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Resumen

El ensayo FETAX (ensayo de teratogénesis de embriones de rana-Xenopus) es una
prueba Util para evaluar la toxicidad de sustancias puras, mezclas complejas y
sedimentos, durante etapas tempranas del desarrollo de la rana Xenopus laevis,
esta prueba se centra en la organogénesis, proceso mas sensible durante el
desarrollo de todos los organismos debido a la falta de madurez de los sistemas de
defensa. Este ensayo cuenta con la opcién de agregar un sistema de activacion
metabdlica que simula los procesos de biotransformacion que se llevan a cabo
durante el desarrollo embrionario de los mamiferos, ha sido utilizado en diversos
estudios toxicolégicos para la evaluacion de contaminantes presentes en el medio
ambiente debido a sus diversas ventajas: exposicion durante tiempos cortos (96h),
costos relativamente accesibles y reproducibilidad entre otras. El principal objetivo
de esta revision bibliografica es destacar la utilidad y flexibilidad que ha demostrado
tener este ensayo, ademas de su aplicacién en la evaluacién del riesgo ambiental de
varias sustancias.

Palabras clave: FETAX, Xenopus laevis, teratogénesis.
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1. Introduccidn

Desde hace aproximadamente 50 afios existe una demanda creciente de
diversos recursos materiales, mismos que han originado la necesidad de fabricar
productos nuevos para satisfacer las necesidades de la poblacién, lo que da como
resultado problemas de contaminacion. Los cuerpos de agua son uno de los
recursos mas afectados debido a la presencia de varios productos provenientes de
procesos industriales, descargas domésticas y hospitalarias, los cuales resultan ser
toxicos para el medio ambiente y pueden generar efectos adversos en varios
organismos (Dumont, Bantle, & Linder, 2003).

Para evaluar los efectos de dichos contaminantes en el ambiente, se utilizan
varias herramientas para la identificacién, cuantificaciéon y evaluacién del riesgo
(Committee on Methods for Acute Toxicity Tests with Aquatic Organisms, 1975), los
cuales han contribuido a que a lo largo de la historia se desarrollen algunos
programas de proteccién ambiental y manejo adecuado de sustancias téxicas. Entre
estas herramientas se encuentra el uso de bioensayos, que generalmente evaldan
los efectos adversos generados en una especie, bajo condiciones controladas en
laboratorio y cuyo objetivo principal es mostrar los efectos téxicos de una sustancia
o mezcla de sustancias. Un bioensayo utilizado durante las Gltimas décadas es el
ensayo FETAX, el cual tiene el potencial de evaluar distintos tipos de muestras,
evidenciado efectos adversos generados en la fase de organogénesis.

1.1 Ensayo FETAX: historia y desarrollo

Durante 1970-1980, se desarrollaron diferentes tecnologias en todo el
mundo, razén que propicid la blsqueda de recursos energéticos; Estados Unidos
fue uno de los paises mas productivos. El principal objetivo de las industrias era
obtener recursos energéticos para cumplir con los requerimientos industriales para
manufactura de diversos productos, la provisiéon de servicios e incluso cubrir
necesidades domésticas, dicha situacién llevd a la generacidon de una variedad de
contaminantes, llamando la atencién de muchas organizaciones de investigacion
ambiental, entre las que se encontraba la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA)
(Bergman, 1985). En ese momento, ya se habian desarrollado algunos ensayos
biolégicos para la evaluacion del riesgo ambiental, entre ellos la prueba de Ames
para evaluar la mutagenicidad (Ames & McCann, 1975) y la de carcinogenicidad
(Hsie et al., 1978), el cultivo celular y las pruebas de toxicologia acuatica en
organismos como Daphnia magna y Daphnia pulicaria (Biesinger & Christensen,
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1972), también algunos ensayos en peces como Pimephales promelas, pero
ninguno de ellos fue Util para evaluar la toxicidad durante el desarrollo embrionario.

James Dumont y sus colaboradores se centraron en el desarrollo de una
prueba de toxicidad aguda en la cual emplearon embriones de anfibios como
organismos bioindicadores; este proyecto fue disefiado y llevado a cabo en el
laboratorio nacional de Oak Ridge en Tennessee, y su principal objetivo fue evaluar
la toxicidad del carbén y los productos de conversién de aceite y combustibles. Con
dicho estudio comenzé el desarrollo del ensayo FETAX, mismo que se publicé en
1983. Después de la estandarizaciéon de la prueba, sugirieron utilizarla para la
evaluacion de diferentes tipos de muestras (suelo, agua, efluentes, sedimentos, etc.)
(Bruner et al., 1998) como una herramienta para la evaluacién del riesgo ambiental
(Bantle & Sabourin, 1991).

Las primeras pruebas se llevaron a cabo siguiendo la metodologia propuesta
por Dumont en 1980, centrandose en el estudio de los efluentes y productos de
desecho provenientes de industrias productoras de combustibles, que en su
mayoria eran mezclas de diferentes sustancias organicas e inorganicas en rangos de
concentracién variable. El primer estudio que se llevd a cabo duré 96 horas,
utilizando agua acida proveniente de los procesos de gasificacién de carbono para
obtener combustible (Schultz et al., 1982), para lo cual se seleccionaron 50 ovocitos
para cada concentraciéon probada, con 4 réplicas. Los resultados obtenidos
revelaron efectos dependientes de la concentraciéon en términos de mortalidad,
desarrollo anormal, malformaciones e inhibicidon del crecimiento (Dumont & Schultz,
1980).

Estos estudios se propagaron y replicaron para la evaluacion de varias
sustancias y productos provenientes de diferentes procesos industriales; los
resultados observados en cada prueba fueron totalmente diferentes en términos de
los pardmetros evaluados y llevaron a la siguiente proposicién: “Cada sustancia o
mezcla causarad efectos caracteristicos y propios en los embriones expuestos, en
caso de usar sustancias que tengan un mecanismo de accién similar los resultados
podrian ser similares” (Rogers y Kavlock, 1996). Una vez que se realizaron las
pruebas en mezclas y extractos, se procedié a realizar ensayos de compuestos
puros, que se realizaron utilizando sustancias que previamente se clasificaron como
compuestos no teratdbgenos en mamiferos. Se probaron un total de 41 sustancias,
85% de ellas resultaron teratogénicas para Xenopus laevis evidenciando respuestas
similares a las ya observadas en mamiferos, lo que sugirié que los mecanismos de
accién son similares entre estos y los anfibios, principalmente en el desarrollo
embrionario. Después de que se realizaron estas pruebas, se inicié el proceso de
estandarizaciéon (American Society for Testing Materials, 2012; Bantle et al., 1994).
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Durante dicho proceso se especificaron los requisitos minimos necesarios para llevar
a cabo este ensayo: la duracién de la prueba seria de 96 horas clasificandola como
una prueba de toxicidad aguda, los embriones deberian seleccionarse en la fase de
blédstula media a gastrula temprana, y se utilizarian 20-25 embriones para cada
concentracién probada, por triplicado, manteniendo una temperatura de 22+2 °C.
Ademds se deberia usar una solucién de cultivo estandarizada; aunado a la
determinacion de cinco pardmetros finales: mortalidad evaluacion diaria durante 96
h mediante la concentracién letal media Clsy, el nimero de embriones con
malformaciones, asi como su tipo a través de la concentracién efectiva para
malformaciones CEso, el indice teratogénico obtenido del cociente de la mortalidad
y las malformaciones (IT = CLso / CEso) y la concentracion minima para inhibir el
crecimiento misma que se obtiene de la medicién de las larvas de la cabeza a la

cola.

Posteriormente, la American Society for Testing Materials (ASTM) publicé el
protocolo FETAX, que especifica los detalles para complementar dicho ensayo, asi
mismo, se publicé un atlas de anormalidades en la década de 1990; y se realizaron
estudios interlaboratorio para corroborar la confiabilidad y repetibilidad de la
prueba (Bantle etal., 1994). Los 8 laboratorios que participaron inicialmente
colaboraron realizando la misma prueba, hicieron mejoras a la metodologia,
modificaciones que fueron publicadas en 1998. Ademas se realizé el estudio
empleando otras especies de anfibios y se agregd un sistema de activacion
metabdlica (Fort et al., 1998) para simular los procesos de embriogénesis que se
llevan a cabo en organismos mamiferos y se establecié el uso de un agente toxico
de referencia para proporcionar una mayor confiabilidad al ensayo. Finalmente, el
ensayo FETAX se confirmé como una herramienta confiable, repetible y util para
predecir la toxicidad de una sustancia o mezcla toxica para el desarrollo embrionario
de Xenopus laevis (Bantle et al., 1999).

Desde entonces se han realizado varias pruebas, para evaluar mezclas
complejas (Dumont et al., 1983), sustancias puras y suelos; ademas se ha utilizado
para la evaluaciéon de sistemas de tratamiento de aguas residuales, con el propésito
de estimar la calidad de los procesos y el agua que fluye hacia los cuerpos de agua,
asi como para evaluar los efectos del riesgo ecolégico en los organismos acuéticos,
principalmente anfibios.

Los estudios ecotoxicolégicos emplean en su mayoria organismos juveniles o
adultos. Los estudios enfocados en etapas tempranas del desarrollo son escasos; a
pesar de que durante la organogénesis los organismos son muy sensibles y el dafio
puede permanecer durante el resto de su vida o inclusive causar la muerte; por lo
anterior ha sido importante la evaluacion de diversos contaminantes presentes en el
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ambiente utilizando el ensayo FETAX, algunos de los cuales incluyen la utilizacién
de embriones de Xenopus laevis expuestos a aguas provenientes de minas
(Dawson, McCormick, & Bantle, 1985), industria y plantas de tratamiento de aguas
residuales, asi como también sedimentos que contienen metales (Herkovits et al.,
1997) y plaguicidas (Yu et al., 2013), sustancias altamente persistentes en el
ambiente. Desde la década de 1980 hasta el afio 2000 se estimé que habian sido
evaluados 40 compuestos heterociclicos, 29 amidas e hidrazidas, 24 4cidos fendlicos
y éacidos carboxilicos, 22 alcoholes, 20 sales, 45 productos farmacéuticos, 17
compuestos de sintesis quimica, 13 pesticidas, 11 aditivos alimentarios y 7
colorantes. A continuacién se mencionan algunos estudios en los cuales se ha
utilizado este ensayo para la evaluacién de distintos tipos de contaminantes.

1.2 Evaluacién de plaguicidas

Los plaguicidas pueden definirse como un grupo de compuestos con un
rango amplio de actividad, pueden utilizarse como herbicidas, fungicidas,
nematicidas, reguladores de crecimiento de plantas entre otros, y pueden
clasificarse por su modo de accién o por su naturaleza quimica (Arias-Estévez et al.,
2008; McKnight et al., 2015), a pesar de su amplio uso, también son conocidos sus
efectos negativos sobre organismos silvestres y seres humanos, y siguen siendo
tema de interés para realizar diversos trabajos de investigacion, entre los cuales el
ensayo FETAX ha sido una herramienta Util de la evaluacion de toxicidad en etapas
tempranas del desarrollo. A continuacién se muestran algunos estudios en los cuales

se demuestran los potenciales efectos téxicos de este tipo de sustancias.
a. o-cipermetrina

Es un plaguicida piretroide que actla por contacto e ingestion sobre el
sistema nervioso central y periférico de lepidépteros, hemipteros y otros érdenes de
importancia agricola; al realizar la evaluacion de este compuesto en Xenopus laevis
expuesto durante 96 h se obtuvo una Cls; de 30.6 pg/L, los embriones sufrieron
malformaciones axiales, asi como alteraciones en su comportamiento, espasmos y
convulsiones. En larvas expuestas a este compuesto durante 96 h se obtuvo una
Clso de 6.9 pg/L, indujo cambios en el comportamiento, hipersensibilidad,
espasmos, convulsiones y alteraciones en el nado al igual que malformaciones
axiales (Yu et al., 2013).

b. Endosulfan

Es un plaguicida organoclorado utilizado como insecticida cuyo uso es
restringido ya que es capaz de generar diversas afectaciones en el humano,

181



principalmente en el sistema endocrino, inmunolégico y neurolégico ademas de
causar dafio severo al higado (Agency for Toxic Substances & Disease Registry,
2011). Generd una Clso de 1266 pg/L, ocasiond retraso en el crecimiento, letargia y
malformaciones axiales severas, asi como hemorragia en cola y aleta durante la
etapa embrionaria. Al exponer a los organismos en su etapa larvaria, se obtuvo una
Clso de 121ug/L, de igual manera se presentaron alteraciones en el
comportamiento, alteraciones en la prueba de nado e inactividad (Yu et al., 2013).

c. Malatiéon

Es un plaguicida organofosforado utilizado para el control de insectos,
cumple su funcién actuando por contacto, inhalacién e inclusive ha sido utilizado
para el control de piojos en humanos. Al igual que otros plaguicidas afecta el
sistema nervioso, puede generar problemas respiratorios y gastrointestinales
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2003). Al exponer a embriones
de Xenopus laevis se obtuvo una CLsy de 5396 pg/L, de igual manera se observé un
incremento en la mortalidad durante las Ultimas horas de exposicién y generé
malformaciones a las concentraciones mas elevadas probadas en un periodo de
72h. En larvas expuestas a malatiéon se obtuvo una Clsy de 6756 pg/L, se
identificaron malformaciones axiales y anormalidades en el nado (Yu et al., 2013).

Al comparar los tres plaguicidas (a-cipermetrina, endosulfan, malation) las
malformaciones mas frecuentes observadas tanto en embriones como en larvas
fueron en intestino, malformaciones axiales y edema; de igual manera fueron
capaces de inducir una significativa inhibiciéon del crecimiento; ademas las
alteraciones en el comportamiento fueron comunes ante la exposicién a plaguicidas
ya que actian como disruptores de los canales de sodio dependientes de voltaje
que se encuentran en las membranas de las células nerviosas, de igual manera la
sobrestimulaciéon de musculo debida a la inhibicidn de la acetil colinesterasa causa

doblamiento de la cola de embriones y larvas (Yu et al., 2013).
d. Clorpirifés

Es un plaguicida organofosforado utilizado como insecticida y para controlar
plagas de nematodos, con anterioridad fue utilizado en las viviendas para el control
de plagas, sin embargo sus efectos téxicos han generado una reduccién en su uso
pues genera neurotoxicidad (Whitney et al., 1995), desordenes inmunolégicos y
malformaciones. Fue capaz de causar efectos en el comportamiento asociados a un
dafio neurolégico. Las principales alteraciones generadas en Xenopus laevis por
este plaguicida tras 120 h de exposicidon corresponden a defectos neuromusculares
espasmos, temblores paralisis y fallas al nadar, efectos que siguieron un
comportamiento  concentraciéon-dependiente.  Ademés  dieron  lugar a
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malformaciones en intestino y alteraciones axiales, dafios en somitas y dafios a nivel
de tejido en miocitos y miotomas, estos efectos pueden terminar en distrofia
muscular y comprometer el desarrollo de los organismos (Bonfanti et al., 2004).

e. Acido giberelico

Es un fitorregulador de crecimiento de accién hormonal que estimula y regula
el desarrollo de las plantas (University of Hertfordshire, 2018), al exponer a Xenopus
laevis a este compuesto durante 96 h se obtuvo una CLsp de 1117.5 mg/Ly un IT de
1.69, se mostré un comportamiento concentracién-dependiente en cuanto a la
incidencia de malformaciones en los embriones tales como edema, doblamiento de
cola, microftalmia y microcefalia (Pekmezekmek et al., 2013).

f. Triadimefon y Triadimenol

Son derivados de triazoles utilizados como agentes antifungicos, interfieren
con la biosintesis de esteroides como lanosterol y ergosterol que constituyen en
mayor medida la pared fingica y por esta razén son utilizados ampliamente en la
agricultura (United States Environmental Protection Agency, 2016). Al evaluar estos
compuestos durante un periodo de 96 h utilizando el ensayo FETAX y como
bioindicador a Xenopus laevis, el triadimefon resulté con un IT mayor a 3 que lo
categoriza como un agente teratégeno; el cual ocasionalmente generd
acortamiento de la parte anterior de la cabeza y una ligera protrusién de la
mandibula no movil. Los elementos mandibulares como articulaciones no fueron
evidentes, las vesiculas cerebrales estaban presentes pero anormalmente dobladas
en direcciéon ventral como consecuencia de anormalidades craneofaciales severas.
En el caso del triadimenol las malformaciones a nivel mandibular fueron menos
severas; los defectos en la mandibula y parte dorsal-anterior de la cabeza al igual
que edema y reduccién en tamafo se observaron ocasionalmente para ambos
compuestos (Groppelli et al., 2005).

g. Atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) 'y 2,4-D

(dcidodiclorofenoxiacético),

Son herbicidas que han sido detectados en aguas profundas y superficiales,
debido a su uso frecuente que permite la entrada de manera directa o indirecta al
medio ambiente (Pimentel & Levitan, 1986). Al exponer a embriones de Xenopus
laevis durante 96 h a estos herbicidas se obtuvieron los siguientes resultados: para
Atrazina ClLsop de 100 mg/L, CEso 33 mg/L, IT 3, mientras que para 2,4-D se obtuvo
una Clso de 254 mg/L, CEso de 245 mg/L y un IT de 1.04; lo que indica que ambos
herbicidas poseen bajo riesgo teratégeno, debido a que los efectos embriotoxicos y
teratogénicos ocurrieron a concentraciones elevadas (Morgan, 1996).
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h. Glifosfato

Es uno de los herbicidas mas utilizados a nivel mundial en campos de cultivo
y en el sector doméstico (Benbrook, 2016). Es un compuesto lipofilico y su tiempo
de vida media es de 2 a 14 dias, ademéas ha sido detectado en concentraciones de
0.7 mg/L en campos de cultivo(Peruzzo, Porta, & Ronco, 2008). Debido la
exposicion a este compuesto durante 96 h se produjeron anormalidades como
edema, alteraciones craneofaciales, microftalmia, estrechamiento de ojos vy
malformaciones severas a concentraciones elevadas. Se obtuvo una Clsg de 24,78
mg/L, CEso de 7.8 mg/L, ademas se obtuvo una concentracién minima inhibitoria del
crecimiento (CMIC) de 5 mg/L ademés de un IT de 3.4, mismo que indica que la
sustancia es altamente teratogénica, evidenciando el potencial téxico de este
compuesto en Xenopus laevis (Bonfanti et al., 2018).

1.2 Metales pesados

a. Cromo

Es un metal ampliamente distribuido a nivel mundial y en ambientes
acuaticos puede ser detectado en concentraciones traza, sin embargo, es capaz de
provocar efectos tdxicos, especificamente el cromo (VI) que es un mutdgeno cuya
actividad toxica ha sido demostrada en bioensayos realizados empleando bacterias
y mamiferos. Por otra parte es capaz de causar malformaciones esqueléticas y alta
mortalidad en embriones de ratén (Trivedi et al., 1989).

Al exponer a embriones de rana Xenopus laevis a cromo (VI) durante 96 h se
obtuvo una CLso de 890 pM, una CEso de 260 pM y un IT de 3.42, ubicando al cromo
(Vl) como un metal que posee un alto riesgo teratogénico. Generé diversas
malformaciones en intestino, cola y aleta ademas de edema multiple acompafiado
de un severo retraso en el crecimiento.

Se evidencié un proceso de bioacumulacién, mismo que variaba de acuerdo
con la fase de desarrollo del organismo. Durante las primeras fases el cromo se
concentra principalmente en la capa protectora del embrién, posteriormente su
concentracién permanece en la larva, los érganos en los que se observé mayor

concentracién de este metal fueron abdomen, cabeza y cola (Bosisio et al., 2009).
b. Niguel

Es un metal ampliamente utilizado en la industria para la produccién de
baterias, recubrimientos anticorrosivos, obtenido en procesos de mineria, utilizado
para galvanoplastia entre otras actividades (Raval, Shah, & Shah, 2016), razén por la
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cual es eliminado de manera constante al ambiente en donde puede llegar a
generar dafios. Durante la exposicion de Xenopus laevis a Ni?* durante 101 h
generd dafios principalmente en ojo, a concentraciones de 4.5 pmol/L, los dafios
manifestados fueron microftalmia, hipopigmentacién focal, y quistes en el plexo
coroideo y la retina, habiendo dafio también en el iris, engrosamiento del nervio
optico, desplazamiento lateral y/o dorsal de los ojos y dafo craneofacial. La
severidad de las malformaciones asi como su incidencia siguié una relacion
concentracién-dependiente (Hauptman et al., 1993).

c. Cadmio

El cadmio es un metal ampliamente utilizado en procesos industriales, por lo
que se encuentra ampliamente distribuido en el ambiente. Es un metal no esencial y
los principales 6rganos afectados por la exposicién son el higado y el riidn; puede
entrar en contacto con diversos organismos a través del consumo de agua o
alimentos contaminados (Okorie et al., 2014).

Ante la exposicion de Xenopus laevis a este metal durante 96 h se obtuvieron
una Clso de 32 pmol/L, CEso de 3.7 pmol/L, CMIC de 18 pmol/L y un IT de 8.6, lo
que lo ubica como un agente teratébgeno. Las malformaciones encontradas
siguieron un comportamiento concentracién-dependiente y fueron principalmente
en intestino, notocorda y aleta, displasia facial, anormalidades en ojo vy
cardiomegalia (Sunderman, Plowman, & Hopfer, 1991). Adicionalmente se ha
detectado que este metal es capaz de generar problemas en el proceso de eclosién
de embriones a concentraciones bajas (0.6 ppm) ademas de generar un disminucién
de crecimiento larvario (Haywood et al., 2016).

d. Cobalto

Es un metal utilizado principalmente en la manufactura de aleaciones, por lo
que se encuentra en diversos ambientes. Es capaz de producir dafios a nivel
reproductivo, asma alveolitis entre otras patologias (Domingo, 1989). Por la
exposicion de Xenopus laevis a CoCl, durante 96 h se logré obtener la CLso de 10.4
mM/L, la CEso de 25 pM/L, y un IT de 416. Se observé un patréon concentracion-
dependiente en la incidencia y severidad de malformaciones, el intestino fue el
6érgano mayormente afectado. También se hallaron malformaciones oculares como
microftalmia y disminucién en la distancia interocular, axiales en notocorda y cola,

displacia craneofacial y malformaciones cardiacas (Plowman et al., 1991).
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Fig. 1 Efectos tdxicos generados por metales en embriones de Xenopus
laevis. Fuente: elaboracién propia.

En la figura 1 se muestran en resumen los efectos téxicos generados por
metales en Xenopus laevis, es evidente que todos poseen elevado potencial
teratogénico. Las afectaciones que comparten estos metales son: intestinales,
oculares, axiales, craneofaciales, cardiacas y disminucién del crecimiento. El hecho
de que exhiban los mismos efectos téxicos puede deberse a que su toxicidad se da
por mecanismos similares; son capaces de bioacumularse, inhibir procesos

fisiolégicos, reproductivos y causar dafo histolégico.

1.3 Aditivos alimenticios

a. Acido citrico (E330)

Estd presente en altas concentraciones en frutas como limén y limas, es un
conservador natural y se utiliza como saborizante, tiene diversos usos en la industria
alimenticia, cosmética e incluso textil (Nica & Woinaroschy, 2010). Se consideraba
un compuesto no toéxico, sin embargo en diversos estudios se ha demostrado que a
largo plazo puede generar efectos adversos en diversos organismos principalmente
mamiferos. En Xenopus laevis causé diversas malformaciones en intestino,
malformaciones oculares como microftalmia, en rifidn, edema y anormalidades en
las somitas, a través del ensayo FETAX se obtuvo una Clsy de 0.0124 g/L, sin
embargo, las malformaciones fueron poco frecuentes razén por la cual no se obtuvo
un valor de CEso e IT, por otro lado, la CMIC fue de 0.010 g/L (Boga-Pekmezekmek
etal.,, 2013).
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1.4 Farmacos

a. Paracetamol

Es un antiinflamatorio no esteroideo de amplio uso y consumo a nivel
mundial. Tiene intermediarios altamente electrofilicos que son capaces de unirse
covalentemente a macromoléculas nucleofilicas de importancia biolégica y generar
dafo (Nunes et al., 2014). Al realizar la evaluacidn de dafio se obtuvieron los
siguientes pardmetros, una Clso de 191.1 mg/L, CEso de 143.3 mg/Ly un IT 1.3. Con
base en los resultados obtenidos el paracetamol se puede clasificar como un agente
con bajo potencial teratégeno, sin embargo, es capaz de generar malformaciones
en ausencia de mortalidad. Las malformaciones observadas fueron en intestino,
craneofaciales, cardiacas, edema pericardico y oftédlmico (Fort et al., 1992). En otro
estudio se encontré que no se observaron diferencias estadisticamente significativas
con respecto al grupo testigo, sin embargo, todos los embriones mostraron
malformaciones como doblamiento de la cola edemas y anormalidades en el
enrollamiento del intestino, en cuanto al crecimiento no se encontraron diferencias

con respecto al grupo testigo (Sean et al., 20006).
b. 2 fenoxietanol (Etilen glicol monofenil éter)

Es un agente ampliamente recomendado para generar una induccion a la
anestesia asi como inmovilizacién por periodos cortos de tiempo en peces y anfibios
(Ross & Ross, 2008). Al realizar la evaluacién obtuvieron una CLs, de 588 mg/L, CEso
de 384 mg/L, CMIC de 300 mg/L; las malformaciones mas frecuentes fueron edema
severo y malformaciones axiales, el IT fue 1.69, clasificando asi al fenoxietanol como
un agente con potencial teratégeno para Xenopus laevis (Vrskova & Modra, 2012).

c. Eugenol

Es en un 80-90% la sustancia activa del aceite de clavo, mismo que es
utilizado como anestésico debido a su baja incidencia en cuanto a reacciones
adversas en peces y anfibios (Ke et al., 2018). Al exponer embriones de Xenopus
laevis a este compuesto se obtuvo una Clsy de 21.60 mg/L, acompafiada de una
CEso de 35.71 mg/L. Las alteraciones mas frecuentes fueron malformaciones axiales
como doblamiento, malformacién de intestino, microftalmia y edema. El valor
obtenido para la CMIC fue de 20 mg/L finalmente el IT fue 0.61; los valores
obtenidos ante la exposiciéon a eugenol evidencian que no representa riesgo
teratogénico para Xenopus laevis (Vrskova & Modra, 2012).
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d. Ritodrina

Es un farmaco utilizado como tocolitico para la prevencion de parto
pretermino. Su mecanismo de accién se basa principalmente en la relajacion del
musculo liso uterino (Aronson, 2016). Al realizar la evaluacién de riesgo teratogénico
se obtuvo una ClLsy de 28.571 mg/L, debido a la baja frecuencia de malformaciones
no se obtuvo la CEsy; sin embargo, las malformaciones que se presentaron
incluyeron problemas en intestino, microftalmia, malformaciones en las somitas y
edema. Se obtuvo una CMIC de 12 mg/L; sin IT por lo que puede asumirse que la
ritodrina es un agente con bajo potencial teratogénico para Xenopus laevis (Boga -
Pekmezekmek et al., 2015).

e. Nifedipino

Es un farmaco bloqueador de los canales de calcio. Inhibe el influjo de calcio,
regularmente utilizado para tratar hipertensién aguda. Suele relajar todos los
musculos lisos incluyendo aquellos en el Utero, inhibiendo por tanto la labor de
parto y las contracciones uterinas (Reid y Struthers, 1983). Tras la exposicién de
Xenopus laevis a este farmaco se obtuvieron los siguientes resultados: una CLso de
0.606 pg/L, CEsp 0.006 pg/L, siendo las malformaciones mas frecuentes en cola,
quistes axiales, esqueléticas y dérmicas ademds de la notable inhibicion del
crecimiento con una CMIC de 0.0001 pg/L, e IT de 101. Debido al valor tan elevado
de este parametro y correlacionandolo con los protocolos para realizar el ensayo
FETAX el nifedipino se ubica como un agente con alto potencial teratogénico para
esta especie (Boga-Pekmezekmek et al., 2015).

f. Celecoxib

Es un antiinflamatorio no esteroidal que inhibe selectivamente la COX-2 y se
utiliza como antiinflamatorio y analgésico (Puljak et al., 2017). Al exponer embriones
de rana Xenopus laevis se obtuvo una Clsode 8.99 mg/L, una CEso de 5.8 mg/L y un
IT de 1.54, que ubica a este fdrmaco como teratégeno para esta especie;
generando diversas malformaciones siendo las mas frecuentes en intestino, edema,
hemorragia y anormalidades en el corazén y vasos sanguineos. El rango de
mortalidad y malformaciones se incrementé de acuerdo con la concentracion. Los
sistemas principalmente afectados fueron el cardiovascular debido a la induccién de
efectos en la pared vascular durante el desarrollo, que culminé en hemorragia y
edema, ademas de afectaciones importantes en el sistema digestivo (Yoon et al.,
2018).
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g. Dihidroartemisina (DHA)

Es un sesquiterpeno de tipo lactona obtenido de Artemisa annua. Sus
principales derivados semisinteticos son: artesunato, arteméter y dihidroartemisina,
que son utilizados como agentes antimalaria (Price, 2000). Este farmaco indujo
diversos efectos téxicos en larvas de Xenopus laevis expuestas durante 24 y 78 h,
generando fallas cardiacas y una depleciéon de glébulos rojos primitivos, sin
embargo los glébulos rojos definitivos no se vieron severamente afectados y
posteriormente se recuperaron. No se observaron &reas necrdticas, pero si
presentaron defectos cardiacos. La artemisina puede inducir embriotoxicidad
interviniendo en los procesos metabdlicos de los glébulos rojos primitivos activos, al
finalizar el estudio se observé un ritmo cardiaco normal al igual que un desarrollo y
crecimiento normal (Longo et al., 2008).

h. Citostaticos

5-flourouracilo,  capecitabina,  cisplatino,  etoposido, e  imatinib.
Al exponer a Xenopus laevis a estos farmacos ninguno indujo mortalidad
estadisticamente significativa con respecto al grupo testigo en concentraciones de
0.01 mg/L a 50 mg/L (dependiendo del farmaco), el crecimiento embrionario
tampoco se vio afectado. El Unico farmaco con el cual se obtuvo la CEso fue el 5
fluorouracilo con un valor de 15.18 mg/L; mientras que para el resto de los farmacos
obtuvo la concentracién mas baja a la cual se observan efectos adversos (LOAEC),
para capecitabina 20 mg/L, 5-Fluorouracilo 50 mg/L y finalmente etoposido 30
mg/L. Sin embargo indujeron frecuencias elevadas en cuanto a malformaciones,
mismas que incrementaban en incidencia conforme se aumentaba la concentracién
de farmaco, lo que indica que tienen efectos teratogénicos. Las mas frecuentes
fueron: edema abdominal, doblamiento axial, dafio en cabeza ojos y corazén.

Los anti metabolitos de 5-fluorouracilo y su profédrmaco capecitabina inhiben
la sintesis de timidina via timidilato sintasa, lo que puede determinar la activacion de
algunas vias moleculares que producen el edema abdominal. Se ha comunicado
que el 5-fluorouracilo y su mecanismo de toxicidad crénica/subletal esté relacionado
con alteraciones en procesos de metabolismo primario, divisién celular y
sefalizacion celular, asi como funciones del sistema inmune y desarrollo, genera
cambios histopatolégicos en el higado y rifidn en pez cebra (Kovacs et al., 2016).
Xenopus laevis es sensible a farmacos antineoplésicos, ya que estos son capaces de
inducir malformaciones complejas (Isidori et al., 2016).
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i. Inhibidores selectivos de la receptacion de serotonina (ISRS).

Su mecanismo de accién se basa en la inhibiciéon de la receptacion de 5-HT
de manera potente y selectiva, bloqueando las bombas de transporte de serotonina
en el espacio sindptico, por lo que se incrementan los niveles de serotonina. Su
principal actividad es la antidepresiva (Schloss & Williams, 1998). Se muestran los
resultados obtenidos de la exposicién de Xenopus laevis a 3 ISRS distintos ver Tabla
1.

Tabla 1. Datos de toxicidad en embriones de Xenopus laevis expuestas a
ISRS durante 96 h.

CMIC )
ISRS Clso(mg/L)  CEso(mg/L) IT Malformaciones
(mg/L)
Cola, faciales,
Fluoxetina 7.5 4.9 4 1.5 l6bulo  optico  y
edema en cabeza
Doblamiento  en
. cola y
Paroxetina 5.12 4.1 3.0 1.2 .
malformaciones en
intestino
Doblamiento  en
Sertralina 3.9 3.3 2 1.2 cola 'y edema

toracico

Relacionando los resultados mostrados con los criterios establecidos en el
protocolo para el ensayo FETAX, los ISRS poseen bajo riesgo teratogénico, sin
embargo, poseen elevada letalidad (Richards & Cole, 2006b).

j. Atorvastatina

Es un regulador lipidico y su mecanismo de accién se basa en la inhibicién de
la enzima HMG CoA reductasa, misma que impide la sintesis del colesterol en el
higado (Von Keutz & Schluter, 1998). Posterior a la exposicién de Xenopus laevis a
atorvastatina durante 96 h se obtuvo una Clso de 38.6 mg/L, CEso de 23.1 mg/L,
CMIC de 30 mg/L y un IT de 1.6. La malformacién més frecuente fue enrollamiento
anormal de intestino.
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k. lbuprofeno

Es uno de los antiinflamatorios no esteroideos méas utilizados a nivel mundial,
su mecanismo de accién se basa en la inhibicién del sistema enzimatico
ciclooxigenasa, mismo que se encarga de la conversién de acido araquidénico en
prostaglandinas (Roberts, 2001). Las prostaglandinas se encargan de regular
diversas funciones fisiolégicas que en los anfibios estan involucradas en la liberacién
de neurotransmisores y el transporte de agua e iones a través de la membrana
celular. Los resultados obtenidos ante la exposicion de Xenopus laevis durante 96 h
a ibuprofeno fueron los siguientes: Clso 56.7 mg/L, CEso 39.9 mg/L, CMIC 30 mg/L,
IT 1.4. La principal malformacién observada fue edema toréacico, de acuerdo con los
criterios establecidos en el protocolo FETAX este farmaco no es teratogénico para
Xenopus laevis (Richards & Cole, 2006).

l. Ciprofloxacino y levofloxacino

Son compuestos de tipo antibidético que pertenecen al grupo de las
fluoroquinolonas. Su mecanismos de accién se basa en la inhibicién de la subunidad
A de la ADN girasa en las bacterias, una topoisomerasa que se encarga de cortar y
sellar las cadenas de ADN durante la replicacién; sin esta enzima el ADN no podria
ser replicado, ademas las quinolonas inhiben la relajacion de la estructura del ADN
en su forma empacada, lo que incrementa la ruptura de la cadena. No generaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo testigo en cuanto a
mortalidad o malformaciones en un rango de concentraciones de 1.0 mg/L hasta
100 mg/L durante un periodo de exposicién de 96 h (Richards & Cole, 2006).

m. Cafeina

Es altamente consumida a nivel mundial, actia en el organismo como un
antagonista de los receptores de adenosina, por tanto contrarresta los efectos
sedantes de la adenosina en el sistema nervioso central, ademés de incrementar los
niveles de norepinefrina y la actividad neuronal en ciertas regiones del cerebro. Se
encuentra en algunas plantas, ha sido adicionada a los alimentos y bebidas desde
hace algunos afos, actia como un estimulante del sistema nervioso central (EFSA,
2005). Los embriones expuestos a este farmaco presentaron hipopigmentacién pero
no se observaron otras anormalidades (Richards & Cole, 2006). Sin embargo en otro
estudio después de 96 h de exposicion se encontré una Clsy de 0.48 mg/mL, CEso
de 0.12 mg/mL y CMIC de 0.05 mg/mL. Las malformaciones mas frecuentes se
presentaron en intestino, defectos craneofaciales, microftalmia, microencefalia,
edema visceral y craneo facial, boca, hemorragia y acortamiento musculo-
esquelético. Como se ha mencionado en algunos estudios al agregar un sistema de
activaciéon metabdlico a este ensayo incrementd el potencial embriotdxico de la
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cafeina, sin embargo al someter a los metabolitos de la cafeina al ensayo FETAX
ninguno de ellos mostré actividad teratogénica mayor que el compuesto original
(Fort et al., 1998).

1.5. Misceldneos
a. Nicotina y cotinina

La nicotina es un compuesto que se encuentra en el tabaco, es capaz de
atravesar la barrera hemato-encefalica y unirse a los receptores colinérgicos (Drug
and Therapeutics Bulletin, 2014). Su principal producto de biotransformacién es la
cotinina, misma que es Util para la determinacién de exposicién al tabaco. Los
resultados obtenidos ante la exposicién de Xenopus laevis durante 96 h a estos dos
compuestos dieron como resultado una Clsy de 141 mg/L, CEso de 0.45 mg/L y
CMIC de 0.625 mg/L, acompafiada de diversas malformaciones como doblamiento
de cuerpo, malformaciones en mandibula e hiperplasia branquial, microcefalia,
intestino, inflamacién cardiaca acompafada de edema y mocroftalmia; mientras que
para la cotinina se obtuvo una Clso de 4.290 mg/L, CEsy de 740 mg/L y CMIC 250
mg/L. Las malformaciones mas frecuentes fueron acortamiento esquelético lateral y
ventral y anormalidades en intestino, microcefalia malformaciones en mandibula y
boca, ojo y edema, ademas de malformaciones cardiacas (Dawson et al., 1988).

b. 4-bromobenceno.

Es un compuesto utilizado como agente hepatotdxico, se sabe que su
potencial toxico se debe a la unién covalente que forma con compuestos hepaticos
de importancia, generando lipoperoxidacion, disfuncién mitocondrial y fallas en la
homeostasis de calcio (Yoshioka et al., 2017). Al probar su potencial teratégeno en
embriones de rana Xenopus laevis y durante 96 h de exposicién los resultados
fueron los siguientes: CLso 2,800 mg/L, CEs, 280 mg/L, CMIC 500 mg/L, y un IT de
10, acompafiado de malformaciones en intestino, defectos craneofaciales y edema
oftdlmico, principalmente. La bioactivacion de este compuesto aumenta
significativamente su potencial téxico. El 4-bromobenceno tiene un potencial
teratdégeno significativo, sin embargo al ser activado metabdlicamente se
incrementa notablemente su potencial embriotéxico, es capaz de generar efectos
nefrotdxicos y hepatotdxicos. Después de su biotransformacion a bromofenol y
bromohidroxiquinona, el 4 bromobenceno es capaz de unirse covalentemente al
Ca-ATPasa presente en el reticulo endoplasmico y a la membrana celular, lo que da
lugar a una disminucién en la expulsiéon de calcio desde la célula lo que lleva a
fallas en la homeostasis celular (Fort et al.,1996).
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c. Compuestos de tipo retinoico.

Las cianobacterias son capaces de producir diversos compuestos de tipo
bioldégico, mismos que han sido poco caracterizados. Sin embargo, algunos pueden
generar efectos toxicos, entre ellos los retinoides, entre los que se incluyen el
retinol, retinal y acido retinoico, mismos que han demostrado ser capaces de
generar efectos adversos en humanos en concentraciones elevadas, sin embargo
una deficiencia de los mismos puede generar efectos teratogénicos (Collins & Mao,
1999).

Al exponer embriones de rana Xenopus laevis a exudados de
Cylindrospermopsis raciborskii y Microcystis aeruginosa, se obtuvieron los siguientes
resultados: LOEC para malformaciones de 2.5 pg/L en el caso de equivalentes de
retinol y 5 pg/L para acidos retinoicos. Los exudados de las dos cianobacterias
produjeron diversas malformaciones en cola, intestino y ojo ademas de interferencia
en el crecimiento de los embriones. Para todos los acidos retinoicos se obtuvo una
Clso de 20 pg/L 'y CEso de 11.9 pg/L. Este estudio confirmé la capacidad de ciertas
cianobacterias para producir y liberar compuestos de tipo retinoico al ambiente,
mismos que pueden llegar a generar efectos adversos en el desarrollo de anfibios
(Smutnad et al., 2017).

d. Nanoparticulas de plata recubiertas con polietilenimina

Las nanoparticulas de plata han sido hasta ahora de las méas utilizadas como
agentes antimicrobianos, se comercializan dos tipos distintos de recubrimientos, los
que estadn cargados negativamente como el citrato y los que estdn cargados

positivamente como la polietilenimina.

Al realizar el ensayo FETAX utilizando nanoparticulas de plata con un
recubrimiento de polietilenimina exponiendo a Xeopus laevis durante 96 h se
encontré una Clsp de 0.385 mg/L, CEso 0.240 mg/L con lo que se obtuvo un IT de
1.60, mismo que ubica a las nanoparticulas de plata con recubrimiento de
polietileimina como agente con potencial teratégeno, las principales
malformaciones observadas fueron craneofaciales, cardiacas, abdominales e
intestinales, debido a la falta de plegamiento en el intestino, fue el érgano de mayor
interés en este estudio. Los iones de plata pudieron retrasar el periodo de
morfogénesis del epitelio intestinal afectando el tiempo de elongacién de las células
endodérmicas y generando un mal doblamiento de este 6rgano. Con los resultado
obtenidos se evidencié que este tipo de nanoparticulas son capaces de cruzar la
barrera del epitelio intestinal y generar efectos téxicos en Xenopus laevis. Es de
importancia destacar que dependiendo el tipo de recubrimiento que posean las
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nanoparticulas pueden tener un mayor o menor potencial teratdégeno (Colombo
etal., 2017).

e. Efectos agudos de nanomateriales Fe;Os, TiO2, ZnO y CuO.

Actualmente, los nanomateriales se utilizan para generar innovaciones
cientificas en ingenieria, quimica, e incluso medicina. Los nanomateriales que
contienen o6xidos de metales en su estructura pueden producir diversos efectos
tdxicos en organismos acuédticos, como afectaciones en funciones mitocondriales,

anormalidades y mortalidad.

Se examinaron los efectos de nanomateriales que contenian Fe;Os, TiO,, ZnO
y CuO durante un periodo de 96 h; no se observaron cambios en cuanto a
mortalidad en los embriones expuestos, sin embargo, se observaron diversas
malformaciones gastrointestinales y espinales principalmente. A continuacién se
menciona la CEsy para cada nanomaterial probado: ZnO 10.3 mg/L, CuO, Fe;Os y
TiO2>1000mg/L, mientras que la concentraciéon minima inhibitoria del crecimiento
se obtuvieron los siguientes resultados: ZnO y CuO 10mg/L, Fe;Os; y TiO;
1000mg/L. Con estos resultados puede concluirse que algunos nanomateriales son
capaces de generar efectos negativos en fases tempranas del desarrollo de anfibios
como Xenopus laevis, sin embargo, los estudios realizados en cuanto a este tipo de

materiales son escasos (Nations et al., 2011).
f. Colorantes textiles

Rojo astrazon (FBL), azul astrazon (FGRI), rojo remazol (RR), azul turquesa

ramazol (G-A), rojo cibacron (FN-R).

Aproximadamente de un 10 a un 15 % de los colorantes son eliminados en
los efluentes de industrias textiles (Sumathi et al., 2001). Tras la exposiciéon de
Xenopus laevis a distintos colorantes durante 96 h (FBL, FGRI, RR, G-A, FN-R) el
valor de CLsp més bajo fue de 4.73 mg/L por la exposicién a rojo de astrazon, la
toxicidad del resto de los colorantes textiles en el siguiente orden FGRL>G-
A>FBL>FN-R>FN-3G>RR, siendo FGRL el que posee mayor toxicidad y RR el que
posee la menor. El colorante azul astrazon fue el compuesto mas teratogénico de
los 6 probados. Las malformaciones identificadas fueron microftalmia, edema en
cabeza y en saco vitelino, malformaciones en ojo, ciclopia, microcefalia,
despigmentaciéon y doblamiento de la cola. Mas de una de éstas se presento en los
embriones que fueron expuestos a los colorantes en concentraciones elevadas; el IT
mas alto obtenido correspondié a azul de astrazon y el mas bajo a rojo remazol; los
radios de malformaciones fueron concentracién-dependinetes con un 100% de
malformaciones en las concentraciones mas elevadas de cada colorante. El edema
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fue la malformaciéon mas frecuente y especificamente el de cabeza fue el mas
comun. El grado de inhibiciéon del crecimiento también mostro una tendencia

concentracién-dependiente en los 6 colorantes probados.

Todos los colorantes utilizados en este estudio mostraron efectos tdxicos y/o
teratogénicos; ademas los valores de IT indican que deben ser considerados como
sustancias toxicas para el desarrollo de anfibios. Los colorantes a bajas
concentraciones pueden generar fallas en la comunicacién celular y por tanto
resultar en la aparicién de malformaciones en ojos y edema en cabeza, asi como
doblamiento de cola, mientras que a concentraciones més elevadas inducen

microcefalia, microftalmia, despigmentacién y dafio ocular (Birhanli & Ozmen, 2005).
g. Lixiviados de colillas de cigarrillo

Las colillas de cigarrillo poseen impacto téxico en el ambiente debido a su
persistencia y su composicién quimica. La mayoria de sus compuestos se lixivian
hacia ambientes acuéticos, contaminando sistemas y poniendo en riesgo a los
organismos acuaticos (Slaughter et al., 2011). Al exponer a embriones de Xenopus
laevis a lixiviados de colillas de cigarrillo comun (RCB), cigarrillo mentolado (MCB) y
cigarrillo electrénico (ECB) durante 96 h, se obtuvieron los resultados mostrados en
la Tabla 2.

Tabla 2. Datos de toxicidad en embriones de Xenopus laevis expuestas a
lixiviados de colilla de cigarrillo (RCB, MCB, ECB) durante 96 h.

Lixiviados de

il d CLso CEso T CMIC Malf .
colillas e alformaciones
. i (Colillas/L) (Colillas/L) (Colillas/L)
cigarrillo
Notocorda,
enrollamiento
anormal de
Cigarrillo intestino,
i 0.68 0.34 1.95 0.25 )
comun (RCB) malformaciones
faciales,
restriccion  del
crecimiento
Ed
Cigarrillo ) em'a,
intestino,
mentolado 1.140 0.30 3.77 0.5 i
corazén,
(MCB) .
craneofaciales
Cigarrillo Cola, edema
electrénico 26.8 15.58 1.72 10 leve mal
(ECB)

doblamiento en

195



intestino

Los lixiviados de cigarrillo comin y de cigarrillo mentolado demostraron
poseer riesgo teratogénico para Xenopus laevis y organismos acuaticos. Los
lixiviados de cigarrillo mentolado mostraron poseer mayor toxicidad posiblemente
debido a la interaccién de sus componentes con el mentol; por otra parte, los
lixiviados de cigarrillo electrénico son 10 veces menos toxicos que los cigarrillos
tradicionales, sin embargo, ain poseen un ligero riesgo teratogénico (Parker &
Rayburn, 2017).

2. Conclusiones

Desde su implementacion, el ensayo FETAX ha demostrado ser una
herramienta Util para la evaluacion del riesgo téxico de diversas sustancias durante
fases vulnerables del desarrollo de anfibios, es posible obtener informacion en
cuanto a la mortalidad, malformaciones e inhibicién del crecimiento producidos por
el xenobidtico de interés, dichos parametros son importantes en estudios

toxicoldégicos. Por otra parte, este ensayo posee diversas ventajas:

* Debido a las caracteristicas anatémicas del organismo modelo, es
posible observar las fases del desarrollo embrionario facilmente, con
un microscopio estereoscopico.

* Consta de 96 horas de duracién.

* Es relativamente sencillo de llevar a cabo, siempre y cuando se tomen
en cuenta los puntos criticos establecidos en el protocolo (ASTM E
1439-12)

* Es econémico comparado con otros ensayos.

* Ademas de la evaluacion de compuestos puros, permite evaluar
mezclas complejas poco caracterizadas y sedimentos.

Este ensayo es una herramienta Util para evidenciar efectos todxicos
generados por xenobidticos pertenecientes a diversas clases en anfibios, asi como
para tomar medidas en cuanto al desarrollo de metodologias para la deteccién de

contaminantes en cuerpos de agua y métodos de remocién de los mismos.
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