir de la concentracion letal (=Clsp), la cual
evalua un dano teratogénico sin que los efectos toxicos lo oculten, partiendo de
las concentraciones maximas permisibles por la norma oficial Mexicana NOM-

001 Ecol. 1996, para agua potable 0.001 ppm en HgCl,y CrO30.05 ppm.

4.7.1] CURVAS DE TOXICIDAD:

Para determinar la concentracion letal 50 (Clsg) del triéxido de cromo y
cloruro de mercurio se necesitd iniciar calculandola en adultos, y a partir de
ésta, tomarla como referencia, para determinar en huevos recién ovopositados.

Para ello, inicialmente se utilizaron 30 organismos adultos hembras por cada
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concentracion elegidas al azar (0, 10, 100 y 1000 ppm), realizandose en cada
caso tres repeticiones concurrentes.

Dependiendo de los resultados obtenidos con las cuatro concentraciones
antes mencionadas con base en el porcentaje de individuos sobrevivientes a las
24 h en organismos adultos, y de todo el desarrollo embrionario, se realizaron
mas experimentos con concentraciones intermedias hasta determinar la Clsp en
cada caso y a partir de ella identificar dos dosis subtdxicas (CI25 y Cl12.5).

Los adultos se colocaron en frascos de 1000 ml con boca ancha y se
cubrieron con una malla alrededor del vaso sujeta con una liga para evitar que
los peces brincaran debido al estrés ocasionado por la manipulacién; asi
mismo, se utilizo la liga para sujetar la manguera que adiciona oxigeno en cada
vaso, estos se colocaron en bafio maria para mantener la temperatura
constante a 24 + 2° C por medio de un calentador de 10 watts (Figura 6). En el
caso de los huevos, la Unica variante, es que el recipiente utilizado fue de 60 ml

por cada tratamiento y se dejo hasta la eclosion.

Fig. 5. Proceso experimental de HgCl, en baiho maria con calentador y

oxigeno adecuado
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4.8. SELECCION DEL MEJOR BIOMARCADOR CON BASE EN LA
EVALUACION DE DANO TERATOGENICO INDUCIDO

Después de determinar las concentraciones subtoxicas a las que se
puede exponer los huevos de Danio rerio para evaluar el dafio teratogénico, sin
que la toxicidad del compuesto encubra dichos efectos; se procedié a tratar
entre 180 a 200 huevos cronicamente durante todo su desarrollo embrionario
con trioxido de cromo a las concentraciones letales de 50, 25 y 12.5
respectivamente, en lotes de 30 huevos por frasco para evitar contaminacion
por protozoarios, con las condiciones fisicas y quimicas antes mencionadas.
Después de la eclosion se evalué en los embriones las malformaciones en
columna vertebral, opérculo y aleta, seleccionando al mejor biomarcador con

base en:

e Frecuencia de huevos ovopositados (fertilidad).
e Frecuencia de huevos eclosionados (Viabilidad del embrién).
e Duracion de la eclosion.
e Numero y tipo de malformaciones evidentes al momento de la
eclosion (Frecuencia de daino y variabilidad de expresion).
e Facilidad de registro y evaluacién de las malformaciones.
Y se colocaron en peceras para su posterior desarrollo, hasta la etapa

juvenil para determinar:
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e Frecuencia de alevines que llegan a la etapa juvenil (Viabilidad
de alevin).

e Numero y tipo de malformaciones evidentes hasta la etapa
juvenil (tardias).

e Facilidad de registro y evaluacion de las malformaciones

4.9. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos en la elaboracion de cada experimento se
sometieron a un andlisis estadistico, utilizando las pruebas recomendadas
bibliograficamente:

a) Prueba de Kruskall-Wallis: Esta prueba estadistica es la alternativa no
paramétrica del método ANOVA, que permite determinar, si existe diferencia
significativa entre alguno de los tratamientos, mediante las siguientes hipotesis
(Ronal y Myers, 1999):

Hipotesis nula (Ho): control = 0.1Cly25 = 0.2 = 0.3 Clas = 04 = 0.5Clso = 0.6 = 0.7
= 0.8. Todas las concentraciones son iguales al control.

Hipotesis alternativa (Ha): control # 0.1Cly25 # 0.2 # 0.3Clys # 04 # 0.5Cls0 # 0.6
# 0.7 # 0.8. Al menos una de las concentraciones es distinta al control,
existiendo diferencias significativas.

b) Prueba de Dunnett: Esta segunda prueba se llevé a cabo cuando el
analisis estadistico de Kruskall-Wallis resulté positivo, es decir, si existen

diferencias significativas entre los tratamientos.
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Siendo una prueba estadistica de comparacion multiple, la cual sirve para
determinar que tratamientos o concentraciones son significativamente
diferentes con respecto al control (Canavos, 1988 y Ronal y col. 1999).

c) Prueba de t de student: Es un analisis para variables cuantitativas y se
sustenta en datos de medias y varianzas de dos conjuntos de datos, que
permiten determinar, si existe diferencia significativa entre el numero de huevos
ovopositados a diferentes temperaturas, mediante las siguientes hipotesis
(Sokal y Rohlf, 1999):

Hipotesis nula (Ho): Experimental = control. El numero de huevos ovopositados
no varia con respecto al control, independientemente de que se cambie la
temperatura.

Hipotesis alternativa (Ha): Experimental # control. EI numero de huevos

ovopositados varia con respecto al control, cuando se cambia la temperatura.
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5. RESULTADOS
5.1. CONDICIONES FiSICAS Y QUIMICAS

Una vez culminada la etapa de desinfeccion, se aplicaron los criterios de
inclusion mencionados en la metodologia; encontrandose que estos permiten
una salud o6ptima de los organismos experimentales y de reproduccion;
existiendo una restriccion del 50 % del uso de azul de metileno, debido a que
tiende a acumularse en el abdomen de los alevines, provocando su muerte.

En cuanto a las variables fisicas y quimicas utilizadas en los lotes de
mantenimiento y reproduccién, es importante resaltar que aunque existe una
gran variedad de estudios realizados con Danio rerio, marcando un parametro
de temperatura de 24 a 28 °C, éste solo es aplicable a los organismos adultos
en las peceras de mantenimiento; en cuanto a las peceras de reproduccién la
temperatura se tuvo que modificar de acuerdo a su desarrollo de vida, es decir,
los organismos se mantuvieron a 28 °C debido a que se logro inducir una mayor
ovoposicion por lote reproductivo; asi mismo, los huevos requieren de igual
temperatura durante todo su desarrollo embrionario para facilitar la eclosion.
Finalmente los alevines se encontraron expuestos entre 26 a 28 °C para una
mayor viabilidad. Por lo tanto, si la temperatura excede de los 28 °C existe una
mayor proliferacién de micro algas, evaporacion y formacion de protozoarios,
por otro lado, si disminuye de 24°C se presenta un letargo en el desarrollo de

los peces (Tabla 3).
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Tabla 3. Temperatura éptima establecida experimentalmente por

etapa de desarrollo de Danio rerio

ETAPA DEL PEZ CEBRA | CRITERIOS DE | TEMPERATURA

SELECCION ADECUADA
Adultos hembras y machos | Viabilidad 0 0
(lote de mantenimiento) (100%) 24°C a28°C
Adultos hembras y machos | % de ovoposicion 28°C
(lote de mantenimiento) (100%)
Huevos % eclosion o

(80%) 28°C
Alevines Viabilidad 0 0

(50%) 26°C a 28°C

En las condiciones fisicas y quimicas de luz solar y pH, se encontré que
al colocar a las peceras de manera directa con la primera condicién se
fomentaba la evaporacién del agua, y, por lo tanto, la generacion de sales en
los bordes de las peceras alterando condiciones como el pH, el cual favorecia la
proliferacion de micro algas y protozoarios, principalmente en los meses de
marzo, mayo y septiembre.

Con base en la bibliografia, el pH recomendado es en condicidén neutra,
sin embargo en el presente trabajo, se encontré que es una condicion dificil de
mantener debido a que los desechos organicos aumenta el pH entre 7.5 y 8,
condiciéon que aparentemente no afectd la ovoposicion y el desarrollo de los
organismos; lo anterior es posible siempre y cuando, las peceras se laven cada
tercer dia, eliminando el 50 % del volumen de agua y llenandolas con agua en
reposo. Si éste proceso no se lleva a cabo, el pH se incrementa hasta intervalos

cercanos a 10 por lo que se recomienda realizar estudios posteriores que
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indiquen claramente los efectos del pH en el porcentaje de ovoposiciones, asi
como la viabilidad de huevos y alevines.

En cuanto al flujo de corrientes de aire, se pudo observar que éstas
favorecen la contaminacion por polvos y particulas; asi mismo, la evaporacion.

La ultima variable considerada, es el espacio tanto “dentro de la pecera
como fuera de ella”; en el primer caso, se considera como un equilibrio entre el
volumen del agua y el numero de organismos; en donde se encontrd
practicamente que la sobrevivencia y desarrollo de los organismos, se favorecia
teniendo una proporcion de 10 peces por cada litro de agua, debido a que se
observé que los organismos no se desarrollaban satisfactoriamente y sufrian un
letargo en su desarrollo si el numero de peces era mayor (Tabla 4).

Tabla 4. Datos dentro de la pecera con tiempo de duracion del

desarrollo embrionario de Danio rerio

CAPACIDAD NUMERO DE TIEMPO DE TIEMPO DE
DE LA ORGANISMOS CRECIMIENTO CRECIMIENTO
PECERA NORMAL
250 peces machos y
70 litros hembras juveniles 5 meses 3 meses
60 peces machos y 3
. . meses 1 mes
4 litros hembras alevines
4 litros 100 huevos 7 dias 3 dias

Con base a la practica y a lo antes mencionado, se recomienda para una
mejor manipulacién; establecer como minimo: un espacio de un metro lineal y

colocar dos peceras de 4 litros o bien una de 70 litros de capacidad.
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Como se muestra en la tabla 5, en el momento de establecer cada una
de las condiciones fisico quimicas antes mencionadas, se obtuvo un porcentaje
muy alto de mortandad de adultos y alevines, una vez establecida cada
condicidn, las cifras de viabilidad cambiaron satisfactoriamente a un 90 %.

Tabla 5. Resultados de viabilidad y mortandad de Danio rerio

TOTAL DE HUEVOS VIABILIDAD MORTANDAD
PECERAS (Equivalencia 100%)
ALEVINES ADULTOS TOTAL  EQUIV. %
TOTAL EQUIV. % TOTAL | EQUIV. %

A 2050 41 2.00% 27 1.32% 1982 96.68%
B 1575 10 0.63% 44 2.79% 1521 96.57%
C 1157 42 3.63% 19 1.64% 1096 94.73%
D 101 0 0.00% 0 0.00% 101 100.00%
E 154 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00%
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5.2. ESTABLECIMIENTO DEL LOTE EXPERIMENTAL

Como se menciond en la metodologia, para el montaje de cada una de
las etapas de mantenimiento, reproduccién, tratamiento y desarrollo de
alevines; se necesitd de un conjunto minimo de peceras denominadas “Lote
experimental” (Figura 6), el cual, fue funcional en el presente proyecto, como
se postuld inicialmente, pero con base en la experiencia, se requiere de al
menos una pecera por cada ovoposicidon para realizar observaciones a lo largo
de su desarrollo, y asi poder detectar alteraciones que no sean evidentes en el

momento de la eclosion.

Fig. 6. Lote experimental con peceras de mantenimiento, reproduccion y

con agua en reposo
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5.3. INDUCCION DE OVOPOSICION Y DETERMINACION DE TAMANOS DE
MUESTRAS EXPERIMENTALES

El criterio de seleccion preestablecido, de tres machos y dos
hembras por lote reproductivo fue satisfactorio, debido a que se obtuvo un buen
numero de ovoposiciones por lote reproductivo (100 a 200 huevos cada tercer
dia).

Asi mismo, con base en la experiencia adquirida de montaje de
maternidades durante la realizacién del presente trabajo, se encontré que las
ovoposiciones mejoraban cuando se colocaban a los organismos adultos
hembras y machos en las redes de maternidad un dia antes del experimento,
agregando unas gotas de azul de metileno y sales marinas, debido a que se
aumenta la conductividad, se favorece que el agua tenga una menor proporcion
de aniones y cationes.

En cuanto a la sobrevivencia de los huevos, se detectd a través de la
frecuencia de eclosion, que ésta se favorecia cuando los huevos eran
sifoneados a un cristalizador, inmediatamente después de la ovoposicidén en un
intervalo no mayor de 3 h; periodo en que se eliminan los huevos no viables que
se presentan en cada ovoposicion de manera natural; asi mismo, el exceso de
comida y heces, provocé la proliferacion biolégica de hongos y protozoarios

(Figura 7).
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b) c)
Fig. 7. (a) Huevo contaminado por hongo y (b — ¢) huevo contaminado por
alimento
Independientemente del aseo peridodico de las peceras, también se
observo que a temperaturas mayores de 28 °C, se registrd una alta proliferacion
de protozoarios, los cuales penetraron el corion y se comieron al embridén de
Danio rerio, afectando significativamente el porcentaje de huevos viables

(Figura 8).

Fig. 8. Embrién con proliferacién de protozoarios
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La ovoposicion es un factor importante que cabe mencionar, puede influir
en el numero de huevos obtenidos por cada lote reproductivo, debido a que se
observé que existe una estrecha relacion entre huevos ovopositados y numero
de ovoposiciones, por eso es recomendable que, los peces en etapa
reproductiva se cambien por otros adultos en un término de cada 15 dias para
obtener mejores desoves (Tabla 6).

Tabla 6. Huevos de Danio rerio obtenidos por lote reproductivo

NUMERO DE HUEVOS
OVOPOSICIONES OVO;OE'IQDOS
1° ovoposicion 212 + 10
2° ovoposicion 185 + 6
3° ovoposiciéon 151 + 14

4° ovoposicion 88 + 24

Como se observa en la tabla 7, también se registrd, que la temperatura
es un factor que contribuye a la formacién de la ovopocicion variaba durante el
periodo de ovoposicion, el numero de huevos se modificd estadisticamente, lo
cual indicé después de ser sometidos los datos a un prueba de t student para
aceptar la hipotesis alternativa (ha): donde al menos una de las temperaturas es

diferente al control, es decir, a una mayor temperatura mayor ovoposicion.
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Tabla 7. Ovoposiciones de Danio rerio con base en la temperatura

TEMPERATURA HUEVOS
(° C) OVOPOSITADOS

X + 1S

(-) 24 43 + 17

(-) 25 43 + 17

(-) 6 99 + 13

(+) 27 218 + 3

28 226 + 2

(Control)

(+) = positivo, (-) = negativo.
Prueba estadistica de t student (Prueba estadistica de una cola)

5.4. ESTABLECIMIENTO DE CURVAS DE TOXICIDAD

Como parte de los resultados de este trabajo, se obtuvieron tres curvas
de toxicidad: la concentracion letal 50 del trioxido de cromo en adultos vy
huevos, por otro lado, no se realizd la curva de toxicidad en adultos debido a
que solo se necesitaba la concentracion letal en huevos.

1.- Triéxido de cromo CrO3

En la figura 9, se observa que la concentracion letal 50 se

encontro en 235 ppm de CrO3 en organismos adultos.

120%
100% o
80% /
60% —
40% 7
20% —
0% —eo——e

\ 4 T ) 4 T v

10 100 125 200 235 250 500 1000
ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Concentracion

L 2

% Mortandad

Figura 9. Curva de toxicidad con triéxido de cromo (CrO;) en adultos
de pez cebra
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Por lo tanto, el parametro para obtener las dosis subtdxicas con CrO3 en
huevos, fue la concentracion letal 50 en adultos (235 ppm), a partir de la cual,
se utilizé como la concentracién mas alta para determinar la concentracion letal

50 en huevos siendo 50 ppm (Figura 10).

50
40 e

*_m-"ﬁ TTe—————————&
20

I:I T T T
25 ppm 50 ppm 7S ppm 150 ppm

% de Mortandad

Concentracién

Figura 10. Concentracidn letal 50 de trioxido de cromo en huevos de
Danio rerio

2.- Cloruro de mercurio HgCI2
Como se puede observar en la figura 11, se determind que la

concentracion letal 50 de cloruro de mercurio (HgCI2) se registr6 a una

concentracion de 0.5 ppm en huevos.
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Figura 11. Concentracion letal 50 de cloruro de mercurio en huevos
de Danio rerio
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5.5. EVALUACION DEL EFECTO TERATOGENICO

1.- Triéxido de cromo CrO3

Partiendo de la concentracion letal 50 (50 ppm) en huevos, se procedi6 a
montar los lotes experimentales con tres dosis subtoxicas 12.5, 25 y 50 ppm,
correspondientes a las concentraciones letales 12.5, 25 y 50 respectivamente,
como se menciond en el procedimiento experimental, cada tratamiento se llevd
hasta completar 180 huevos por concentracion y un control. Al no registrarse
ninguna malformacion inducida por el trioxido de cromo, se puede deducir que
éste es inocuo para este bioensayo, para las concentraciones de 12.5, 25y 50
ppm en la induccibn de dafo teratogénico. Cabe mencionar que a
concentraciones mayores a 50 ppm, se registré un efecto letal, el cual encubre
cualquier otro efecto secundario que pudiera manifestarse.

2.- Cloruro de mercurio HgClI2

Al igual que con el compuesto anterior, se partié de la concentracion letal
50 (50 ppm) determinada en huevos con CrOj3 para establecer la concentracion
letal 50 (0.5 ppm) con HgCl,, posteriormente se procedié a montar los lotes
experimentales con tres dosis subtoxicas 0.1, 0.3 y 0.5 ppm, correspondientes a
las concentraciones letales 12.5, 25 y 50 respectivamente. Como se menciono
en el procedimiento experimental, cada tratamiento se llevé hasta completar
180 huevos por concentracion y un control, las cuales presentaron una gama de
malformaciones en columna vertebral al igual que, en todas las concentraciones

evaluadas desde la curva de toxicidad (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 y
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1 ppm), siendo estadisticamente significativa la induccion de éstas, lo que lleva
a aceptar la hipétesis alternativa (Ha), después de realizar la prueba de
Kruskall-Wallis, comprobandose que al menos a las concentraciones evaluadas
con cloruro de mercurio (HgCI2) es capaz de inducir un efecto teratégeno a
nivel del desarrollo de la columna vertebral. El registro positivo de ésta prueba,
se realizdé la prueba de Dunnett, obteniendo como resultado que sdlo las
malformaciones multiples, espiral y aleta caudal no presentan diferencia
significativa con respecto al control (Tabla 8).

Por otro lado, no se registré6 en éstas concentraciones y con este
tamafo de muestra, ninguna malformacion en opérculo ni aletas, lo que no

excluye algun efecto teratogeno por éste compuesto.
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Tabla 8. Malformaciones presentes en Danio rerio por concentracion
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Para llevar a cabo una mejor identificacion de las malformaciones

presentes en el pez cebra, se realizé una divisidbn imaginaria del cuerpo en tres

zonas: cefalica, zona media de la columna vertebral y caudal. La zona cefalica

comprende el inicio de la cabeza hasta el final de la maxima prolongacion del

vitelo, la zona media de la columna vertebral empieza desde el vitelo reducido,
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hasta un tercio de la columna y la zona caudal se localiza en la cuarta parte de

la columna hasta el final de la aleta caudal (Figura 12).

ZONA ZONA MEDIA DE LA ZONA
CEFALICA  COLUMNA VERTEBRAL CAUDAL

Fig.12. Division de malformaciones por zonas del cuerpo de Danio rerio

El registro de las malformaciones no se presentd igual, su expresion
vario de dos formas: dorsal o lateral; asi mismo, las malformaciones fueron
tenues o pronunciadas, donde la primera fue poco evidente menos de 45° y la
segunda se identificé con mayor facilidad debido a que present6 un angulo
mayor de 46°. Por otro lado, la frecuencia de aparicion de cada malformacion se
clasific6 en baja, media y alta frecuencia, de acuerdo a su porcentaje de
aparicion (Tabla 9).

Tabla 9. Parametro de frecuencias de malformaciones en Danio rerio

PORCENTAJE DE
FRECUENCIA APARICION
FRECUENCIA BAJA 1 a 20%
FRECUENCIA MEDIA 21a 50 %
FRECUENCIA ALTA 51a100 %
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En cuanto a la diversidad de malformaciones en columna vertebral registradas,
se clasificaron bajo los siguientes criterios:

La malformacion sencilla (Senc.), es aquella que presenté un solo doblez en
la zona cefalica, zona caudal del pez y/o zona media de la columna vertebral,
ya sea lateral o dorsal, existiendo una malformacion tenue y/o muy

pronunciada, con una frecuencia de aparicion alta (Figura 13).

(a) (b)
Fig. 13. (a) Malformacidn sencilla, en la zona cefalica en forma lateral,

(b) Posicion normal de la columna con respecto a la cabeza en Danio rerio

Malformacion doble (Dob.), es aquella que presenté dos dobleces, uno en la
zona media de la columna vertebral y otro en la zona caudal del pez. Puede ser
lateral o dorsal, existiendo al igual que en el anterior, una variabilidad de tenues

a pronunciadas, con una frecuencia de aparicion baja (Figura 14).
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(b)

Fig. 14. (a) Posicidon normal de la columna vertebral en Danio rerio,
(b) Malformacién doble en la zona media de la columna vertebral y en la
zona caudal

Malformaciéon multiple (Mult.), es aquella que presentd tres o0 mas dobleces
en la zona cefalica, zona caudal y zona media de la columna vertebral, puede

ser lateral, dorsal, tenue o pronunciada, con una frecuencia baja (Figura 15).

(@) (b)

Fig. 15. (a) Posicion normal de la columna vertebral en Danio rerio,

(b) Malformacién en zona cefalica lateral y zona caudal dorsal
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Malformacion curva (Curv.), como su nombre lo dice, presentd una curvatura
en la zona cefalica, zona caudal del pez o zona media de la columna vertebral.
Puede ser lateral, relativamente frecuente en comparacion de las anteriores y
provoca que los alevines naden en circulo, presentdndose con una frecuencia

de aparicion media (Figura 16).

(@) (b)
Fig. 16. (a) Malformaciones curvas en la zona media de la columna

vertebral (b) Columna vertebral de Danio rerio en posiciéon normal
Malformacion en espiral como su nombre lo indica, se presenta a lo largo de

la zona caudal, en forma espiral, se registré en baja frecuencia con respecto a

la malformacion doble y ésta malformacion es poco viable (Figura 17).
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(b)

Fig. 17. (a) Columna vertebral de Danio rerio en posicion normal,

(b) Malformacién en zona caudal en espiral

Malformacion en aleta caudal del pez cebra, consiste en un pequefio doblez

en la zona caudal, con una baja frecuencia de aparicion (Figura 18).

(@) (b)

Fig. 18. (a) Columna vertebral de Danio rerio en posicion normal,

(b) Malformaciones en zona caudal muy pronunciada
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Malformacion en gancho ésta malformacion se puede observar en la zona
media de la columna vertebral o bien, en la zona caudal, presentando una

frecuencia de aparicion media (Figura 19).

(b) (c)

Fig. 19. (a) Columna vertebral de Danio rerio en posicion normal,
(b-c) Malformaciones en gancho en la zona media de la columna vertebral

y en la zona caudal

Otra de las alteraciones registradas en biomarcadores no propuestos o
considerados, como parte de éste estudio es la ausencia de melanocitos
(pigmentacion) (Figura 20), donde ésta alteracion se presentd en una baja

frecuencia de aparicidon, otra de las alteraciones registradas fue en el sistema
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0seo llamado enanismo, con una frecuencia alta de aparicién (Figura 21), el

cual ésta asociado con un efecto letal para cada ejemplar que presentd éste

tipo de malformacion.

Fig. 20. Ausencia de melanocitos en peces de Danio rerio con enanismo

(a) (b)

Fig. 21. (a) Columna vertebral de Danio rerio en posicion normal,

(b) Malformaciones en el sistema 6seo
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5.6. MALFORMACIONES ESPONTANEAS

Independientemente que la seleccion de los tres biomarcadores antes
mencionados (columna vertebral, opérculo y aleta) se registraron,
malformaciones espontaneas que aparecieron durante el desarrollo del
presente trabajo con los mismos criterios, sustentado en la hipdtesis de que
cualquiera de las malformaciones que se presente en nuestro organismo
experimental pueden ser sujetas a evaluarse para determinar su sensibilidad
como biomarcador para la calidad ambiental.

Debido a esto, dentro de los lotes de mantenimiento del pez cebra, previos
a la exposicion de HgCl,, se pudo observar un dafo espontaneo en las
siguientes estructuras de su cuerpo: opérculo (Figura 22), ausencia de
mandibula (Figura 23) y dafio en la columna vertebral (Figura 24); ésta ultima, se
presentd con un grado muy ligero de alteracion, poco evidente, en el patrén de

pigmentacion de las bandas laterales de los ejemplares.

Fig. 22. (a) Posicion normal del opérculo en Danio rerio,

(b) Ausencia de opérculo
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(a) (b)
Fig. 23. (a) Posicion normal de la mandibula del Danio rerio,

(b) Ausencia de la misma

(a) (b)
Fig. 24. (a) Patron normal con bandas longitudinales de Danio rerio,

(b) patrén anormal de bandas longitudinales

Bajo los criterios de exclusion, estos ejemplares fueron eliminados y
no contemplados para la etapa experimental, debido a que la frecuencia de
apariciéon de estas malformaciones fue muy baja. En caso de que se hubiera
obtenido una frecuencia alta de malformaciones espontaneas previas al
experimento, se eliminaria por completo el lote adquirido. Esto permitié asumir
que las malformaciones pueden estar asociadas a una endogamia o bien a que
estos embriones fueron ovopositados por padres viejos (mas de un afio de

vida).
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6. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo, fue determinar la frecuencia de
malformaciones en columna vertebral, opérculo y aleta de Danio rerio, como
posibles biomarcadores en la valoracion de dano teratogénico por
contaminantes ambientales. Ello implica un constante monitoreo de condiciones
fisicas y quimicas del agua para mantener las condiciones favorables de
sobrevivencia y reproduccion.

La temperatura es un factor determinante en el desarrollo y viabilidad del
pez. Esta fue modificada experimentalmente de acuerdo a cada etapa de vida,
en un intervalo de 24 a 28 °C, es decir, los peces de mantenimiento adultos
hembras y machos se mantuvieron bajo ese intervalo, de acuerdo a Gonzalez
(2005), mientras que los peces en etapa reproductiva se mantuvieron a 28 °C
para tener una mayor ovoposicidn y los alevines a una temperatura de 26 a 28
°C

El pez cebra es un bioensayo que ofrece varias ventajas sobre otros
organismos. Por ejemplo: es un organismo acuatico, el huevo presenta una
permeabilidad selectiva, cuenta con biomarcadores faciles de evaluar y se
puede inducir las ovoposiciones, entre otras (Weinberg, 1992; Kimmel y col.,
1995 y Galicia y col., 1998).

Para evaluar dafo teratogénico durante cualquier etapa del desarrollo
embrionario, el cual se utiliza recientemente para apoyar estudios de

ecotoxicologia en donde el uso de éste organismo ha evolucionado, en varias
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metodologias utilizando diversos biomarcadores como son o0jo, corazon,
columna vertebral y cabeza entre otros, que, en conjunto, han permitido
culminar recientemente en el proceso de validacion de la prueba denominada
“‘Danio rerio Taratology Assay” (DarTa), la cual evalua el dafo teratogénico
inducido en embriones de pez cebra (Dietrich y col., 1998, Oberemm, 2000 y
Nagel, 2002).

Se utilizaron dos teratdégenos de referencia trioxido de cromo y cloruro de
mercurio, el primero de ellos no presenté sensibilidad alguna, el segundo fue
capaz de inducir malformaciones en columna vertebral y no en aleta y opérculo
del pez cebra.

Por lo tanto, dentro de los biomarcadores evaluados, la columna tuvo una
mayor frecuencia, estadisticamente significativa, ademas de que presento
varias ventajas de analisis, registro y diversidad con respecto a los otros dos
biomarcadores.

Entre las ventajas mas sobresalientes para utilizar a la columna vertebral
como el mejor biomarcador destacan las siguientes:

Permite evaluar malformaciones presentes en estadios previos vy
posteriores a la eclosion del desarrollo embrionario (Galicia y col., 1998).

De los tres biomarcadores propuestos soélo en la columna vertebral se
lograron realizar observaciones en el desarrollo embrionario gracias a que el
corion tiene una cubierta delgada y transparente, hasta que se lleve a cabo el

proceso de eclosion (Galicia y col., 1998).
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Permite evaluar una gran diversidad de malformaciones, analizando

mecanismos de accion de los agentes quimicos que se exponen del organismo.

En las tres concentraciones subtéxicas 0.1, 0.3 y 0.5 ppm de cloruro de
mercurio, se encontré malformaciones de siete formas diferentes en la columna
vertebral, con alta frecuencia de aparicion. Esto permitié un registro eficiente,
sin embargo, en los biomarcadores propuestos opérculo y aleta no se logro
inducir a través del compuesto cloruro de mercurio alguna malformacién, solo
fueron evidentes de manera espontanea en el lote de mantenimiento. Estas
estructuras son de dificil analisis debido a que en el opérculo solo se puede
realizar observaciones después de 4 semanas y en cuanto a las aletas son
translucidas y no se distingue claramente. Por |lo anterior, se sugiere utilizar una
variable del pez cebra llamado cola de velo, en experimentos posteriores para,
ver si con este biomarcador es mas facil expresar alguna malformacion.

En el caso de la aleta y opérculo, el andlisis debe esperar hasta una
etapa juvenil, debido a que existe mortandad natural en los alevines recién
eclosionados que llegan a la etapa juvenil, lo que implica tener que aumentar el
tamafo de muestra, aunado esto, a su baja frecuencia de expresion y a su
dificil identificacion.

Por otra parte, en éste trabajo se evaluaron alevines recién eclosionados,
mientras que en otros trabajos tales como el de Dietrich y col., (1998) se han

empleado embriones no descorionizados.
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Las ventajas de utilizar alevines recién eclosionados permite describir
puntualmente las malformaciones presentes de columna vertebral debido a que
es la estructura que primero se identifica y es mas facil de evaluar, en
comparacion con la aleta y el opérculo, debido a que dichas estructuras se
podrian evaluar solo hasta una etapa juvenil, lo que da una ventaja
considerable a la columna vertebrar con respecto al tiempo para realizar una
evaluacién biolégica de las alteraciones provocadas por el teratégeno utilizado,
permitirdn de la misma forma profundizar en los diferentes mecanismos de

accion de agentes xenobio6ticos.

Ingrid Vania Rivera Castillo 54



Conclusion

7. CONCLUSION

En este trabajo, se dio el establecimiento de las condiciones fisicas y
quimicas por cada una de las etapas del desarrollo embrionario para el
mantenimiento y su reproduccion de las fases experimentales.

Otro de los alcances del presente trabajo es que Danio rerio presenta
ventajas para evaluar dafo toxicolégico en un organismo no mamifero.

En cuanto a la evaluacion de los tres biomarcadores elegidos, la columna
vertebral es sensible al cloruro de mercurio a dosis subtoxicas manifestandose
una gran diversidad de malformaciones y diferentes frecuencias de expresion.

Las ventajas presentes en la evaluacion de malformaciones en columna
vertebral de organismos recién eclosionados, en comparacién, con estudios
previos en organismos no eclosionados es evidente, dando apertura al
desarrollo de trabajos posteriores, permitiendo también, tener mayor
sensibilidad debido a que se pueden evaluar de estda forma malformaciones
pequefias, multiples y con mas diversidad.

Se requiere continuar validando el bioensayo y los biomarcadores
propuestos, asi como otros no contemplados, con distintos teratégenos de
referencia, para encontrar un mejor biomarcador que sea sensible a diferentes
compuestos quimicos, que sea facil de identificar y de evaluar, y que refleje
mecanismos de accion de los agentes contaminantes y, por lo tanto, de la

calidad ambiental.
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Conclusion

Utilizar el Danio rerio como un buen indicador trae diversas ventajas
debido a que: evalua sistemas acuaticos, sus estructuras pueden ser utilizadas
como biomarcadores y al organismo como un bioensayo, su mantenimiento es
sumamente econdmico; asi mismo, presenta una descendencia abundante,
ovoposiciones inducibles y por lo tanto se pueden programar o calendarizar
cada ovoposicidon. Los huevos son manipulables, transparentes vy
semipermeables, esto ultimo permite que no exista manipulacién al aplicar un

compuesto.
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8. GLOSARIO

ABSORCION: Es cuando una sustancia xenobiéntica atraviesa las
membranas bioldgicas dependiendo de su concentracion, de sus propiedades
fisicas y quimicas de la sustancia. Por ejemplo la solubilidad, el tamafo de la
particula, si son o no ionizadas y las eficiencias de los mecanismos de
absorcién, metabolismo y excrecion, pueden variar de un organismo a otro y

afectar el proceso de absorcion (Vega, 1985a).

ACUMULACION: Sucesivas retenciones de una sustancia por un
organismo, un organo o parte del ambiente, que conducen a un aumento de la

cantidad o la concentracion de la sustancia en los mismos (Vega, 1985b).

AGENTES EXOGENOS: Que resulta o procede de materiales externos

al organismo (Vettorazzi, 1992b).

BIOACUMULACION: Aumento progresivo de la cantidad de una
sustancia de un organismo, o parte de él como consecuencia de que el ritmo de

absorcion supera la capacidad del organismo para eliminar la sustancia

(Hughes, 1996).

BIODISPONIBILIDAD: Capacidad de un agente xenobidtico de

interactuar con el sistema bioldgico (Vega, 1985a).

BIOENSAYO: Son indicadores bioldgicos que pueden ser desde virus

hasta cultivo de tejidos humanos, que en condiciones controladas (in vivo e in
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vitro) permiten correlacionar el efecto del agente fisico y/o quimico a nivel

biolégico (Markert y col., 1995).

BIOINDICADORES: Son organismos los cuales son el reflejo fiel del
medio en el que crecen, y se desarrollan siendo indicadores de la calidad o de
las caracteristicas del medio, estos nos proporcionan informacion de tipo
cualitativo (Markert y col., 1995).

BIOMARCADORES: Es cualquier alteracién biolégica que puede ser
medible en tejidos, células, o fluidos corporales. Estas alteraciones pueden ser
usadas como indicadores de exposicion ambiental que reflejan los efectos
adversos tempranos tales como dafio celular (Guzman, 1997).

BIOMONITORES: Son organismos que se utilizan como sistemas de
alerta entre cambios ambientales generados por la presencia de diversos
compuestos toxicos de origen natural o antropogénico, a concentraciones
mayores a las normales, estos nos proporcionan informacién de manera
cuantitativa de la calidad ambiental y de su efecto biolégico (Markert y col.,

1995).

BIOTRANSFORMACION: Cualquier transformacién quimica de una
sustancia en el interior de un organismo a través de un proceso biolégico (Vega,

1985b).
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BLASTULA: Periodo del desarrollo embrionario consecutivo a la
segmentacion del huevo constituido por el blastodermo que rodea una cavidad

central (Kimmel y col., 1995).

CALIDAD AMBIENTAL: Es el estado actual o previsible de algun
componente basico, que permite al ambiente desempefie adecuadamente

(Vega, 1985a).

CARCINOGENO: Agente quimico, fisico o bioldgico relacionado con el

origen y la incidencia de neoplasias malignas (Klug y Commings, 1998).

CIGOTO: Huevo fecundado originado por la unién de dos gametos con
fusion de sus nucleos, hasta el momento de pasar a la forma de blastocisto y su

implantacién en el utero (Kimmel y col., 1995).

CINETICA AMBIENTAL: Es la movilidad, dispersién e interacciéon de un

contaminante con los elementos del ambiente (Vega, 1985a).

CLso: Es la concentracion a la cual el 50% de la poblacion de organismos
ensayados produce una respuesta en un periodo definido de tiempo,

generalmente 12, 24 6 96 horas (Vega, 1985c).

CONTAMINACION: Se define como la presencia en el ambiente de
cualquier agente quimico, fisico y/o biolégico o de una combinacién de varios
agentes, en lugares, formas y concentraciones tales que sean o puedan ser

nocivos para la salud y seguridad de sistemas bioldgicos (Gonzalez, 1998).
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DarTa: Prueba que utiliza los huevos fertilizados del pez cebra
(Brachydanio rerio) para detectar efectos nocivos por sustancias xenobidticas

(Nagel, 2002).

DESARROLLO EMBRIONARIO: Proceso de desarrollo de un embridn

desde el estado de cigoto (Houillon, 1977).

DISPERSION: Es la capacidad de distribucién de un contaminante en el

ambiente (Vega, 1885a).

DISTRIBUCION: Fase de una sustancia que es absorbida por un
organismo, érgano o el ambiente; que va desde la absorcién o introduccion al
sistema hasta alcanzar el equilibrio de concentraciones; si se produce
almacenamiento puede ocurrir una redistribucion antes de la eliminacion (Vega,

1985b).

DOSIS SUBTOXICAS: Son todas las concentraciones menores al valor
de Cl 50, las cuales van a causar un efecto nocivo (Vega, 1985c).

ECLOSION: nacimiento del alevin del saco (Kimmel y col., 1995).

ECOTOXICOLOGIA: Rama de la toxicologia que trata del estudio de
quimicos persistentes que pueden ejercer varios efectos toxicos en varios sitios

de un ecosistema (Silano, 1985).
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EFECTO AMBIENTAL: Una consecuencia medible sobre algun
componente basico del ambiente, provocada o inducida por cualquier accién del

hombre (Fernicola, 1992a).

EFECTO: Es el cambio biolégico producido por la exposicion a un factor

externo, quimico, fisico o biolégico (Vega, 1985c).

EMBRION: Producto de la concepcién, desde el momento de la
implantaciéon del 6vulo fertilizado hasta el final de la semana séptima u octava
en que pasa a denominarse feto (Kimmel y col., 1995).

ESTADIO: Se le llama asi a cada una de las etapas marcadas que se
observan en un proceso de desarrollo embrionario de los organismos (Kimmel y

col., 1995).

EVALUACION AMBIENTAL: Es la actividad sistematica, continua o
repetitiva, relacionada con la medicibn de agentes contaminantes en el
ambiente, a fin de evaluar la exposicidén y el riesgo que representan para la

salud cuando se compara con una referencia apropiada (Fernicola, 1992a).

EVALUACION BIOLOGICA: Es la medida y evaluacion de los agentes
quimicos y/o de sus productos de biotransformacién, en tejidos, secreciones,
excreciones, aire exhalado o alguna combinacion de éstos; para estimar la
exposicion o riesgo a la salud cuando son comparados con alguna referencia

apropiada (Fernicola, 1992a).
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EVALUACION DE RIESGO: Uso de datos obtenidos de hechos reales,
para definir los efectos sobre la salud en la exposicion de individuos o
poblaciones a sustancias o situaciones peligrosas (Fernicola, 1992b).

EXCRECION: Es el proceso de eliminacion del producto original y/o de
sus metabolitos del cuerpo, mediante vias urinarias, sudoracion, lagrimeo,

leche materna e intestinal (Vega, 1985a).

EXPOSICION: Situacién en la cual una sustancia puede incidir, por
cualquier via, sobre una poblacion, organismo, organo, tejido o célula;
usualmente se expresa en términos de cuantitativos de concentracion, duracion
y frecuencia (para a agentes quimicos y microbiolégicos) y de intensidad (para

a gentes fisicos) (Vega, 1985b).

EXPOSICION AGUDA: Es aquella que se produce por la administracion
de cantidades elevadas de un agente quimico en una o varias exposiciones, en
un periodo de 24 horas, produciendo un efecto nocivo inmediato (Vega, 1985

b).

EXPOSICION CRONICA: Es aquella que se produce por la
administracién de pequefas cantidades de un agente quimico durante periodos
largos, pudiendo aparecer efectos nocivos inmediatamente después de cada

aplicacion o efectos cronicos (Vega, 1985b).
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FARINGULA: Etapa del desarrollo embrionario que se caracteriza por la

formacién del aparato digestivo (Kimmel y col., 1995).

FARMACOCINETICA: es la ciencia que estudia el paso de los farmacos
a través del cuerpo, mide la velocidad del paso del farmaco dentro de un
organismo asi como la reaccién que tiene el organismo bajo los farmacos

(Brailowsky, 1995).

FECUNDACION: Fusién de los nucleos de dos gametos para formar un

cigoto diploide (Kimmel y col., 1995).

FOTOPERIODO: Ciclo dia-noche de luz y oscuridad. Sumamente
necesario para conservar psiquicamente saludable e un animal en cautiverio

(Kimmel y col., 1995).

GASTRULA: Forma de embrion primitivo formado por la invaginaciéon de
la blastula y se compone de una capa externa de ectodermo y una interna de
mesodermo, que mas adelante se diferencia en el mesodermo y el endodermo
y dos cavidades, una entre las dos capas y otra formada por una invaginacion
del endodermo (arquenteron) que comunica con el exterior por una abertura

(blastoporo) (Kimmel y col., 1995).

HENDIDURA: Etapa intermedia de la blastula y gastrula, se caracteriza

por migracion celular del polo animal hacia los lados del huevo, adelgazandose
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ligeramente en la parte central y ensanchandose hacia los lados (Kimmel y col.,

1995).

IMPACTO BIOLOGICO: Es una forma de medicion del efecto de un

agente xenobidtico a nivel biologico (Vega, 1985a).

INOCUIDAD: Caracteristica de una sustancia o compuesto de no

producir dafo o efecto alguno en los sistemas biologicos (Vega, 1985c).

in vitro: Estudio de laboratorio realizado sobre células, tejidos, u 6rganos

aislados o con sistemas subcelulares o bioquimicos (enzimas) (Hughes, 1996).

in vivo: Estudio de laboratorio realizado en organismos vivos (Hughes,

1996).

MALFORMACIONES CONGENITAS: Es una anomalia en la estructura,
funcionamiento o metabolismo presente desde el nacimiento que provoca una
discapacidad fisica o mental, o incluso la muerte en algunos casos (Klug y
Commings, 1998).

MERCURIO: (Hg) Es un elemento quimico, con numero atomico 80 y
peso atoémico 200.59, puede encontrarse en una diversidad de minerales y en

una gran variedad de estados fisicos y quimicos (Pefa y Subarzo, 1975).

METALES PESADOS: Son metales que tienen una densidad mayor a 5,

y estan conformados por un grupo de 40 elementos quimicos (Vega, 1985c).
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MONITOREO AMBIENTAL: La recoleccion, el analisis y la evaluacion
sistematica de muestras ambientales, tales como aire, agua o alimentos, en

busca de contaminantes (Lewtas, 2000).

MUTAGENO: Capacidad de un agente bioldgico, quimico o fisico para

inducir cambios heredables (mutaciones) (Klug y Commings, 1998).

TERATOGENESIS: Proceso a través del cual se forman alteraciones
fisiologicas, conductuales y anomalias estructurales graves durante el
desarrollo fetal; ya sea de manera espontanea o inducida por agentes

xenobioticos (Klug y Commings, 1998).

OVOPOSICION: En peces corresponde a la expulsidon de las ovas

(huevos) por parte de la hembra (kimmel y col., 1995).

SEGMENTACION: Etapa del desarrollo embrionario que se caracteriza
por la formacion media del cuerpo de un organismo durante el desarrollo

embrionario (Kimmel y col., 1995).

TERATOGENO: Cualquier sustancia quimica, agente fisico, o agente
infeccioso que actuando durante el periodo embrionario o fetal es capaz de

producir una alteracion (Hughes, 1996).

TERATOLOGIA: Ciencia que estudia cualquier dafio genético,
morfoldgico o fisioldgico que ocurra durante el desarrollo embrionario ya sea de

manera espontanea o inducida por teratégenos (Hughes, 1996).
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TOXICIDAD: Capacidad inherente de un agente xenobidtico de producir

un efecto nocivo sobre los organismos (Fernicola, 1992c).

TOXICOCINETICA: Es el estudio de los cambios que ocurren a través
del tiempo en la absorcion, distribucion y eliminacion de toda sustancia toxica

en el organismo (Vega, 1885b).

TOXODINAMICA: Es el estudio de la salud de un organismo causado por

un toxico, correlacionado con su toxicocinética (Hughes, 1996).
VALORACION TOXICOLOGICA: Es la determinacion del potencial toxico
de una sustancia xenobiética (Vettorazzi, 1992a).

XENOBIOTICO: Sustancia que no aparece naturalmente en el
organismo, o esta a diferentes concentraciones de lo normal (Vettorazzi, 1992

b).
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