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Resumen

Actualmente, los compuestos xenobi6ticos representan un potencial de riesgo para la salud humana y la biodiversidad. Por
consiguiente, la busqueda de nuevas herramientas que permitan contribuir a la investigacion de los efectos potenciales de estas
sustancias es de gran relevancia para la identificacion, evaluacion de efectos y mecanismos de accidn de agentes nocivos para la
salud. En los ultimos 30 afios, Danio rerio se ha convertido en uno de los sistemas bioldégicos mas importantes y utilizados en
diversas areas cientificas, entre las que destaca la toxicologia. En este contexto, D. rerio presenta varias ventajas como bioensayo
y/o biomonitor siendo un organismo ideal para estudiar maltiples efectos bioldgicos dentro del area toxicoldgica.
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Abstract

Currently, xenobiotic compounds represent a potential risk to human health and biodiversity. Therefore, the search for new
tools to contribute to the investigation of the potential effects of these substances is of great relevance for the identification,
evaluation of effects and mechanisms of action of agents harmful to health. In the last 30 years, Danio rerio has become one of
the most important biological systems used in several scientific areas, among which toxicology stands out. In this context, D.
rerio has several advantages as a bioassay and/or biomonitor and is an ideal organism to study multiple biological effects within
the toxicological area.

Keywords: Danio rerio, xenobiotic, experimental model, teratogenesis, genotoxicity.

1. Introduccién experimental en diversas areas cientificas, con el proposito de
realizar evaluaciones no solo toxicoldgicas, sino también con
aplicaciones médicas gracias a su sensibilidad ante diversos
compuestos quimicos (Valles et al., 2018). La importancia de

rerio dentro del ambito cientifico como modelo

La bdsqueda por explorar nuevas medidas que documenten
el alcance de la exposicion y los efectos de la contaminacion
ambiental ha permitido el desarrollo de diversos indicadores  D.

bioldgicos que faciliten la estimacion del dafio con datos
faciles de observar y cuantificar. Los peces estan intimamente
ligados a su hébitat acuoso, respiran osmoregulan, alcanzan
equilibrio acido-base y obtienen su caracter térmico en
relacion con el agua circundante, sus adaptaciones
estructurales y fisiologicas les permiten interactuar con
compuestos xenobidticos que se encuentran en el medio
circundante (Kleinow et al., 2008). En este contexto, el pez
cebra (Danio rerio), ha sido utilizado como modelo
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experimental, radica en su patron de desarrollo al de los
vertebrados superiores, incluidos los mamiferos, teniendo
similitudes de su genoma con el humano (Moreno, 2013).

2. Ventajas como bioensayo en la toxicologia
Una de las ramas en las que D. rerio destaca

considerablemente es en el ambito de la toxicologia, ya que sus
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas lo convierten en un
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bioensayo adaptable a condiciones de laboratorio, agregando
que se puede inducir su conducta reproductiva, el desarrollo
embrionario es externo (ovoviviparo), estd ampliamente
descrito y cuenta con una abundante descendencia en un corto
periodo de eclosién (72 h), los huevos son manipulables con
una membrana traslucida y semipermeable; amplio
conocimiento de su biologia basica y genoma, ademas de su
alto grado de semejanza genética y fisiologica con el ser
humano. Concluyendo asi, que D. rerio es un organismo
experimental éptimo para el estudio de multiples efectos
bioldgicos asociados a la exposicidn de xenobioticos (Rojas-
Mufioz et al., 2007; Moreno, 2013; Mussali-Galante et al.,
2013; Covarrubias-L6pez, 2018; Estévez et al., 2019) como
pueden ser embriotoxicidad y teratogénesis (Sanchez-Olivares
etal., 2021; ATSDR, 2000), genotoxicidad (Qi et al., 2000; De
Lemos et al., 2001; Normann et al., 2008; Shaw et al., 2019) y
alteraciones en el metabolismo (Begum et al., 2006; Oner et
al., 2008). Estas pruebas proporcionan informacion de
referencia que puede ser utilizada para evaluar los riesgos de
estos compuestos bajo diversos métodos de exposicion
(Rinkwitz et al., 2011; Zada et al., 2014).

3. Determinacion de efectos letales en peces

La evaluacién de la toxicidad se realiza a través de
establecer la relacidn dosis respuesta y la relacion dosis efecto,
las cuales funcionan como herramientas principales en este
tipo de investigacion. En el caso de D. rerio, estan establecidas
varias metodologias para evaluar el efecto letal (sistémico)
asociado a la exposicion a un xenobidtico en organismos
adultos y en embriones.

Para el andlisis de efectos letales en adultos, se recomiendan
las metodologias propuestas por Rivera (2006) y Cruz (2012)
para determinar la CLsp de diferentes xenobidticos,
consistiendo en exposiciones a altas concentraciones en
tiempos cortos por 24 hrs. de manera dérmica, oral y
respiratoria, simultaneamente.

Mientras que para la determinacién de los efectos letales en
embriones, una de las metodologias que mas se usan es la
descrita en el 2013, por el Grupo de Trabajo de Coordinadores
Nacionales (WNT, por sus siglas en inglés), del Programa de
Directrices de Pruebas de la OCDE, denominada la “Prueba de
toxicidad en embriones de peces” (FET, por sus siglas en
inglés) (Braunbeck et al., 2014).

3.1 Prueba de toxicidad en embriones de peces” (FET)

Originalmente FET, fue disefiado como una alternativa a las
pruebas agudas para peces, ya que esta solo detecta efectos en
peces adultos, mientras que FET evalla el desarrollo completo
del huevo y embrionario hasta la eclosion, sustentdndose en
gue lamembrana de los huevos es semipermeable, permitiendo
una exposicion sin métodos invasivos (Braunbeck et al., 2014).

De acuerdo con Braunbeck et al. (2014) los embriones de
Danio rerio recién fertilizados estan expuestos al quimico de
prueba durante un total de 96 h. Cada 24 h, se registran hasta
cuatro observaciones apicales como indicadores de letalidad:
(1) coagulacion de huevos fertilizados, (2) falta de formacion
de somitas, (3) falta de desprendimiento de la yema de la cola
del saco vitelino, y (4) falta de latidos cardiacos.

4. Teratogénesis

La teratogénesis es el proceso por el cual se producen
anormalidades estructurales o funcionales durante el desarrollo
embrionario, que puede ir desde la muerte fetal o embrionaria,
pasando por el retraso de crecimiento y patrones distintivos de
malformaciones anatémicas o alteraciones fisiologicas
(Roldén, 2016).

Entre las causas que generan este fendmeno se incluyen
factores genéticos y ambientales; dentro de los efectos
ambientales o inducidos, pueden deberse a la exposicion o
contacto con agentes teratdgenos fisicos, quimicos o
bioldgicos. Estos agentes ocasionan anormalidades en los
siguientes procesos celulares: division, migracion y apoptosis,
afectando la histogénesis general o alterando la exposicion
génica de grupos de células particulares, asi como, cambiar las
caracteristicas celulares (Roldén, 2016).

La capacidad de inducir un efecto teratogénico inducido por
agentes fisicos, quimicos o bioldgicos, se conoce como
“Potencial Efecto Teratogénico (pET)” y se refiere a la
capacidad potencial de compuestos xenobidticos para producir
malformaciones o defectos en la descendencia; este efecto se
refleja por la produccion o incremento de la frecuencia de
malformaciones estructurales, congénitas, no-hereditarias, en
la progenie, visualmente detectables al nacimiento; que pueden
ser asociadas a la exposicion durante el desarrollo embrionario,
de acuerdo a la FDA (Food and Drugs Administration)
(McQueen, 2018). Se han establecido 5 categorias para indicar
el potencial teratogenico de un compuesto xenobiético (A, B,
C,Dy X).

=  Categoria A: Los estudios controlados en mujeres no
evidencian riesgo para el feto durante el primer
trimestre y la posibilidad de dafio fetal parece remota o
se desconocen reportes de dafio teratogénico
(McQueen, 2018).

=  Categoria B: Los estudios en animales no indican
riesgo para el feto y, no existen estudios controlados en
humanos o los estudios en animales si indican un efecto
adverso para el feto, pero, en estudios con mujeres
gestantes no ha sido demostrado riesgo fetal
(McQueen, 2018).

=  Categoria C: Los estudios en animales han demostrado
que los compuestos quimicos ejercen efectos
teratogénicos o embriocidas, pero, no existen estudios
controlados con mujeres gestantes o0 no se dispone de
estudios ni en animales ni en mujeres (McQueen,
2018).

=  Categoria D: Existe evidencia positiva de riesgo fetal
en humanos.

=  Categoria X: Los estudios en animales o0 en humanos
han demostrado anormalidades fetales o existe
evidencia de riesgo fetal basada en la exposicién con
seres humanos, o son aplicables las dos situaciones
(McQueen, 2018).

Diversas agencias en materia de salud publica como Food
and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency
(EMA) y Ministry of Health, Labour and Welfare (MHLW),
han empleado diferentes ensayos clinicos para evaluar la
inocuidad de productos de interés publico, tal es el caso de
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alimentos, medicamentos, cosméticos, productos bioldgicos,
entre otros. Entre estos andlisis, se encuentran las pruebas de
teratogénesis, mismas que son necesarias en la aprobacion de
productos quimicos, por lo que tienen que pasar rigurosos
bioensayos en organismos mamiferos y no mamiferos
(McQueen, 2018), entre los que destaca el uso de Danio rerio.

4.1 Danio rerio Teratology Assay (DarTA)

La prueba DarTA, es un modelo alternativo de estudio de
efecto teratogénico en un sistema no mamifero, con ventajas
en costo, tiempo y cuestiones éticas. Evalla a diferentes
concentraciones, el dafio teratogénico de compuestos
xenobioticos durante el desarrollo embrionario y posterior a la
eclosién, permitiendo registrar biomarcadores morfolégicos
como: malformaciones en columna vertebral, opérculo, aleta y
alteraciones cardiacas (edemas del saco vitelino y pericardico)
(Rivera, 2006; Gaytan et al., 2008; Sanchez-Olivares et al.,
2021; Sénchez-Olivares, 2021).

Siguiendo el método descrito por diversos autores, la
prueba consiste en el tratamiento de entre 180 a 200 embriones
(Rivera, 2006; Gaytan et al., 2008), o incluso 450 embriones
(Sanchez-Olivares et al., 2021), en lotes experimentales con la
finalidad de exponerlos embriones a  diferentes
concentraciones del compuesto xenobiotico a evaluar. La
observacion de dafio morfo-fisiol6gico se realiza directamente
en placas Petri utilizando microscopio estereoscopico a las 72
horas comenzada la exposicién (Rivera, 2006; Gaytan et al.,
2008; Sanchez-Olivares et al., 2021).

En afios recientes, Séanchez-Olivares et al. (2021),
describen que las anomalias se pueden clasificar de acuerdo
con el tiempo de expresion, es decir, la malformacion aparece
durante las primeras etapas del desarrollo embrionario en
contacto con el compuesto quimico (malformaciones
tempranas) o durante los ultimos estadios del desarrollo
embrionario los cuales son evidentes en el proceso de eclosion
del embrién (malformaciones tardias) (Fig. 1). Los principales
biomarcadores de esta prueba son: columna vertebral, opérculo
y aleta, siendo el de la columna vertebral el biomarcador con
mejores resultados observados, ya que se desarrolla al 100%
después de las 72 horas del desarrollo embrionario (eclosion),
mientras que las malformaciones de opérculo y aleta se hacen
evidentes hasta las 96 hrs después de la eclosion (Fig. 2).
(Rodriguez-Anaya, 2015). Las alteraciones morfologicas a
nivel cardiaco también pueden ser evaluadas y registradas
durante la observacion, estas pueden ser edemas del saco
vitelino y edemas pericardicos, entre otros (Nagel, 2002;
Sanchez-Olivares et al., 2021).

Tempranas

Zona cefalica

Figura 1: Divisiones del cuerpb del alevin de D. rerio sin
dafios en columna vertebral (Tomado de Sanchez-Olivares,
2021).

Figura 2: A) Alevin con dafio en la columna vertebral en
forma de curva. B) La columna presenta dobleces visibles. C)
El dafio se observa en la zona caudal (Tomado de Sanchez-
Olivares, 2021).

5. Genotoxicidad

La genotoxicidad es el estudio del dafio genético al material
hereditario resultante en alteraciones genéticas. Se incluyen
agentes quimicos y fisicos que causan mutagenicidad o
alteraciones genéticas transmisibles y genotoxicidad (Dixit y
Kumar, 2017; Klapacz y Bhaskar, 2019). La genotoxicidad
cubre criterios de valoracién como lo son roturas, dafio de
cadenas de ADN, biomarcadores de aductos de ADN,
mecanismos por los que se produce el dafio y las respuestas
celulares frente a ese dafio (Klapacz y Bhaskar, 2019),
mientras que la mutagénesis se refiere a los cambios en el
ADN, debido a la exposicion a ciertos mutagenos (ya sea
agentes fisicos, quimicos o bioldgicos) y las células carecen de
la capacidad para reparar los cromosomas dafiados (Dixit y
Kumar, 2017). Las mutaciones se pueden dividir en tres
categorias importantes:

= Mutaciones genéticas: En esta categoria se incluyen la
transicién, transversion, desplazamiento de marco,
mutacién neutra, silenciosa y mutacion sin sentido o
sentido perdido (Dixit y Kumar, 2017).

= Mutaciones cromosomicas: Aqui se encuentran las que
se tratan de una delecién, duplicacion, inversién o
traslocacion de un grupo de genes (Dixit y Kumar,
2017).

= Mutaciones del genoma: Estas mutaciones incluyen
aneuploidias, como monosoémica, nulisomica, doble
monosomica, trisémica, doble trisémica y tetrasémica
(Dixity Kumar, 2017).

La evaluacion del dafio genético mediante el uso de una
combinacidn de diferentes ensayos como, in silico, in vitro e
in vivo permitiran utilizar un enfoque de ponderacion de la
evidencia para llegar a una conclusién sobre el potencial
mutagénico o carcinogénico de una sustancia quimica (Stice et
al., 2019).

Existe cierta confusion entre la genotoxicidad con la
mutagenicidad, sin embargo, Mohamed et al. (2017), explica
que los genotdxicos presentan categorias de acuerdo con sus
efectos, por lo que se consideran como biomarcadores de
efecto por su evaluacion de las secuelas por compuestos
xenobidticos, que pueden desembocar en una enfermedad
clinica (Mussali-Galante et al., 2013). Se pueden nombrar tres
categorias: mutagenos, carcindgenos y teratogénicos (Repetto
y Repetto, 2009).
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" Mutagenos: Estas compuestos son capaces de
provocar cambios en el ADN que se transmiten durante la
divisién celular, ya sea en células germinales o somaticas
(Aleksunes y Eaton, 2019). En este tipo de compuestos,
podemos encontrar los responsables de causar respuestas
clastogénicas y aneugénicas en los cromosomas (Krishna y
Gopalakrishnan, 2016).

o Clastogenos: Los agentes clastdgenos
ocasionan alteraciones cromosémicas con accion
directa sobre el ADN, induciendo rompimientos de
las cadenas de ADN. Estos toxicos estan
relacionados con la formacion de Aberraciones
Cromosémicas Estructurales (ACE), como lo son
los microndcleos, ya que estos se originan a partir
de fragmentos de cromosomas (Krishna vy
Gopalakrishnan, 2016; Roldan, 2016).

o Aneugenicos: Son compuestos que se
ejercen su accion sobre diversas estructuras que se
ven involucradas tanto en la divisién celular, como
en los cromosomas mismos. Son capaces de
producir aneuploidias, las cuales son anomalias
numéricas en donde aumenta o disminuye el
nimero de cromosomas ya sea de células diploides
o haploides (Roldan, 2016).

= Cancerigenos: Cuando los mutagenos modifican la
capacidad de la célula para controlar su reproduccion y se
estimula la proliferacion celular, conducen a la formacion de
una poblacion de células genéticamente diferentes de la
original, que llegan a desarrollar variantes genéticas
susceptibles al cancer. Siendo asi que no todos los mutagenos
son cancerigenos y no todos los cancerigenos son mutagenos
(Repetto y Repetto, 2009; Gupta, 2016).

" Teratdgenos: Los teratdgenos son compuestos
capaces de producir malformaciones fetales, siendo el periodo
embrionario el mas susceptible a dafio teratogénico (Repetto y
Repetto, 2009). Estos agentes actdan en la division, migracion
y apoptosis de la divisién celular (Roldan, 2016).

5.1 Micronucleos en eritrocitos de sangre periférica

De los biomarcadores mayormente utilizados para la
deteccion del dafio al ADN se encuentran los micronucleos
(Zuhiga et al., 2001; Cristaldi et al., 2004). Los microntcleos
se originan durante la division celular, si el proceso de
replicacion es alterado o existe una ruptura de cromosomas, la
distribucion del material genético durante el anafase de la
divisién celular se puede ver afectada, de manera que
cromosomas enteros o fragmentados de estos no se incorporan
al nicleo principal de las células hijas. En la telofase, estas
estructuras cromosémicas se envuelven en membrana cellar y
asumen gradualmente la morfologia y demas caracteristicas de
un nucleo en interfase, con un tamafio menor que el primario
(Holland et al., 2008; Bolognesi y Hayashi, 2011; Simoniello,
2010). Esto puede ser visualizado por la presencia de
estructuras derivadas del nlcleo, mas pequefias y que pueden
contener 0 bien cromosomas enteros o bien fragmentados
cromosémicos derivados de roturas no reparadas (Terradas et
al., 2010).

En diversas lineas celulares y tejidos, la prueba de
microndcleos posee un alto valor predictivo en estudios que
tratan de detectar efectos citogenéticos en exposiciones
ocupacionales y medioambientales. Una de las lineas celulares
mas utilizadas es la prueba de microndcleos en eritrocitos de
sangre periférica (Fig. 3) (Torres-Bugarin et al., 2007; Ahmed
et al., 2011). Este andlisis es un test que se encuentra
estandarizado como biomarcador de dafio genotdxico de
diferentes compuestos xenobidticos (Bolognesi et al., 2011).
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Figura 3: Vista al microscopio de eritrocitos de D. rerio
(Tomado de Shaw et al., 2019).

6. Conclusiones

El conjunto de las caracteristicas fisiol6gicas, morfologicas
y genéticas de Danio rerio, le confieren ventaja como
bioensayo en toxicologia para evaluar xenobi6ticos que
pudieran relacionarse con efectos deletéreos en la biota,
permitiendo asi, analizar una gran diversidad de sustancias
peligrosas como metales pesados, pesticidas, hidrocarburos,
contaminantes emergentes, entre otros; siendo por lo tanto un
modelo no mamifero muy versatil, econdmico y eficiente en el
area de la toxicologia. Sin embargo, atin queda un largo camino
sobre la difusion, aplicacion e implementacion de ciertas
metodologias dentro de la ecotoxicologia, que sin duda son
areas de oportunidad para el crecimiento y desarrollo en la
investigacién experimental con D. rerio como un bioensayo de
referencia.
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