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1 RESUMEN

La 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3) es un filtro solar ampliamente utilizado
como ingrediente activo en productos de protecciéon solar, asi como en la
formulacion de productos cosméticos, detergentes de ropa y envases que requieran
evitar la decoloracion o degradacion por exposicion solar. Debido al incremento en
la demanda de estos articulos, su presencia en distintas matrices acuaticas ha ido
en aumento. Algunos estudios han informado la presencia de BP-3 en afluentes y
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, asi como en aguas
superficiales, aguas subterraneas y sedimentos. Sin embargo, son escasos los
estudios publicados acerca de los efectos téxicos de la BP-3 a concentraciones
ambientales relevantes en organismos acuaticos; esta es una de las razones por
las que, en el presente estudio, se trabajé con Xenopus laevis como especie
bioindicadora. Por lo cual, se hizo uso del ensayo FETAX. Se evalud la toxicidad de
BP-3 a las 96 horas después de la fecundacidon en embriones de Xenopus laevis a
concentraciones ambientales relevantes (0.063 a 3.0 mg/L). En el grupo control
(Unicamente con medio FETAX) no se observaron malformaciones y todos los
embriones se desarrollaron correctamente alcanzadas las 96 horas. En
comparacién, los grupos expuestos a diferentes concentraciones de BP-3
presentaron distintas malformaciones, observandose que tanto la gravedad como
la frecuencia de estas fueron directamente proporcionales a la concentracién. Las
malformaciones mas frecuentes incluyeron el retraso en el desarrollo, rotura de la
copa O6ptica, hipopigmentacion ocular, hemorragia intestinal, edemas cardiaco y
abdominal, modificacion en la estructura de la notocorda, malformaciones severas,
asi como fracaso total de desarrollo facial y ocular. La Concentracidn Minima para
Inhibir el Crecimiento (CMIC) fue de 0.09 mg/L, obtenida mediante la prueba de
comparaciones multiples de Fisher con un limite de confianza (P>0.095). En la
determinacion de la concentracion letal media y la concentracion efectiva 50 de
malformaciones obtuvimos los resultados: ClLs50=2.42046 mg/L y CEs5=0.01684
mg/L, respectivamente, mediante un analisis PROBIT, mientras que al hacer la
relaciéon se obtuvo un indice teratogénico (IT) de 143.733. Con los resultados

obtenidos en este estudio concluimos que la exposicion a bajas concentraciones de



BP-3 produce alteraciones morfoldgicas durante el desarrollo embrionario de
Xenopus laevis, y se sugiere seguir estudiando este compuesto debido a la falta de

informacién existente sobre su toxicidad en organismos acuaticos.



2 INTRODUCCION

El céncer o neoplasia es una enfermedad en la cual las células corporales se
multiplican de forma anormal y sin control en una zona del cuerpo, dichas células
pueden propagarse y llegar a érganos distintos mediante un proceso conocido como
metastasis. De acuerdo con la OMS, Organizacion mundial de la salud (2021), en
2020 se registraron alrededor de 10 millones de defunciones por esta enfermedad.
Actualmente el cancer es la segunda causa de muertes a nivel mundial, sin
embargo, las cifras en Latinoamérica lo colocan como la segunda causa de muerte,
por otro lado, en México se diagnostican anualmente alrededor de 191,000 casos
de cancer, de los cuales 84,000 son descensos, posicionando asi a esta enfermedad
como la tercera causa de mortalidad en el pais (INEGI, 2024).

El melanoma es un tipo de neoplasia maligna que produce un crecimiento
descontrolado de los melanocitos (células que pigmentan la piel), y a pesar de
representar tan solo alrededor del 1% de neoplasias en la piel, es responsable de
mas del 80% de las muertes ocasionadas por cancer cutdaneo (Saginala et al.,
2021). Uno de los principales factores de riesgo es la radiacién ultravioleta (RUV)
a la que se esta expuesto cuando se encuentran al aire libre sin un fotoprotector,
aunque también puede producirse por exponerse a camas de bronceado,
inmunosupresion y por una predisposicidon genética. En la RUV, la luz UVB (280-
320 nm) es hasta 1000 veces mas genotodxica por fotdn que la UVA (320-400 nm);
sin embargo, la exposicion a los rayos UVA depende de la hora, la estacion, al
altitud y latitud. Por lo que esta, puede llegar a ser de 20-40 veces mayor que la
exposicién a los rayos UVB. Por otro lado, los rayos UVA tienen una menor tasa de
reparacion del ADN que los rayos UVB, y como consecuencia tienen una mayor tasa
de mutaciones. Una de las desventajas es que la mayoria de los protectores solares
no filtran los rayos UVA tan bien como los rayos UVB. Por lo que, en los ultimos,
anos la demanda de filtros solares que cumplan con caracteristicas de absorcion
tanto de rayos UVA como de rayos UVB ha ido en aumento. Un dato destacado es
que el melanoma tiene una mayor probabilidad de desarrollarse en los individuos
con piel clara y aumenta su incidencia cada afo en los paises desarrollados, por lo

que, en algunas zonas como Australia se han implementado iniciativas, como la



ensefianza del uso de protectores solares para disminuir la incidencia del melanoma
en la poblacion (Saginala et al., 2021).

Debido al incremento en la demanda de productos quimicos, durante los Ultimos
afnos se han realizado estudios enfocados en la identificacion y clasificacion de estos
como contaminantes, dichos estudios han permitido alertar la existencia de
“contaminantes emergentes” (CE), compuestos que representan un peligro
potencial en el ecosistema, por lo que Organismos dedicados a la proteccién de la
Salud Publica y del Ambiente los han colocado en sus lineas de investigacion
prioritarias. Algunas de las caracteristicas de los CE son que no necesitan ser
persistentes para provocar efectos dafiinos, ademas de que muchos pueden
bioacumularse en especies acuaticas, aguas superficiales y sedimentos, lo cual trae
consigo distintos efectos téxicos (Usma et al., 2013). Ademas, muchos de los CE
actian como disruptores endocrinos (DE) provocando la alteracién del crecimiento,
desarrollo, reproduccion y del comportamiento de diversos organismos acuaticos
(Teodosiu et al., 2018).

Actualmente existen mas de 1000 compuestos quimicos considerados como CE los
cuales han sido clasificados en 16 clases, entre los CE que requieren una urgente
y mayor atencion se encuentran los productos de cuidado personal. Dentro de la
clasificacién de productos de cuidado personal encontramos a los filtros solares,
cuya demanda ha aumentado ante la preocupacion de los efectos provocados por
la exposicion a la radiacién solar. El aumento en la produccién de protectores
solares también ha causado que su presencia en el ambiente incremente y sus
efectos téxicos sean variables. Muchos de los filtros UV organicos tienen un
coeficiente de particion octanol/agua (Kow) elevados por lo que tienden a
acumularse en medios marinos, asi como en diversas especies acuaticas como los
corales, algas, artrépodos, moluscos y vertebrados marinos. Ademas de que al no
ser compuestos estables en el agua se degradan y sus productos no son deseados
(Chatzigianni et al., 2022; Duro et al., 2003).

La 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3) es un filtro solar organico ampliamente
utilizado por su capacidad de absorcidn de la luz UVA-I. En productos de proteccién
solar se usa en concentraciones del 6-10%. Este filtro no solo previene las

guemaduras solares, sino que también protege de los efectos fotodindamicos,
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fotosensibilizadores y fototdxico de distintos farmacos (Nakagawa y Suzuki, 2002).
Se han detectado concentraciones desde 0.2 ng/L hasta 8.472 mg/L de BP-3 en
diferentes matrices acuaticas (Kasprzyk-Hordern et al., 2009; Cadena et al., 2022),
lo que ha causado que diversas especies acuaticas presenten efectos téxicos como
producto de la exposicién involuntaria a este filtro solar. A pesar de estos
antecedentes, hay muy pocos estudios toxicolégicos que demuestren los efectos
de la BP-3 sobre distintos organismos acuaticos.

El uso de Xenopus laevis como bioindicador para la evaluacién toxicolégica de
diferentes contaminantes ambientales, presenta varias ventajas entre las que se
incluyen su proximidad evolutiva a los vertebrados superiores en cuanto a
fisiologia, expresion génica y desarrollo de 6rganos, ojos, higado, pulmones,
corazon, rifidn, etc., lo cual permite transferir los resultados directamente a la
especie humana (Nenni et al., 2019). Por esta razoén es una de las principales
especies utilizadas en estudios de teratogénesis in vitro, por lo que actualmente
los investigadores se basan en el “Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus
(FETAX)" para realizar dichos estudios ya que en esta prueba requieren de tiempos
de exposicidn cortos (96 horas), tiene costos accesibles y una buena
reproducibilidad, ademas de proporcionar una validez cientifica y puede ser
utilizada para la evaluacion de riesgos en el ecosistema y en la salud humana (Hoke
y Ankley, 2005; Fort y Mathis, 2018).

Debido a lo anterior, en este trabajo se utilizd el ensayo FETAX con la finalidad de
determinar la toxicidad inducida por la exposicion al filtro solar BP-3 en embriones
de Xenopus laevis, para lo cual se planted la hipdtesis de que la exposicion a
concentraciones ambientales relevantes del filtro solar 2-hidroxi-4-
metoxibenzofenona (0.063 a 3.0 mg/L) induciria embriotoxicidad y teratogénesis

en los embriones de Xenopus laevis.



3 MARCO TEORICO
3.1 Contaminacion del agua

La acumulacién de diversos residuos en el agua cada dia va en aumento, cada uno
de estos residuos procede de distintas fuentes y pueden infiltrarse en el agua
directamente debido a los vertidos legales e ilegales de fabricas o plantas de
tratamiento de aguas residuales (Barcelo y Lépez, n.d.). Fendmenos como el viento
y las tormentas también pueden provocar que la basura, especialmente los
residuos plasticos, sean trasladados a las vias fluviales (Bassem, 2020). La
contaminacién también puede deberse a que diferentes contaminantes son
arrastrados en el suelo por la lluvia o la nieve derretida, lo que a su vez provoca
que en el agua se mezclen con pesticidas, fertilizantes, herbicidas o residuos de
animales domésticos que proceden de los hogares o zonas agricolas, al igual que
el petréleo, aceites y otras sustancias que provienen de las carreteras (Chowdhary
et al., 2020;Dwivedi and Shikha, 2016). El problema con estos residuos es que la
composiciéon quimica de las aguas residuales industriales provoca que la
temperatura del agua incremente, lo que es causa de muerte de animales acuaticos
(Nunez, 2023).

La contaminacion hidrica es un tema controversial debido a que el agua es
considerada como un recurso fundamental para la vida en el planeta Tierra, sin
embargo, la presencia del hombre en zonas como lagos, rios y mares ha traido
como consecuencias la pérdida de ecosistemas acuaticos causado por los desechos
quimicos que se transfieren al agua a través de cremas, lociones, farmacos vy filtros
UV. Los contaminantes en el agua pueden producir distintos efectos sobre los
organismos, estos dependen de las emisiones del contaminante y del organismo.
Muchos de los compuestos que ingresan en un organismo pueden producir
genotoxicidad, es decir, pueden causar dafos en el DNA provocando errores
reproductivos, mutaciones o defectos que comprometan la salud y el desarrollo de
este (Bassem, 2020). También existen contaminantes cancerosos y neurotoxicos,
estos Ultimos provocan una mala coordinacion muscular, temblores, convulsiones,
nervios y mareos, algunas veces el nivel de neurotoxicidad puede causar la muerte

por una paralisis pulmonar o insuficiencia respiratoria. Los efectos de la
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contaminacién también pueden ser observados en organismos acuaticos mediante
el descenso de la fertilidad producida por agentes que actUan como disruptores
endocrinos, tal puede ser el dafo en los érganos reproductivos que el problema
puede resultar en la infertilidad del organismo. Otros desechos también han
provocado problemas de salud en la vida humana, como la disenteria, hepatitis y

cOlera (Guadarrama et al, 2016).
3.2 Contaminantes emergentes

Debido al impacto ambiental que tienen los contaminantes quimicos, a lo largo de
los afios se han realizado estudios cientificos para identificarlos y clasificarlos. Los
nuevos avances tecnoldgicos han permitido alertar la existencia de contaminantes
potencialmente peligrosos, a los cuales se les ha denominado “contaminantes
emergentes” (CE), estos se han convertido en un en una preocupacion real debido
a los peligros que ocasionan al ambiente y a la humanidad, ademas de que en su
mayoria son téxicos y bioacumulables ( Barcelé y Lopez, n.d.; Dulio et al.,
2018;Arman et al., 2021), es por ello que organismos dedicados a la proteccion de
salud publica y ambiental como la Agencia para la Proteccién del Medio Ambiente
(EPA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han colocado a estos
contaminantes como prioridad en sus lineas de investigacion. Petrovic¢ et al. (2003)
sefalan que los CE son compuestos de los que se cuenta con poca informacion
acerca de su presencia o su impacto en el ambiente, por lo cual no han sido
regulados y sus métodos de analisis son limitados. Uno de los problemas de estos
compuestos es que debido a su alta demanda se ha elevado su produccidn y a su
vez ha incrementado su presencia en el medio ambiente, ademas de que una
caracteristica de los CE es que no necesitan ser persistentes para provocar efectos
dafiinos, debido a su constante ingreso al medio ambiente (Usma et al., 2013).

En la actualidad se consideran como CE a mas de 1000 compuestos que han sido
clasificados en 16 clases: toxinas de algas, anticorrosivos, agentes antiespumantes
y complejantes, antioxidantes, blanqueadores, subproductos de desinfeccion,
retardantes de llama, perfumes, aditivos de gasolina, nanoparticulas, sustancias
perfluoroalquiladas, productos de cuidado personal, pesticidas, plastificantes y

productos farmacéuticos (Arman et al., 2021). Entre estos contaminantes existe
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una extensa variedad de productos de uso cotidiano, como los detergentes de tipo
alquilfenol etoxilado, pesticidas, detergentes perfluorados, productos de cuidado
personal y fdrmacos, muchos de estos actlian como disruptores endocrinos (DE)
alterando el crecimiento, desarrollo, reproduccién y el comportamiento de
organismos acuaticos (Teodosiu et al., 2018). Aquellos CE que requieren una

mayor y urgente atencion son:

e Retardantes de llama bromados: empleados en productos comerciales como
muebles, plasticos, pinturas, etc.

e Compuestos perfluorados: usados como refrigerantes, detergentes,
cosméticos, adhesivos y polimeros.

e Farmacos: antibidticos que desarrollan cepas bacterianas resistentes,
farmacos citostaticos que tienen propiedades cancerigenas.

e Drogas de abuso.

e Productos de degradacion de farmacos y sustancias de abuso.

e Productos de cuidado personal (filtros solares).

El destino de los CE suele ser variado, ya que se desconocen sus rutas de exposicion
ambiental de forma concreta, ademas de que estas se ven afectadas por los
entornos en los que se encuentran (Wilkinson et al., 2017). En algunos paises se
han realizado listas de CE con la finalidad de disminuir la liberacion de estos al
ambiente, por lo que paises como Suiza y Canada llevan a cabo proyectos con el
propodsito de tener mejoras en las estrategias empleadas en las plantas de
tratamiento de aguas residuales (Gibson, 2020). La problematica de estos
contaminantes engloba el hecho de que estos alin no son incluidos en el monitoreo
actual en los programas de tratamiento de aguas. La existencia de contaminantes
acuaticos hace indispensable realizar estudios ambientales de biodisponibilidad,
degradacion y toxicidad, para asi identificarlos, evaluar el impacto ecoldgico y tener
una mejor vision de la problematica relacionada con estos compuestos (Barceld y
Lopez, 2016). Aunado a esto, los nuevos estudios realizados se han centrado en la
aparicion de CE en aguas superficiales, en aguas de rios y lagos, aguas residuales
con tratamiento bioldgico, entre otras, debido a que estas son mas susceptibles de

contener concentraciones mayores de CE que las aguas subterraneas. A pesar de
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esto, la informacién que hay disponible sobre los efectos que pueden causar en la
salud humana y en la ecologia es muy limitada (Usma et al., 2013).

En la figura 1 se representan las principales vias de entrada de los CE al ambiente,
los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales son considerados
como la principal fuente de liberacion de CE a las aguas superficiales donde

posteriormente llegan a sedimentos, aguas subterraneas y océanos.

@ | Efluente agricola |

| Efluente doméstico |

Dl:ll:ll

- - - EE e
i [T i

| Efluente hospitalario |

‘;lllh

|Ef|uente industrial |

| Plantas de tratamiento de aguas residuales

Figura 1. Representacion grafica de las principales vias de entrada de CE hacia el

ambiente, creacion propia.

Entre los CE que son liberados en aguas superficiales se encuentran los productos
de cuidado personal, los cuales, son producidos para ser utilizados directamente
sobre la piel, muchos de estos también se utilizan como ingredientes activos o
protecciones en cosméticos, fragancias o productos de bafio, no obstante, en
algunas ocasiones estas sustancias se usan en cantidades mas elevadas a las
sugeridas (Arman et al., 2021). Uno de los productos de cuidado personal que esta
dentro de la clasificacién de contaminantes emergentes son los filtros de proteccion

solar, los cuales estdn compuestos principalmente por conjugados aromaticos
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lipofilicos, en particular los filtros organicos incluyen benzofenonas y octinoxato
(Usma et al., 2013).

3.3 Filtros solares

El sol es considerado como una fuente de energia muy importante ya que sin este
la vida en el planeta seria imposible, sin embargo, emite radiaciones
electromagnéticas caracterizadas por la frecuencia y longitud de onda de estas.
Solo algunas de las radiaciones electromagnéticas procedentes del sol pueden
llegar a la tierra, tal es el caso de las radiaciones ultravioletas UVA y UVB, radiacion
infrarroja y la luz visible. En la figura 2 se observa el espectro electromagnético
iniciando con la radiacion de menor longitud de onda, como son los rayos gamma
y los rayos X, pasando por la radiacion ultravioleta, la luz visible y la radiacién
infrarroja, hasta llegar a las ondas electromagnéticas que tienen una mayor

longitud de onda, es decir, las ondas de radio (Garnacho et al., 2020).

— Luz Visible

380nm 450nm 500nm 550nm 600nm  650nm 700nm 750nm

\ ESPECTRO VISIBLE /

: = //‘4
:«_ FEs
>
Rayos Gamma Rayos X RUV U] Rayos Infrarrojos Ondas Radio
Y

Figura 2. Espectro electromagnético. Tomado y modificado de Garnacho, 2020.

Los efectos causados por la radiacidn solar en el ser humano son distintos e influyen
en su salud (Gallo, 2016). La radiacion ultravioleta (RUV) de la luz solar provoca
dafos que dependen de la longitud de onda, no obstante, la RUV es la responsable
de causar las dermatosis luminicas, la energia de esta radiacidén es inversamente
proporcional a su longitud de onda, debido a esto, es clasificada en 3 bandas
energéticas, que son la UVC (200-290 nm), UVB (290-320 nm) y UVA (320-400
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nm). Las bandas UVC son las mas nocivas, sin embargo, estas son absorbidas por
la capa de ozono, por otro lado, de la radiacién UV que atraviesa la capa de ozono
y logra llegar a la superficie terrestre solo un 1-10% es UVB, mientras que del 80-
90% es UVA (Raffa et al., 2019), de las cuales alrededor del el 50% de la radiacion
UVA penetra la epidermis mientras que el porcentaje de UVB que penetra la
epidermis es del 90% (Cafarte, 2015). En el caso de la radiacion UVA, los efectos
que provoca son a largo plazo, algunos de estos pueden ser foto envejecimiento,
fotosensibilidad y melanoma (Young et al.,, 2017; Raffa et al., 2019) En
comparacién a estos, la UVB provoca eritema inmediato, fotoinmunosupresién,
pigmentaciéon de la piel y cancer cutaneo no melanoma. Asi entonces, los efectos
por absorcidon de la radiacidn UV suelen ser diversos y son dependientes de la
longitud de onda, el tiempo de exposicion a esta y la penetracion en la piel, el dano
puede presentarse poco tiempo después de dicha exposicidn solar o incluso puede

aparecer aflos mas tarde (Mota et al., 2003).

En la actualidad, existen filtros solares que tienen la finalidad de disminuir los
efectos provocados por la exposicion a la radiacién solar en la piel, estos actlan
desviando, reflejando o absorbiendo la radiacion (Canarte, 2015;Yamada et al.,
2020). A la cantidad de veces que el protector solar aumenta su proteccién sobre
la piel contra el eritema o a la irritacion previa a la quemadura se le llama factor
de proteccion solar (FPS), lo que permite el FPS es medir cual es la capacidad de
proteccion que tiene filtro solar contra la radiacion UVB, por lo que se debe
considerar que este solo indica qué cantidad de proteccion hay frente al eritema y
no ante los demas efectos causados por la radiacion (Young et al., 2017; Raffa et
al., 2019). Existen por lo menos cuatro sistemas para la medicion del FPS; el
americano (FDA), australiano (SSA), europeo (COLIPA) y aleman (DIN), sin
embargo, podrian existir variaciones dependiendo del método utilizado debido a

gue la misma metodologia de cada sistema es variable (Batlle, 2005).

Aun con las diferentes sistemas de medicién se destaca que los filtros solares

cumplan con caracteristicas tales como:

1. Amplio espectro de proteccion: proteccion tanto contra la radiacién UVA y
UVB.
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2. Estabilidad: es importante que los filtros no cambien su estructura quimica
frente a la exposicion a altas temperaturas, ya que eso los haria perder su
efectividad.

3. Adherencia y resistencia al agua: los filtros que tienen resistencia al agua
son logran conservar su proteccidon hasta 40 minutos de estar inmerso en el
agua, sin embargo, los filtros que son a prueba de agua tienen la capacidad
de preservar su proteccion incluso después de 80 minutos estar inmerso en
el agua.

4. No produzca irritacidén ni sensibilidad.

Los filtros solares tienen entonces la funcidn de reflejar, dispersar y absorber parte
de la radiacién solar a la que somos expuestos diariamente, pero sin bloquear los
efectos beneficiosos como la sintesis de vitamina D, la foto adaptacidn,
inmunosupresion de la inmunidad adquirida y el estimulo de la inmunidad innata
(Young et al., 2017). Ante la importancia del uso de filtros solares adecuados, estos
se clasifican en dos grupos de acuerdo con su composicion: filtros fisicos y filtros
guimicos (Batlle, 2005).

3.3.1 Filtros solares fisicos

Los filtros fisicos reflejan o desvian la radiacidn solar, tienen un espectro de accién
mas amplio por lo que sirven como proteccion de rayos UVA, UVB, luz visible e
infrarrojos, es decir, actian como sustancias pantalla. Se requieren mayores
cantidades en la aplicacidn al tratarse de particulas minerales como son el diéxido
de titanio, oxido de zinc y la mica, ademas tienden a manchar la ropa, pero suelen
no provocar irritacion, las sustancias mas comunmente empeladas son el didxido
de titanio y el 6xido de zinc, las menos frecuentemente utilizadas son el carbonato
de calcio y magnesio, 6xido de magnesio y cloruro de hierro. Tanto sus
caracteristicas como su mecanismo de accién hacen que este tipo de protectores
sea recomendado en nifios desde afio y medio de edad, pieles alérgicas y reactivas,
lastimadas, con cicatrices, eritema o después de tratamientos agresivos como los

peelings quimicos (Marin y Pozo, 2005).
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A pesar de tener una gran eficacia en cuanto a su proteccion, los filtros fisicos en
formulaciones cosméticas se combinan con otros para conseguir preparaciones con

un FPS mayor y mejores caracteristicas organolépticas (Garrote y Bonet, 2008).

3.3.2 Filtros solares quimicos

Cuando se habla de filtros quimicos se refiere a moléculas que tiene la capacidad
de absorber los fotones de la radiaciéon solar provocando la alteracion de su
estructura molecular, esto puede provocar a su vez cambios en su estructura
gquimica, son altamente utilizados en el mercado porque son incoloros, se ocupa
poca cantidad y no manchan, las sustancias mas utilizadas como filtros UVB son el
PABA (acido para-aminobenzoico), salicilatos, acido cindmico, alcanfor vy
bencimidazoles, en cambio, las sustancias que se emplean como filtros UVA son

las benzofenonas, antranilatos y dibenzoilmetanos (Duro et al., 2003).

A diferencia de los filtros fisicos, estos deben ser aplicados por lo menos 30 minutos
previos la exposicidn solar, ademas de que al ser absorbidos por la piel existe
mayor riesgo de causar intolerancia, esta es una de las razones por las que no se
recomienda usar filtros quimicos en pieles sensibles o lesionadas (Marin y Pozo,
2005).

En los Ultimos afos, mediante estudios cientificos, se ha demostrado una
considerable acumulacion de filtros UV en distintos ecosistemas con un efecto
toxico observable variado en cada uno de ellos, ademas estos pueden permanecer
durante periodos de tiempo prolongados en sedimentos y en el agua, por lo que
las corrientes marinas pueden trasladarlos y distribuirlos por largas distancias
(Chatzigianni et al., 2022). Muchos filtros UV organicos se acumulan en medios
marinos debido a sus elevados valores del coeficiente de particidon octanol/agua
(Kow), ademas, los agentes UV no son estables en el agua y se transforman en
subproductos no deseados. Algunos estudios experimentales han demostrado que
los filtros UV organicos tienden a bioacumularse en diversas especies acuaticas
como corales, algas, artropodos, moluscos, equinodermos y vertebrados marinos
(Chatzigianni et al., 2022; Duro et al., 2003)
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Filtros UV como la 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3) y el salicilato de etilhexilo
han sido detectados en cantidades importantes en rios, playas, mares, etc. Y en
organismos vivos como peces, corales, algas y mamiferos (Kasprzyk-Hordern et
al., 2009; Cadena et al., 2022), por lo que el estudio exhaustivo del impacto
medioambiental causado por la exposicion a filtros solares es transcendental (Duro
et al., 2003).

3.3.3 Benzofenona-3

Las benzofenonas son compuestos organicos con dos anillos de benceno unidos por
una cetona, es decir, se trata de cetonas aromaticas que absorben la luz UV. Lo
que convierte a la benzofenona-3 (International Nomenclature Cosmetic
Ingredient), abreviada como BP-3 (tabla 1), en un ingrediente activo que se
encuentra en muchos productos de proteccion solar es su capacidad de absorcién
de la luz UV-AI, ademas, sus caracteristicas quimicas y organolépticas permiten
gue este compuesto sea utilizado en la formulacién de productos cosméticos,
protectores solares, detergentes de ropa y envases que requieran evitar la
decoloracién o degradacion por exposicién solar, sin embargo, es considerado como

un xenobidtico con importancia ambiental (Mutlu et al., 2017).

La BP-3 es utilizada en concentraciones de hasta el 10% en protectores solares, ya
sea solo o en combinacidon con otros filtros UV. Ademas, no solo previene las
guemaduras solares, sino también protege de los efectos fotodinamicos,

fotosensibilizadores y fototdxico de distintos farmacos (Nakagawa y Suzuki, 2002).

Tabla 1. Nombres e identificadores de la benzofenona-3

2-hidroxi-4-metoxibenzofenona
2-hidroxi-4-metoxibenzona
Benzofenona-3 (BP-3)
Eusolex-4360

Oxibenzona

Uvinul 3040

Metanona

HMBP cpd

Solbar

Sinénimos
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Nombre TUPAC (2-hidroxi-4-metoxifenil)-fenilmetanona

Férmula molecular

C14H1203
CAS
131-57-7
(Chemical Abstracts Service)
EINECS
(European Inventory of Existing Chemical 205-031-5
Substances)

3.3.3.1 Propiedades fisicoquimicas

La estructura quimica de la BP-3 tiene como formula molecular Ci14H1203, es un
sdlido cristalino incoloro (Tabla 2), se identifica por tener una molécula conjugada
con un grupo hidroxilo que esta unido por hidrogeno a la cetona (Figura 3) y se
sospecha que esta interaccién de enlaces de hidrogeno puede contribuir a las
propiedades de absorcion de luz de este compuesto, su capacidad para absorber la
luz a niveles de energia mas bajos en comparacidon con muchos otros compuestos
aromaticos la convierte en un ingrediente adecuado en productos de proteccién
solar (Liebich y Parthé, 1974).

OH

0
oy

Figura 3. Estructura quimica de la 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3), tomado y

modificado de FisherSci.es.
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Tabla 2. Propiedades fisicas y quimicas de la benzofenona-3

Propiedad Valor
Forma Cristales
Color
Incoloros
Peso molecular 228.24 g/mol
Aspecto fisico Sélido
Punto de ebullicién 302-305 °F a 5 mmHg
Punto de fusién 65.5 °C
punto de inflamacion 100 °C

3.7 mg/L en agua a 25°C

Solubilidad Facilmente soluble en la mayoria de
disolventes organicos, completamente en
alcohol y tolueno.

Densidad 1.32 a 25°C
Presion de vapor 0.00000142 [mmHg]
Vida uatil 2 afios
Estabilidad en agua destilada 96 horas
Estabilidad en DMSO 4 horas
Estabilidad en acetona 3 semanas

El coeficiente de particién Kow de la BP-3 es de 3.79, lo que ocasiona que este sea
un compuesto lipofilico, y al poseer un valor de Kow alto tiene una mayor
probabilidad de ser bioacumulable en los organismos, concentrarse en suelos y
sedimentos (He et al., 2019;Astel et al., 2020)

3.3.3.2 Toxicidad

Al ser un compuesto lipofilico, fotoestable, pero altamente bioacumulativo, la
concentracién maxima permitida en filtros solares es del 6% (Nakagawa y Suzuki,
2002). El principal problema de este filtro solar es que cuando se encuentra en un
medio acuoso se adhiere a particulas que se encuentran suspendidas, a absorberse

el ecosistema acuatico y se acumula en la interfase agua-aire. Algunas pruebas in
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vivo e in vitro demuestran que la benzofenona-3 es una sustancia que produce
alteraciones a nivel endocrino en mamiferos y organismos acuaticos,
principalmente a nivel estrogénico, por otro lado, otros estudios demuestran que
la BP-3 provoca reacciones alérgicas y se sospecha de su interaccién en el
fendomeno de decoloracién de arrecifes de coral (Blithgen et al., 2012;Raffa et al.,
2019; Lee et al., 2020; Kinnberg et al., 2015).

Tras exposiciones prolongadas o repetitivas a este puede haber danos en 6rganos
como el higado, actuando como una hepatotoxina por ingestidén o experimentacion
con animales, y rifldn. Solo en caso de ser ingeridos, es nocivo para los organismos
acuaticos y puede provocar efectos duraderos (Fent et al., 2008; Coronado et al.,
2008; Oliveira et al., 2022)

3.3.3.3 Vias de entrada al ambiente

Las benzofenonas son producidas de forma natural por un nimero reducido de
frutas y plantas, sin embargo, son compuestos que también se pueden fabricar de
manera sintética atribuyéndosele diferentes usos, el Food Chemical Codex (FCC)
indica que BP-3 puede usarse como un agente aromatizante, por otro lado, en los
productos cosméticos, este esta regulado actualmente como filtro UV en productos
de proteccidn solar a una concentracidon de hasta el 6% en preparados listos para
el uso y en una concentracion de hasta el 0,5% para proteger la formulacién de
otros productos cosméticos, en instituciones europeas permiten su uso como
potenciador de sabor con una ingesta diaria tolerable de 0.03 mg/kg pc/dia,
mientras que en estados unidos esta permitido para la fabricacién de articulos de

caucho o polimeros para uso de materiales de envasado.

La oxibenzona, al estar presente en productos de cuidado personal como esmaltes
de ufas, fragancias, jabones y bloqueadores solares, puede ser liberada al
ambiente como agua de uso doméstico o mediante el uso de protector solar en
zonas como lagos, rios, playas o mares, ademas de que al tratarse de un producto
gue tiene la capacidad de acumularse en el ambiente, este es de interés cientifico
(Kim y Choi, 2014;Mao et al., 2019; Tsui et al., 2019;Mengual, 2020).
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3.4 Biomarcadores

En la actualidad, el estilo de vida determina la exposicion a distintos agentes
ambientales los cuales son un elemento para el desarrollo de alteraciones en la
salud como son la carcinogénesis, genotoxicidad, neurotoxicidad, teratogénesis,
etc. El constante avance en la tecnologia ha permitido la determinacion de
biomarcadores, los cuales son indicadores bioldgicos que brindan informacién
acerca el estado de salud un individuo, es decir, permiten evaluar la respuesta
funcional o fisioldgica, a nivel celular o molecular, entre un sistema bioldgico y un
agente ya sea quimico, fisico o bioldgico, lo cual nos brinda informacién de la
probabilidad del desarrollo de una enfermedad. Para poder evaluar dichas
interacciones debe tenerse en cuenta la duracion de la exposicién, dosis, etapa
durante la cual se produjo, la via de contacto y la frecuencia de exposicién con el
agente (Arango, 2012;HBM4EU, 2020).

Antes de considerar utilizar un biomarcador es necesaria su validaciéon, por lo cual
debe pasar por un proceso de seleccion y aprobacion, en estas se considera la
especificidad, fiabilidad y sensibilidad de este, por lo que se debe establecer su
exactitud y precision. Para la validacién de un biomarcador se debe identificar el
riesgo, evaluar la dosis respuesta (relacion cuantitativa dosis-efecto) y evaluacion

de exposicion (Arango, 2012).
Los biomarcadores son clasificados en tres tipos:

i Biomarcadores de exposicidn: estos se utilizan para evaluar la presencia de
una sustancia externa, metabolito o al resultado de la interaccion entre un
agente xenobidtico y una molécula o célula diana en un organismo.

ii. Biomarcadores de efecto: evallan la modificacion quimica, bioquimica,
fisioldgica o de conducta producida en un organismo.

iii. Biomarcadores de susceptibilidad: revelan la capacidad de respuesta, ya
sea, heredada o adquirida, que tiene un organismo producida por la

exposicion de una sustancia xenobidtica.

Los biomarcadores suelen dividirse en diferentes tipos, como los biomarcadores

diagndsticos, prondsticos y terapéuticos. Un biomarcador debe tener una buena
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especificidad, sensibilidad, debe ser econdmico, estable in vivo, no invasivo, con
alta relevancia preclinica y clinica con el objetivo de impactar positivamente las
decisiones relacionadas al estudios en cuestion (Giménez y Peel, 2014; Torres y
Pérez, 2016).

En la toxicologia humana y ambiental, el uso de biomarcadores tiene como objetivo
medir la exposicién a agentes considerados como xenobidticos con la finalidad de
predecir la respuesta toxica. El uso de estos ha permitido la existencia de
requerimientos para regular el desarrollo de medicamentos, pesticidas u otros
compuestos que produzcan efectos no deseados durante y después de su uso. En
la actualidad, los estudios toxicolégicos a corto y largo plazo son realizados en
sistemas in vitro y en animales de experimentacién para demostrar el desarrollo
de procesos mutagénicos, carcinogénicos y de teratogénesis y asi promover

acciones que mejoren la proteccién de la salud (Torres y Pérez, 2016).

Mediante el uso de biomarcadores se mide el dafio potencial producido por la
exposicion, para asi medir el riesgo, el dafio va a depender de la cuantificacion del
efecto toxico y de la toxicidad formulada que se obtienen a partir de la dosis letal
para el 50% de los individuos (DLso), de la concentracion letal para el 50% de los
individuos (CLso), la dosis de efecto sobre el 50% de los individuos (DEso),
concentracién de efecto sobre el 50% de los individuos (CEsp), el maximo aceptable
de concentracién del toxico (MATC), el nivel mas bajo de efecto observable (LOEL),
nivel mas bajo de concentracidon con efecto observable (LOEC), el nivel con efecto
no observable (NOEL) y la concentracién de efecto no observable (NOEC). En el
caso de la toxicologia ambiental, la estimacion del riesgo estd basada en la
comparacién de los datos de toxicidad que se obtienen en el laboratorio mediante
la exposicion del organismo al agente de estudio. Los biomarcadores son medidos
en especies como aves, peces, invertebrados etc., siguiendo los protocolos éticos
de investigacion. Existe una amplia variedad de técnicas que permiten calcular la
exposicion de los individuos a sustancias daninas, mediante metabolitos, proteinas

o enzimas (Arango, 2012).
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3.5 Teratogénesis

Cuando hablamos de teratogénesis nos referimos a los cambios o anomalias
estructurales o funcionales durante el desarrollo embrionario, estos cambios son
producidos por la exposicién a agentes ambientales, enfermedades, consumo de
farmacos contraindicados durante la gestacion, uso de sustancias de abuso o por

mutaciones de novo (Castafién y Mayet, 2013).

Es importante mencionar que a pesar de creer que la mayoria de las
malformaciones son consecuencia del uso de farmacos durante la gestacion, no
todas las anomalias son causadas por el uso de farmacos. En realidad, el origen de
aproximadamente el 40% de las malformaciones no se conoce, por otro lado, el
12-25% de las malformaciones congénitas se debe a alteraciones genéticas, el mas
frecuente es el sindrome de Down en este grupo, el siguiente 20% se debe a las
interacciones existentes entre factores heredados y ambientales, y solo del 5-9%
de las malformaciones son consecuencia de factores ambientales como agente
unico (enfermedades o infecciones maternas durante la gestacion, productos

guimicos o farmacos) (Pérez et al., 2002).

Debido al riesgo de exposicidon a medicamentos, se han desarrollado clasificaciones
con la finalidad de agrupar a los medicamentos de acuerdo con el riesgo
teratogénico que producen, sin embargo, la clasificacion mas utilizada en algunos
paises es la de la FDA, a pesar de eso también se tiene en cuenta la informacién
que brindan otros tipos de clasificacién. En 1979 se describié por primera vez la
clasificacién de la FDA y se renueva periddicamente, para esta clasificacion se

distinguen cinco categorias descritas a continuacion (Pérez et al., 2002)

A. Ensayos controlados realizados con el farmaco que no demuestran riesgos
para el feto en el primer trimestre de gestacién y sin evidencia de riesgo
durante los siguientes trimestres.

B. Esta categoria a su vez se divide en dos subcategorias:

- Ensayos en animales que no han demostrado riesgo teratogénico y sin

estudios controlados en mujeres embarazadas.
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X.

- Ensayos en animales en los que se ha demostrado efectos teratogénicos
no confirmados por estudios en mujeres en el primer trimestre de gestacién
y sin evidencia posterior.

Para farmacos de los que se espera que el beneficio justifique el riesgo
potencial, puede ser porque existan estudios en animales que revelen ser
teratdgenos sobre fetos, pero no se han realizado en mujeres embarazadas
0 aun sin antecedentes de estudios en mujeres ni en animales.

Farmacos con evidencia certera de riesgo teratogénico, pero que los

beneficios puedan hacerlos aceptables, aunque haya un riesgo alto.

Medicamentos que no estan contraindicados en mujeres embarazadas, que

ademas ya se han realizado estudios en animales y humanos con evidencia de

riesgo teratogénico y que el riesgo supera el beneficio.

En 1959 James Wilson propuso seis principios de teratologia, los cuales son

enlistados a continuacion:

vi.

La susceptibilidad a la teratogénesis va a depender del genotipo del embrion
gue interactua con factores ambientales adversos.

La etapa de desarrollo de la exposicidon va a determinar el resultado.

Todos los agentes teratogénicos tienen mecanismos especificos a través de
los cuales ejercen sus efectos patdégenos.

La naturaleza del compuesto determina su acceso al tejido en desarrollo.
Categorias principales de manifestaciones del desarrollo alterado: muerte
malformacidn, retraso del crecimiento y déficit funcional.

Las manifestaciones del desarrollo alterado aumentan con el incremento de

la dosis.

Ademads, podemos considerar también tres caracteristicas basicas de los

teratdgenos: pueden ser especificos para un drgano, para una especie o de una
dosis (Hodgson, 2004).

3.6 FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus)

El FETAX que utiliza embriones de Xenopus laevis fue introducido por el Dr. James

Dumont en 1983, posterior a su introduccién se estuvieron realizando estudios
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interlaboratorios para validar su utilidad, fue hasta 1991 que la American Society
for Testing and Materials elabord algunas directrices para este ensayo, volviéndose
a publicar en 1998. FETAX es un ensayo desarrollado para determinar el potencial
teratogénico mediante el uso de embriones de rana Xenopus, es decir, dicho
ensayo tiene como finalidad evaluar los efectos de sustancias quimicas, ya sean
puras, mezclas o complejas y sedimentos, durante las primeras etapas del
desarrollo en ranas Xenopus (Bantle y Sabourin, 1991; NICEATM FETAX, 2000). Al
tratarse de una prueba potente, que requiere de tiempos de exposicién cortos (96
horas), ademas de tener costos accesibles y una buena reproducibilidad, es uno de
los ensayos mas utilizados para realizar estudios de toxicidad ya que proporciona
una validez cientifica y puede ser utilizado para la evaluacién de riesgos en el

ecosistema y en la salud humana (Hoke y Ankley, 2005; Fort y Mathis, 2018).

Para este método se utilizan embriones de rana africana Xenopus, una vez que los
embriones son seleccionados, son expuestos al compuesto del cual se desea
evaluar su toxicidad (Bantle y Sabourin, 1991), los criterios primarios de valoracién
son la mortalidad, las malformaciones y la inhibicién del crecimiento. A partir de
los primeros dos datos se calcula la concentracién letal 50 (CLso, concentracidén que
induce letalidad al 50% de embriones expuestos), concentracion efectiva 50 (CEsy,
concentraciéon que induce malformaciones en el 50% de los embriones expuestos)
y con dichas estimaciones se calcula el indice teratogénico (IT), que se obtiene al
dividir la ClLso sobre la CEso. La concentracién minima para la inhibicion del
crecimiento (CMIC) se determina mediante una comparacion estadistica de la
longitud media de la cabeza a la cola a las 96 h de los embriones expuestos en
cada concentracion contra la longitud media de la cabeza a la cola a las 96 h de los
embriones del grupo control. Dicha comparacion se basa en el uso de la prueba t
de Student para observaciones agrupadas al nivel P= 0.05, en donde los valores
del IT mayores a 1.5 significan un mayor potencial de malformaciones en los
embriones con ausencia de mortalidad embrionaria significativa, asi, la inhibicidn
de crecimiento esta relacionada con la teratogenicidad en FETAX, considerandose

un peligro teratégeno cuando se inhibe significativamente el crecimiento a
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concentraciones inferiores al 30% de la CLso de 96 h (CMI/CLso) (Bantley Sabourin,
1991; Fort y Mathis, 2018; Gémez et al., 2021).

Durante las primeras 96 horas del desarrollo embrionario, Xenopus laevis tiene
procesos de organogénesis semejantes a muchos de los procesos principales de la
organogénesis humana (NICEATM FETAX, 2000). Sin embargo, otros autores
sugieren que no solo Xenopus laevis puede utilizarse en estudios de teratogénesis,
también algunas otras especies de Xenopus como X. tropicalis pueden ser utilizadas

de manera efectiva (Fort y Mathis, 2018).

3.6.1 Bioindicadores

Los constantes cambios en el ambiente producidos por las interacciones humanas
han provocado que los cientificos recurran a la utilizaciéon de elementos que se
encuentren biolégicamente disponibles, con la finalidad de usarlos para conocer y
difundir las causas que la interaccion humana tiene en el ecosistema (Parmar et
al., 2016). Al hablar de bioindicadores se refiere a organismos o comunidades de
estos que responden a la contaminacion ambiental, e indican el nivel o estado de
preservacién de un habitat. Asi, un bioindicador seria considerado como ideal
cuando muestra tolerancias ambientales estrechas, es decir, tienen una buena
sensibilidad a los cambios de factores fisicos y quimicos del medio en el que viven.
Estos miden los efectos de la contaminacién en el ambiente, por lo que ofrecen
informacién del riesgo que implica para otros organismos, ecosistemas y para el

ser humano (Saulovic et al., 2015).

Los bioindicadores son un medio indirecto de lo que se desea evaluar, su uso esta
basado en la hipétesis de que la presencia, abundancia o ausencia de una especie
0 especies, se correlaciona con el cambio de alguna variable en el ambiente que
usualmente son favorables para su supervivencia, como resultado de esto se
establece que existe una relacidon estadistica entre el bioindicador y las variables

que se requieren indicar (Parmar et al., 2016).

Para que un bioindicador sea bioldgicamente relevante, este debe mostrar cambios
en respuesta a un estresor, es decir, mostrar sensibilidad, tener una variabilidad

natural baja, presentar cambios mensurables, mostrar cambios persistentes que
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sean muy probablemente atribuibles al estresor (especificidad), abarcar
variaciones de escala y complejidad y encarnar cambios biolégicamente
importantes. La utilizacidon de sistemas de bioindicacién permite que la informacion
taxonomica se traduzca en indices y asi se facilita la interpretacién de informacion

y datos resultados de los monitoreos bioldgicos (Burger y Gochfeld, 2001).

Las razones por las que recurre al uso de bioindicadores suelen ser variadas, entre

ellas se encuentran las siguientes:

= La informacion que se requiere no es de facil acceso o de acceso directo.
= El acceso a la informacidén que se requiere es dificil y costosa que el uso del

bioindicador.

Un buen bioindicador debe ser facil de utilizar por cientificos, gestores y
reguladores para responder a sus necesidades de gestion, deben poder utilizar
facilmente un buen bioindicador para responder a sus preguntas y para comprobar
hipotesis (Burger y Gochfeld, 2001).

Segnini (2003), menciona la existencia de factores controversiales en especies
bioindicadoras, es decir, se debe considerar que el area de distribuciéon geografica
de muchas de estas especies es limitada, esta caracteristica limita su utilidad,
ademas, tanto el punto de vista del investigador y el tipo de alteracién influye sobre
la utilidad de una especie como indicadora, ademas de que las especies indicadoras
no se pueden ser utilizadas si el origen de la contaminacién es diferente al

enriquecimiento organico.

Las especies consideradas bioindicadoras pueden ser clasificadas como
bioindicadores de la salud ecoldgica y bioindicadores de los cambios poblacionales
(Piedras et al., 2006).

3.6.2 Xenopus laevis

La especie de Xenopus laevis (Daudin, 1802), conocida comUnmente como rana de
garras africana, es un anfibio experimental que se utiliza en los laboratorios a nivel
mundial desde la década de 1950 (Gurdon y Hopwood, 2000; Beck y Slack, 2001;
Tadjuidje, 2022). Esta es una especie acuatica, con un sistema sensorial

denominado “linea lateral”, tiene ausencia de lengua, su cuerpo es aplanado y su
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cabeza es de un tamafo menor al cuerpo, sus extremidades delanteras son
pequefas y no cuentan con membranas, en cambio, sus extremidades traseras son

mas largas y con membranas (Tadjuidje, 2022).

Este anfibio se ha utilizado ampliamente para comprender mecanismos
relacionados con la embriogénesis y la organogénesis, la toxicologia y también
algunos mecanismos de enfermedades humanas debido a que este produce un
gran numero de huevos que se fecundan facilmente tanto in vitro como in vivo, asi
pueden producir un nimero incontable de embriones en pocos dias, durante todas
las estaciones del afio (Bantle y Sabourin, 1991). Los estadios embrionarios se han
empleado con frecuencia por tener ventajas como el tiempo, costo y facilidad de
manejo. Eticamente, el uso del embrién de X. /aevis no es problemético porque,
como en el caso de larvas de pez cebra, el desarrollo temprano de Xenopus queda
fuera de la directiva 240/2010 de la UE, por lo que no es necesaria la aprobacién
de las autoridades sanitarias para los experimentos in vivo siempre y cuando esos
se realicen en las primeras etapas de esta especie (Tadjuidje, 2022; Zahn et al.,
2022).

Una de las principales ventajas de trabajar con Xenopus es que proximidad
evolutiva a los vertebrados superiores en cuanto a fisiologia, expresién génica y
desarrollo de dérganos, ojos, higado, pulmones, corazén, rifidn, etc., permite
transferir los resultados directamente a la especie humana (Nenni et al., 2019).
Debido a la importancia de esta especie como organismo modelo para estudios
sobre biologia del desarrollo, X. laevis se considera una de las principales especies
para estudios de teratogénesis in vitro por lo que actualmente los estudios
cientificos se basan en el “Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus (FETAX)", el
cual es un ensayo especifico que utiliza embriones en fase inicial de esta especie
con la finalidad de medir la actividad de los contaminantes durante su desarrollo
(Hoke and Ankley, 2005; Fort and Mathis, 2018).

A pesar de ser una especie para estudios experimentales, al ser un anfibio, su uso
podria tener desventajas, como el hecho de que estos son reproductores
estacionales lo cual reduciria la posibilidad de realizar experimentos durante todo

el afo. Sin embargo, en el caso de X. /aevis se puede inducir el desove con una
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inyeccion de gonadotropina coridénica humana por lo que las limitaciones por el
periodo de reproduccion natural pueden superarse facilmente. Ademas, es posible
manipular facilmente los ovocitos antes del proceso de fecundacién debido a su
tamafo y a que la fecundacién y el desarrollo embrionario tienen lugar fuera del
cuerpo de la madre, asi se puede observar y manipular el proceso en todas sus
fases, por otro lado, tiene un desarrollo temprano muy rapido, lo que permite
estudiar el progreso del desarrollo, hasta la fase de renacuajo (Carotenuto et al.,
2023).

Algunos estudios realizados han demostrado que los embriones de Xenopus son
sensibles a los compuestos ambientales por lo que el ensayo FETAX se emplea en
laboratorios de ecotoxicologia y toxicologia reproductiva, con la finalidad investigar
la mortalidad, las malformaciones y las modificaciones de los mecanismos
moleculares en respuesta a distintos factores ambientales (Hoke and Ankley, 2005;
Pérez et al., 2021).

El uso de este ensayo ha permitido descubrir que varios contaminantes ambientales
guimicos causan toxicidad en desarrollo de los embriones de Xenopus, por esta
razon su uso en la investigacién basica y aplicada dedicada a la evaluacion de la
seguridad del ecosistema y la salud sigue siendo muy extensa (Hoke y Ankley,
2005; Qin y Xu, 2006).
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4 ANTECEDENTES

Hasta ahora la mayoria de los estudios que se han centrado en la identificacidon de
contaminantes emergentes en efluentes acuaticos han reportado la ocurrencia de
productos de cuidado personal, como los filtros solares, en aguas superficiales en
distintas zonas del mundo, teniendo como vinculo la cercania de estas con las
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), sin embargo, la concentracién
de filtros solares como la BP-3 ha sido considerablemente mayor en las aguas
superficiales debido a que reciben derrames de aguas residuales urbanas (Negreira
et al., 2009 Tarazona et al., 2010; Kameda et al., 2011; Tsui et al., 2014; Ramos
et al., 2016; Cadena et al., 2022). La distribucion espacial de BP-3 se presenta en

la figura 4.
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Figura 4. Distribucion espacial de BP-3 detectada en distintas matrices acuaticas de todo
el mundo, creacién propia.

Como se puede observar los estudios que se han realizado han permitido identificar
la presencia de este filtro en cuatro de los seis continentes del planeta, con una

mayor concentracién en Europa (Tarazona et al., 2010; Cadena et al., 2022). Los
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datos sobre la ocurrencia de BP-3 en diferentes matrices acuaticas se muestran en

la tabla 3.

Tabla 3. Ocurrencia de 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona en el ambiente

Referencias Pais Tipo de efluente []1 Reportada
Giokas et al. (2004) Grecia Aguastlr':ts;((::lluazles no 1.8- 10 ng/L
Jorisse <2 ng/L
Zurich: 10-20 ng/L
Lagos
Greifensee: 20-30
Balmer et al. (2005) Suiza ng/L
Huttnersee: 23-35
ng/L
Aguas residuales no 0.7-7.8 p/L
tratadas o
Giokas et al. (2005) Grecia Aguastretsi?jua'es no 6.5-8.2 ng/L
ratadas
Rio kolpa 114 ng/L
Lago Rakidna 85 ng/L
Cuderman y Heath Eslovenia Lago Bohinj 32 ng/L
(2007)
Lago Sobec 58 ng/L
Lago Bled 66 ng/L
Alberca Portoroz 400 ng/L
) i Planta de
Li et al. (2007) China tratamiento de 97-722 ng/L
aguas residuales
Kasprzyk et al. . . ,
(2008) Reino unido Rio Taff 15-44 ng/L



Rio Ely <15 ng/L
Rio Mero 27 ng/L
Aguas residuales
Rodil et al. (2008) Espafia tratadas 16 ng/L
Aguas residuales no 31-168 ng/L
tratadas
Rio Taff 15-44 ug/L
Rio Ely <15 pg/L

Kasprzyk et al.

(2009)

Reino unido

Aguas residuales no
tratadas

Aguas residuales

Cilfynydd: <46-400
Mg/L

Coslech: <104-3945
Mg/L

Cilfynydd: 2-18 ug/L

Negreira et al.

tratadas Coslech: <80-
223ug/L
Aguas residuales
tratadas 13-44 ng/L

(2009) Espafia Aguas residuales no 216- 462 ng/L
tratadas
52 ng/L
Agua de rio
Tarazona et al. . o
(2010) Espafa Agua superficial 1340-3300 ng/L
Aguas residuales no
tratadas 2.9 y/L
Leal et al. (2010) Lecle“ue\;v:er::::h:he Aguas residuales 0.2 p/L
tratadas
0.3- 4.9 y/L
Aguas grises
Kameda et al. Japén Lagos 16-41 ng/L
(2011) Rios 4-12 ng/L



Aguas residuales no

tratadas

29-164 ng/L

Aguas residuales no

1027-2086 ng/L

tratadas
Liu et al. (2012) Australia
Aguas residuales
tratadas 121-153 ng/L
Aguas residuales no 6-163 ng/L
Italia tratadas
Magi et al. (2013)
Aguas residuales 5-28 ng/L
tratadas
Paredes et al. Espaiia Playa Coira 68.6 ng/L
(2014) Playa de Toralla 21.7 ng/L
Hong Kong: 39-
5429 ng/L
Tokyo:24- 86 ng/L
New York: 23-178
ng/L
Los Angeles: 227-
601 ng/L
. China Aguas superficiales
Tsuietal. (2014) Shantou: 55-188
ng/L
Chaozhou: 37-49
ng/L
Bangkok: 86-116
ng/L
Artico y Chukchi:
17-33 ng/L
Wu et al. (2017) China Aguas superficiales 10.3- 30 ng/L
Lixiviado de <13 pg/L
Kapelewska et al. . vertedero
2018) Polonia . 0.4-1.2 pg/L
( Agua subterranea 412 Mg

en pozo
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Aguas residuales no 0.001-1.16 pg/L
tratadas

Aguas residuales 0.01-0.033 pg/L
tratadas

Agua superficial de
Tsui et al. (2019) China zona costera del 2.2-36.65 ng/L
mar de china

Lyttelton: 11-164.8

Plantas de Governors: 22.6-
Emnet et al. (2020) Nueva Zelanda tratamiento de o
aguas residuales 89.3 ng/L
Diamond: 22.8-
207.3 ng/L

_ *
Aguas residuales 187-890 pg/L*1000

habitantes
tratadas
Cadena et al. Espafia
(2022) P . 2189-8472
Aguas residuales no %1000
tratadas Hg/L*1
habitantes

Los efectos tdxicos reportados por exposicién a BP-3 en diversas especies acuaticas
son mostrados en la tabla 4, en la cual se observa que algunas de las consecuencias
por exposicion a BP-3 en organismos acuaticos son las alteraciones endocrinas,
bioacumulacion, disminucidn en la expresion de genes y blanqueamiento de
arrecifes de coral (Coronado et al., 2008; Fent et al., 2008; Paredes et al., 2014;
Lee et al., 2020).

La mayoria de los estudios de evaluacién de toxicidad por contaminantes
emergentes (CE), como los productos de cuidado personal, se han centrado en
organismos acuaticos como peces, algas, moluscos, crustaceos y equinodermos
(Sieratowicz et al., 2011; Bluthgen et al., 2012; Kim et al., 2014; He, Tsui, et al.,
2019), por lo que en la presente investigacidn se hace uso del ensayo FETAX con
la finalidad de evaluar la toxicidad de BP-3 a concentraciones ambientales en

embriones de Xenopus laevis (Hoke y Ankley, 2005; Qin y Xu, 2006).
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Tabla 4. Efectos tdxicos reportados de la benzofenona-3 en diversas especies acuaticas

Referencias

Especie

[ ] usada

Observacion

Coronado et al.
(2008)

Oryzias latipes

10-1000 pg/L

620 ug/L:

La expresion de
vitelogenina hepatica en
los machos fue inducida

significativamente
después de 21 dias.

Reduccién significativa del
nimero de
huevos/hembra/dia
después de 1 semana, la
fecundidad volvio a los
valores de control a las 3
semanas.

Reduccidn significativa de
huevos fecundados
erosionados a los 21 dias.

Oncorhynchus
mykiss

10-1000 pg/L

749 pg/L: Induccion
significativa en plasma de
vitelogenina a los 14 dias

de exposicion.

Fent et al. (2010)

Daphnia magna

625-10,000 pg/L

CLsoZ 1.9 mg/L
inmovilizacidon aguda.

Sieratowicz et al.
(2011)

Daphnia magna

0.005-10 mg/L

CLsoZ 1.67 mg/L
Inmovilizacién aguda

La prueba de reproduccion
se realizd de 0.005-0.5
mg/L y no se observaron
efectos.

Desmodesmus
subspicatus

0.06-1.0 mg/L

ICs0: 0.96 mg/L En el
intervalo de mediciones
no se observo una
inhibicion completa del
crecimiento

Blithgen et al.
(2012)

Danio rerio

84 ug/L: Bioacumulacion
tras 14 dias de exposicién.
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10-600 pg/L

En el cerebro hubo
regulaciéon a la baja de los
genes esrl, ary cypl9b.

312 pg/L: Los transcritos
de cyplal fueron
inducidos en el cerebro.

2.4 ug/L: En los testiculos
hubo induccién transitoria
de cyp19a.

En los testiculos hubo una
regulacién a la baja
general de los transcritos
hsd3b, hsd17b3, hsd11b2
y cypllb2, lo que sugiere
una actividad anti
androgénica, significativa
a 84 ug/L sélo para el
transcrito hsd17b3.

Li (2012) Dugesia japonica

0.1-10 mg/L

Clso: 0.9 mg/L a las 48 h.

Isochrysis
galbana

Mytilus
galloprovincialis

Paredes et al.

(2014) Paracentrotus

lividus

Siriella armata

3.5-30000 p/L

CEso: 13.87 |Jg/|_
Inmovilizacion aguda
LOEC: 300 pg/L

CEso: 3472.59 ug/L LOEC:

300 ug/L

CEso: 3280 pg/L LOEC
3840 ug/L

CEso 710.76 pg/L LOEC:
500 upg/L
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Kim et al. (2014)

Oryzias latipes

90 ug/L: Incremento de
transcripcion de genes
vtgl y vtg2 en el higado
en los peces macho. Se
observé una regulacién a
la baja significativa de los
genes stary cypl9a en el
ovario. La transcripcion
del gen hsd17b3 fue
significativamente
regulada a la baja a 226
g/L en las hembras.
15-500 pg/L Disminucion significativa
de cyplla, cypl7 y hsd3b

en los testiculos

26 pg/L: El nimero de

huevos producidos por

hembra durante los dias
22-28 fue menor.

-LOEC Hembras: 388 ug/L

Kinnberg et al.
(2015)

Danio rerio

100-500 pg/L

-LOEC Machos: 470 ug/L

Afeccion en la maduracion
de las gonadas

268 pg/L: aumento de la
concentracién de
vitelogenina en machos
adultos.

He, Tsui, et al.
(2019)

Seriatopora
caliendrum

0.1-1000 pg/L

1000 pg/L: muerte (5%)
de S. caliendrum el dia 6
y blanqueamiento
producido el 4 dia de
exposicion

Lee et al. (2020)

Scenedesmus
obliquus

0.1-3.0 mg/L

3 mg/L: inhibicién del
crecimiento (23%),
disminucion del total de
clorofila (10.4%).
Inhibicién en la expresién
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del gen Lhcb1 (42%), este
gen se correlaciona con

las mediciones de clorofila
total. Inhibicién del gen

HydA (74 %), se relaciona
con una alteracion de la
actividad fotosintética.

La expresion del gen
ATPFOC aumentd un 21 %
a 0.1 mg/L y disminuyd
un 38 % a 3 mg/L.

CEso: 3.64 mg/L
(calculada)

Cahova et al.
(2021)

Danio rerio

2000 pg/L: retraso
significativo (p<0.01) en
la eclosion.
0.1-2000 ug/L
Sin observaciones
significativas de
mortalidad y
malformaciones.

Sun et al. (2023)

Danio rerio

A las 24 horas aumento el
movimiento espontaneo
de embriones ya las 30

horas reduce la respuesta

al tacto

10 pg/L
Efectos neurotdxicos en
embriones: disminucion
de la longitud relativa de
los axones soélo en las
larvas Hb9 (transgénicas)
a las 30 horas.
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos anos se ha observado un mayor interés de las personas por su
cuidado personal, por lo que la industria ha tenido que lograr grandes avances y
buscar alternativas que cumplan las expectativas del consumidor, sin embargo,
esto ha traido graves consecuencias ambientales, una de ellas es la contaminacién
del agua ya que esta puede proceder del sector social (descargas domésticas y
pubicas), agropecuario e industrial. El incremento en la produccién de articulos de
cuidado personal eleva su presencia en el agua residual, algunos de estos suelen
ser desechos quimicos que no pueden ser eliminados facilmente, como es el caso
de los filtros solares que se acumulan en cuerpos de agua o sedimentos entrando
en contacto asi con organismos acuaticos, poniendo en riesgo el equilibrio
ecoldgico. Para determinar el dafio potencial inducido por la exposicion a diversos
productos se recurre al uso de biomarcadores, dicho dafo va a depender de la
cuantificacion de los efectos toxicoldgicos inducidos por el compuesto en
organismos. Por ello, en el presente trabajo tuvo por objetivo determinar la
teratogénesis y embriotoxicidad inducida por un filtro solar altamente consumido,
2-hidroxi-4-metoxibenzofenona, en el bioindicador Xenopus laevis, utilizando la
metodologia establecida en el ensayo FETAX (por sus siglas en inglés: Frog Embryo
Teratogenesis Assay- Xenopus). Se expusieron durante 96 horas a diferentes
concentraciones traza del filtro solar 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona a embriones
de Xenopus laevis, posteriormente se determind la concentracion letal 50 (CLso),
concentracién efectiva 50 de malformaciones (CEso), indice teratogénico (IT),
concentracion minima para inhibir el crecimiento (CMIC) y la principales
malformaciones inducidas por el filtro solar, dichos parametros nos ayudaron a
evaluar la toxicidad en el desarrollo producida por exposicién a concentraciones

ambientalmente relevantes de este el filtro solar.
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6 JUSTIFICACION

La calidad del agua es primordial para la vida humana, por lo que se requiere
garantizar su disponibilidad y que sea apta para su consumo, aunado a esto se
debe considerar cubrir las necesidades actuales sin comprometer las necesidades
futuras, sin embargo, la proteccion medio ambiental se ve cada vez mas afectada

por lo que cada dia se convierte en un reto para poblacion actual.

Debido a los crecientes niveles de contaminacién ambiental se han identificado
potenciales contaminantes emergentes que requieren la atencién cientifica ya que

de su mayoria se desconoce el impacto que su presencia tiene en el ecosistema.

Al tratarse de compuestos poco regulados con métodos de andlisis limitados y
considerando que en México no ha habido un gran enfoque en el dafio ambiental
que los contaminantes emergentes producen, es importante evaluar el impacto
ecoldgico de estos desechos. Algunos de los contaminantes emergentes que
requieren una mayor atencién son los productos de cuidado personal debido a que
se presentan como contaminantes bioacumulables, un ejemplo de estos son los
productos de proteccion solar los cuales tienen como finalidad la proteccion de la
piel ante los efectos nocivos del sol para lo que requieren ingredientes como los
filtros solares que cuentan con propiedades de reflejar, absorber o dispersar los
rayos solares, asi se tiene un menor riesgo ante la exposicién a los rayos del sol,
siendo asi, su demanda en los Ultimos afios ha incrementado en el mercado por su
capacidad de proteccidén ante la radiacion solar, sin embargo, algunos de ellos no
son biodegradables o las plantas de tratamiento de aguas residuales no son
capaces de filtrarlos correctamente, lo que provoca que estos se diseminen en el
ambiente y se acumulen en el suelo, aguas continentales, océanos, lagos y en

multiples organismos como algas, corales, peces, mamiferos y aves terrestres.

La benzofenona-3 es un compuesto organico utilizado en productos de proteccion
solar debido a su capacidad de absorcidon de la luz UV-AI, ademas de los productos
cosméticos y de cuidado personal, también se utiliza en productos de
revestimiento, masillas, emplastos, plastilina y pinturas. Sin embargo, su liberacion

en el ambiente puede suceder a partir de su uso en interiores (detergentes de
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lavado, productos para el cuidado del automovil, pinturas y ambientadores) y de

su uso en exteriores como coadyuvante tecnoldgico.

La 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona se ha detectado en el ambiente en diferentes
matrices acuaticas en concentraciones desde 0.2 ng/L hasta 8.472 mg/L lo que ha
provocado que distintas especies acuaticas presenten efectos toxicos por
exposicion involuntaria al filtro solar BP-3, a pesar de los resultados que estudios
anteriores han obtenido, hay pocos estudios toxicolégicos de este compuesto, y
estos se enfocan en peces, dejando de lado el grupo de los anfibios que es un grupo
de gran relevancia ecoldgica. Es por lo que este trabajo tuvo por objetivo evaluar
la toxicidad inducida por el filtro solar 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3) en
embriones de Xenopus laevis para ampliar el conocimiento sobre los efectos

biolégicos producidos por contaminantes en matrices acuaticas.
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7 HIPOTESIS
La exposicibn a concentraciones traza del filtro solar 2-hidroxi-4-
metoxibenzofenona inducird embriotoxicidad y teratogénesis en los embriones de

Xenopus laevis.

8 OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICO
8.1 Objetivo general
Evaluar la toxicidad inducida por el filtro solar 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona en
embriones de Xenopus laevis utilizando el ensayo FETAX.
8.2 Objetivos especificos
o Determinar la concentracién letal 50 (CLso), concentracion efectiva 50 de
malformaciones (CEso) y el indice teratogénico (IT) en larvas de Xenopus
laevis expuestas a 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona.
o Identificar las malformaciones generales inducidas por el filtro solar 2-
hidroxi-4-metoxibenzofenona en larvas Xenopus laevis.
o Determinar la concentracion minima de 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona

para inhibir el crecimiento (CMIC) de las larvas de Xenopus laevis.
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DISENO DEL EXPERIMENTO

Inyeccion de HCG para

inducir ovoposicion
Etapa 8

Ovocitos en

—_—

bléstula media

2-hidroxi-4-metoxibenzofenona Testigos

%o \ 0.063 mg/L
O 0.09 mg/L
veLtit)
0.126 mg/L
%, '\ g 96 horas de
Zaat ) 0.17 mg/L exposicién (\
3 0.53 mg/L
RS g
3 Medio FETAX
v 0.95 mg/L
SHED) o
5
3.0 mg/L

)

Analisis estadistico:
ANOVA, PROBIT y

comparaciones

-CLs0 _CE5O_> Analisis de resultados

-IT -CMIC

Created in BioRender.com bio
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10 METODOLOGIA

10.1 Mantenimiento y alimentacion de Xenopus laevis

Los organismos de ensayo utilizados fueron adultos de Xenopus laevis, el macho
cuenta con 2 afos de edad, mientras que la hembra tiene 3 afios, ambos se
mantuvieron en peceras con paredes opacas de 60 L a un 80% de su capacidad, a
una temperatura de 21 £+ 3 °C, cada acuario se mantuvo con bombas Yy filtros de
fibra de vidrio con la finalidad de oxigenar el agua suministrados con agua natural.
El agua de los acuarios se renovaba cada dos dias. En todos los acuarios se midid
mensualmente el pH (7.5), carbon organico total (4 mg/L), cadmio (4 ug/L),
alcalinidad y dureza mediante la determinacion de CaCO3 (entre los 16 y 400 mg/L)
plomo (2 pg/L), mercurio (0.83 ug/L), niquel (12 pg/L), selenio (97 pg/L) y zinc
(29 pg/L). Los organismos se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12:12
h, hembras y machos fueron separados y se alimentaron 3 veces por semana con
un alimento comercial a base de espirulina y con Chirostoma sp. de 0.05 + 0.03

cm de longitud.

10.2 Ensayo FETAX

El estudio se realizd6 de acuerdo con los procedimientos para la evaluacion de la
teratogénesis de la guia estandar de la American Society for Testing Materials
(2019) (ASTM E 149-12).

Para realizar las pruebas de embriotoxicidad y teratogénesis, los embriones se
obtuvieron a partir del apareamiento inducido, al macho y a la hembra se les
administré una dosis de 350 UI y 700 UI de gonadotropina coridnica humana (hCG,
disuelta en solucion 0.9% de NaCl estéril), respectivamente, mediante una
inyeccion en el saco linfatico dorsal, utilizando jeringas de 1 mL equipadas con

agujas largas de calibre 26.

Para la recogida de ovocitos, las ranas fueron transferidas a acuarios mas pequenos
con paredes opacas un dia antes de iniciar el experimento en una relacién de 1
hembra: 1 macho, se dejé a la pareja aparearse, los ovocitos se recogieron a la
mafiana siguiente con ayuda de pipetas Pasteur estériles, colocandolas en cajas

Petri. Los ovocitos viables fueron seleccionados con la ayuda de un estereoscopio
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Stemi 305 Zeiss, para inspeccionar la fertilidad y calidad de estos, seleccionando a

los que se encontraban en etapa de blastula media (etapa 8).

Se realizé la preparacién del medio FETAX disolviendo 625 mg de NaCl, 96 mg de
NaHCO3, 30 mg de KClI, 15 mg de CaCl,, 60 mg CaSO4 - H.0 y 75 mg de MgSO4 por

litro de agua destilada o ionizada.

Para las soluciones de prueba de BP-3 se prepar6 una solucion madre de 1.5 mg
de BP-3 en 1.0 mL de DMSO y se aford a 1 L con agua desionizada. La concentracién
final de DMSO en las soluciones de exposicién fue del 0.001% (v/v). Todos los

reactivos utilizados eran de grado analitico.

Para los grupos expuestos consistieron siete concentraciones de BP-3 (0.063, 0.09,
0.126, 0.17, 0.53, 0.95 y 3.0 mg/L), y un grupo testigo expuesto Unicamente al
medio FETAX. Para las pruebas se colocaron 8 mL de cada concentracion a evaluar
de BP-3 o medio, en cajas Petri de 50 mm previamente identificadas. Con ayuda
de pipetas Pasteur estériles se recogieron los ovocitos que tenian una forma
esférica regular y una division celular homogénea mediante la observacién de cada
uno en el estereoscopio Zeiss Stemi 305. Posteriormente se colocaron 25 ovocitos
en etapa de blastula media en cada caja Petri con las diferentes concentraciones
para los grupos expuestos y testigo, cada concentracion se realizd por triplicado.
Las placas se colocaron en una incubadora a 22 += 1 °C durante 4 dias, con ciclos
de luz/oscuridad natural. Para detectar alteraciones en el desarrollo embrionario
y/o la muerte de los embriones debido a la exposicion a BP-3, las observaciones
se realizaron a las 12, 24, 48, 72 y 96 h para cada placa y se reportaron los valores
en una hoja de parametros de desarrollo, una vez cumplidas las 96 horas se realizd
la eutanasia a las larvas y se examind cada una en el microscopio estereoscopico
con Zen Blue Zeiss software para identificar malformaciones en el desarrollo,
apoyandose del Atlas de anomalias (Bantle y Sabourin, 1991). Después de haber
realizado todas las observaciones se eliminaron las larvas de acuerdo con las
normas internas relativas a las muestras, y con los datos obtenidos se realizé una
regresion lineal de maxima verosimilitud para calcular la concentracién letal media

(CLso) y la concentracion efectiva de malformacion (CEso) con sus intervalos de
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confianza del 95% (P>0.05), con estos datos se calculd el indice teratogénico (IT)
utilizando la relacién CL50/CE50.

10.2.1 Evaluacion del desarrollo embrionario

De acuerdo con la morfologia visible de los embriones expuestos, se llevé a cabo
la evaluacion de las anomalias estructurales y el retraso en el desarrollo de los
embriones expuestos a BP-3 mediante la comparacion con un embridon de
referencia, segun Zahn et al., 2022. Los factores evaluados fueron: el desarrollo
del intestino, desarrollo cardiaco, desarrollo abdominal, desarrollo cefélico,
desarrollo de la cola, desarrollo de la notocorda, desarrollo facial, desarrollo ocular,
desarrollo del cerebro, pigmentacién ocular y desarrollo del ano. Cada anomalia
fue clasificada y registrada en una hoja de calculo de acuerdo con la concentracién

en la que fue observada.

10.2.2 Analisis estadistico

Cada larva se midid de la cabeza a la cola para determinar las diferencias de
crecimiento, y los valores medios se compararon mediante analisis unidireccional
(ANOVA) y comparaciones multiples de Fisher (P>0.05).

En el ensayo FETAX, la toxicidad aguda se evalué determinando la CLso y la CEso a
las 96 horas y su respectivo limite de confianza (C.L.) al 95% mediante analisis
PROBIT (STATPLUS V. 8.0). Para determinar las diferencias en el nimero de
embriones muertos/malformados y en el crecimiento, se midié cada larva de la
cabeza a la cola, y se compararon los valores medios mediante un analisis
unidireccional (ANOVA) seguida de una prueba post-hoc mediante comparaciones
multiples de Fisher (P>0.05).
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11 RESULTADOS

En el ensayo FETAX, durante la exposicidn a las diferentes concentraciones de BP-
3 (0.063, 0.09, 0.126, 0.17, 0.53, 0.95 y 3.0 mg/L) la mortalidad en Ia
concentraciéon de 3.0 mg/L fue del 52%, la concentracién letal media (CLso) fue de
2.42046 mg/L (IC 95%:1.428-5.723 mg/L), después se calculé que Ila
concentracion efectiva media de malformaciones (CEsp) la cual fue de 0.01684
mg/L (IC 95%: 8.12x7°-0.00518 mg/L).

Tabla 5. Datos de supervivencia, mortalidad y malformaciones en larvas de Xenopus
laevis expuesta benzofenona-3

Concentracion % de % mortalidad %
de BP-3 (mg/L) supervivencia malformados

0 (control) 100 0 0
0.063 84 16 83.33
0.09 92 8 65.21
0.126 78 22 89.74
0.17 81.33 18.66 93.44
0.53 68 32 96.07
0.95 61.33 38.66 97.82

3 48 52 100

Clso: 2.42046 CEsp: 0.01684

IC (1.428-5.723) IC (8.12x79°-0.00518)
IT: 143.733

IC: intervalo de confianza IT: Indice teratogénico
En la tabla 5 se resume la teratogenicidad debida a la exposicién de
concentraciones ambientales relevantes de BP-3. El indice teratogénico se
determind haciendo uso de la relacidn entre la concentracién letal media CLsp y la
concentracién efectiva media para malformaciones CEso.

_ CL50

IT= CE50

Para la toxicidad producida durante el desarrollo y la evaluacién embrionaria se
evalud la toxicidad de la BP-3 a las 96 horas después de la fecundacion de las
larvas de Xenopus laevis a diferentes concentraciones ambientales relevantes. En
el grupo control no se observaron malformaciones, todos los embriones se
desarrollaron de forma normal al final de las 96 horas, sin embargo, en el caso de

las larvas expuestas a las diferentes concentraciones de BP-3 probadas se observod
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que la frecuencia y la gravedad de las malformaciones fueron en aumento con el
incremento de la concentracidon de BP-3 en comparacién con las larvas del grupo

control (Figura 5).

100
90
80
70
60

50

%

40 =@=%mortalidad

30
%malformaciones
20

10

control 0.063 0.09mg/L 0.126 0.17 mg/L 0.53 mg/L 0.95 mg/L 3 mg/L
mg/L mg/L
Concentracion de BP-3 (mg/L)

Figura 5. Tasas de mortalidad y malformaciones en larvas de Xenopus laevis expuestas a
BP-3.

La tasa de eclosiéon de los embriones redujo significativamente en un patrén
dependiente a la concentracion en comparacion del grupo control. La tasa de
mortalidad de las larvas de Xenopus laevis aumentd significativamente cuando se
expusieron a 0.53, 0.95 y 3.0 mg/L de BP-3 a las 96 horas de exposicién. Ademas,
el BP-3 indujo anomalias morfolégicas durante el desarrollo embrionario,
incluyendo retraso en el desarrollo, rotura de la copa Optica, hipopigmentacion
ocular, hemorragia intestinal, modificacion en la estructura de la notocorda,
malformacién severa, fracaso total de desarrollo facial y ocular. Las tasas de
malformacién se observaron con un aumento dependiente de la concentracidn,
teniendo la concentracién mas alta el valor maximo a las 96 h de exposicion (Figura
5 6vy7).
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Figura 6. Curva tiempo-% de respuesta de la eclosién de embriones de Xenopus laevis
expuestos a BP-3.

Las principales malformaciones observadas (Figura 7) fueron: intestino mal
enrollado, malformacion en el ojo, malformaciones axiales (cola doblada y
notocorda), edema cardiaco, malformacion facial, malformacién del ano, edema
abdominal, edema multiple, malformacién del cerebro, malformaciéon cardiaca,

edema facial, blistering, edema éptico, hemorragia y edema cefalico.
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Figura 7. Frecuencia de las principales malformaciones inducidas por la exposicion de

embriones de Xenopus laevis a diferentes concentraciones de BP-3.

Las medidas de la cabeza a la cola de las larvas se muestran en la Figura 8. Las
larvas expuestas a 0.17, 0.53, 0.95 y 3.0 mg/L de BP-3 mostraron una diferencia
de tamafio significativa con respecto al grupo de control. La Concentracién Minima
de BP-3 para Inhibir el Crecimiento (CMIC) de las larvas de Xenopus laevis fue de
0.09 mg/L, obtenida mediante la prueba de comparaciones multiples de Fisher con

un limite de confianza (P>0.05)
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Figura 8. Medida de la cabeza a la cola de larvas de Xenopus laevis expuestas al control
y a BP-3. * significa diferencia significativa con respecto al grupo testigo (P>0.05).

En la tabla 6 se observan las malformaciones severas producidas en larvas de
Xenopus laevis tras 96 horas de exposicion de BP-3. El grupo control mostré un
desarrollo normal hasta las 96 de exposicion. Se presentan imagenes
microscopicas de malformaciones mas representativas en embriones expuestos a
7 diferentes concentraciones ambientalmente relevantes de BP-3, incluyendo
malformacién de la notocorda, malformacién facial, falta de enrollamiento del
intestino, blistering, rotura de la copa O6ptica, malformacion del ano,

hipopigmentacién ocular, edemas cardiaco y abdominal.
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Tabla 6. Malformaciones mas representativas en larvas de Xenopus laevis expuestos a
concentraciones ambientales relevantes de BP-3 a las 96 horas de exposicion.

Concentracion

de BP-3 (mg/L) 96 horas

0

(control)

0.063

0.09

0.126

0.17

0.53
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0.95

3.0

La malformacion en el intestino fue mayor en el grupo expuesto a 3.0 mg/L (100%
de malformaciones) de BP-3, seguido del grupo expuesto a 0.95 mg/L (95.65% de

malformaciones).

El retraso en el desarrollo que se observé principalmente en la estructura de la
notocorda, cola corta y en el enrollamiento del intestino, fue mas frecuente en el

grupo expuesto a 3.0 mg/L y en menor medida en el grupo expuesto a 0.063 mg/L.
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12 DISCUSION DE RESULTADOS

Continuamente los sistemas bioldgicos estan involuntariamente expuestos a
diversos contaminantes emergentes (CE), cuyos efectos pueden ser nocivos en el
ecosistema, por lo que la mayor parte de la investigacidon en ecotoxicologia y la
regulacion quimica se centran en la evaluacién del peligro y riesgo por exposicion
de muchas sustancias que se encuentran en el ambiente debido a que estas en su
mayoria son tdxicas y bioacumulables (Usma et al., 2013). Entre los CE que se
encuentran en los medios acuaticos estan los productos de cuidado personal, en
esta clasificacién encontramos a los filtros solares y entre ellos a la benzofenona-
3 (BP-3) un ingrediente activo que se encuentra en muchos productos de
proteccion solar debido a su capacidad de absorcion de la luz UV-AIL. Debido a sus
propiedades fisicoquimicas se ha comprobado que es dificil su eliminacién en
plantas de tratamiento de aguas residuales, por lo que tienden a bioacumularse en
sedimentos o superficies acuaticas, asimismo también se ha mencionado en
diversos estudios que la BP-3 puede actuar como un disruptor endocrino en
diferentes especies acuadticas, lo que sugiere que posee un impacto ecoldgico
relevante (Liu et al., 2012; Chatzigianni et al., 2022). Por esta razén, para este
estudio se realizd una revisidon de las concentraciones ambientales reportadas, y a
partir de ellas, se seleccionaron las concentraciones utilizadas para evaluar la
toxicidad inducida por exposicién a BP-3 en embriones de Xenopus laevis utilizando
el ensayo FETAX.

Los efectos toxicos evaluados en este estudio fueron la mortalidad, presencia de
malformaciones, inhibicidon del crecimiento y cdlculo de indice teratogénico. En los
resultados observamos que la exposicion a BP-3 disminuye la tasa de eclosidn,
mientras que aumentaban las tasas de mortalidad y malformaciones durante el
desarrollo embrionario de Xenopus laevis, es decir, durante 96 horas de exposicién
(Figura 6). Ademas, se observd que tanto la disminucion de la tasa de eclosién
como el incremento de la mortalidad y malformaciones durante el desarrollo
embrionario son dependientes de la concentracién y el tiempo de exposicion (Figura
5y 6). Se ha demostrado que para evaluar la toxicidad inducida por la exposicién

a toxicos ambientales pueden utilizarse como indicadores los cambios en la
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eclosion, las malformaciones y la mortalidad durante el desarrollo embrionario
(Hoke y Ankley, 2005; Qin y Xu, 2006; Coronado et al., 2008; Fent et al., 2010;
Fort and Mathis, 2018; Pérez et al., 2021). En este trabajo obtuvimos un valor de
ClLsoa las 96 horas de exposicion a BP-3 de 2.42046 mg/L y CEso de malformaciones
de 0.01684 mg/L (Tabla 5). Otros estudios realizados en distintas especies
acuaticas en los que se evalud la toxicidad aguda por exposicion a BP-3 mostraron
una ClLso de 1.67 mg/L (Sieratowicz et al., 2011) y 1.9 mg/L (Fent et al., 2010)
para neonatos de Daphnia magna. Por otra parte, Li (2012) reporta una CLso de
0.9 mg en Dugesia japonica, y, He, Tsui, et al. (2019)reportan una muerte del 5%
de Seriatopora caliendrum expuestos a una concentracién de 1000 pg/L; mientras
que Cahova et al. (2021) reportan que no observaron diferencias significativas en
la mortalidad y malformaciones a una concentracion de 0.1 a 2000 pg/L en Danio
rerio. Aunado a lo anterior, Paredes et al. (2014), reportaron que al exponer a
larvas de Paracentrotus lividus a BP-3 obtuvieron una CEso de 3280 pg/L, una CEso
de 13.87 pg/L en Isochrysis galbana, CEso de 3472.59 pg/L en Mytilus
galloprovincialis, y una CEso de 710.76 ug/L en Siriella armata; mientras que Lee
et al. (2020) obtuvo una CEsg calculada de 3.64 mg/L en Scenedesmus obliquus.
Como puede observarse, los valores reportados de ClLso y CEso en diferentes
especies son variados, sin embargo, concuerdan en que la mayoria se encuentra
en el intervalo de los mg/L, lo cual podria parecer concentraciones altas para el
ambiente, pero, las concentraciones de BP-3 que fueron necesarias para inducir el
50% de muertes (2.42046 mg/L) y el 50% de malformaciones (0.01684 mg/L) en
las larvas de X. laevis en este estudio, y algunos de los referenciados, son menores
a las concentraciones ambientales encontradas en estudios realizados en afluentes
de plantas de tratamiento de aguas residuales de Coslech, en Gales en donde
reportan una concentracion de 3.945 mg/L; y, en aguas residuales no tratadas en
Espafia donde encontraron una concentracién de 8472 mg/L (Kasprzyk et al.,
2009; Cadena et al., 2022).

En los resultados observados en este estudio también se encontrd un retraso en el
desarrollo y distintas anomalias en las larvas dependiendo la concentracién de

exposicién (Figura 7 y Tabla 6). Esto indica que las concentraciones de BP-3
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encontradas en el ambiente pueden causar toxicidad en el desarrollo de embriones
de X. laevis, lo que supone un riesgo toéxico ecoldgico potencial para los

ecosistemas acuaticos.

En el presente estudio se realiz6 el calculo del indice teratogénico (IT= 143.733)
mediante la relacién entre la CLso y CEso obtenidas, dicho calculo muestra que la
exposicidon a BP-3 es mayormente teratogénica para las larvas de X. laevis
expuestas, ya que de acuerdo con lo establecido en la guia ASTM (2019) los valores
de IT > 1.5 son sustancias con potencial teratogénico. Lo anterior fue confirmado
mediante la identificacién de las diferentes malformaciones observadas (intestino
mal enrollado, malformaciéon en el ojo, hipopigmentacién ocular, malformaciones
axiales incluyendo la cola doblada y notocorda, edema cardiaco, malformacion
facial, malformacion del ano, edema abdominal, edema multiple, malformacién del
cerebro, malformaciéon cardiaca, edema facial, blistering, edema Ooptico,
hemorragia y edema cefdlico) durante las 96 horas de exposicién, dichas
malformaciones tuvieron un comportamiento dependiente de la concentracion, es
decir, mientas se incrementaba la concentracién de BP-3 incrementaba la severidad
de las malformaciones al igual que el grado de inhibiciédn del crecimiento (Figuras
5, 7y 8). Cahova et al. (2021) realizaron un estudio de embriotoxicidad en Danio
rerio por exposicion a BP-3 mediante un método modificado del Test de Toxicidad
Aguda en Embriones de Peces (FET)-Directriz 236 de la OCDE, el cual determina la
toxicidad de las sustancias quimicas en las fases embrionarias de los peces, en
dicho estudio se observd un retraso significativo (p<0.01) en la eclosién a una
concentraciéon de 2000 ug/L de BP-3, pero no se observdé una mortalidad
significativa ni malformaciones en el rango de exposicion del filtro solar (0.1-2000
Mg/L). Sin embargo, no se cuenta con mas antecedentes de evaluacién de la
toxicidad inducida por exposicién a BP-3 en los que se evalle la ClLso, CEso y se
obtenga el IT en un mismo organismo acuatico, por lo que no se puede realizar un

contraste de los resultados obtenidos en este trabajo sobre otras especies.

Segun Argemi et al. (2005), las benzofenonas se encuentran en la categoria 3 (sin
datos), grupo lll (nivel bajo de exposicion o ausencia de datos) dentro de los

compuestos industriales enlistados en el censo europeo de DE, por lo que la
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toxicidad inducida por BP-3 puede deberse a su potencial como disruptor endocrino
(DE). Por otra parte, se ha demostrado que el metabolismo de BP-3 en organismos
acuaticos produce dos metabolitos principales, la Benzofenona-1 (BP-1) y la
Benzofenona-8 (BP-8), ambos metabolitos han sido estudiados para evaluar su
efecto téxico en comparacién con BP-3. En uno de sus estudios realizados, Blithgen
et al. (2012) expuso a adultos y embriones de pez cebra a 10-600 ug/L de BP-3
observando que la biotransformacién a BP-1 estd ausente en los embriones de
eleuthero, pero si se lleva a cabo en los adultos de pez cebra, sin embargo, no
obtuvo diferencias significativas en el efecto estrogénico. Asi mismo, Wang et al.
(2023) realizaron un estudio de comparacion de la toxicidad para el desarrollo de
BP-3 y BP-8 en embriones de pez cebra, sus resultados demostraron que BP-8
tiene una mayor bioacumulacion, ademas de producir una menor tasa de eclosion,
anormalidades en el comportamiento y alteraciones en la via de sefializacion, en el
metabolismo de cofactores y vitaminas mediante el cambio metabdlico a
riboflavinas y biosintesis de folato, en cambio la BP-3 alterd la via de interaccién
ligando-receptor neuroactivo al igual que la via metabdlica por via pantotenato y
biosintesis de Co-A el cual es el precedente para la sintesis de acidos grasos y
esteroides, estos resultados pueden relacionarse con los obtenidos en estudios que
demuestran la alteracion en el desarrollo sexual de distintas especies acuaticas.
Por su parte, He, Tsui, et al. (2019) expusieron a dos especies de corales a 0.1-
1000 pg/L de BP-3 y a sus dos metabolitos principales, BP-1 y BP-8, observando
que los metabolitos de BP-3 produjeron un fracaso significativo del asentamiento,
el blanqueamiento y la mortalidad de las larvas de S. caliendrum y P. damicornis,
sugiriendo que dichos efectos pueden deberse al potencial relativo de
bioacumulacion de la BPs (BP-8 > BP-1 =~ BP-3).

Cabe recordar que el FETAX se enfoca en estudiar los efectos tdoxicos inducidos en
el periodo de organogénesis en el cual los organismos se encuentran mas sensibles
y los contaminantes poseen un mayor potencial para inducir anormalidades, asi, si
el contaminante produce algun efecto dafino, este repercute en el desarrollo de
organos y tejidos (Aranzazu Taborda et al., 2012). Algunos estudios

experimentales han permitido la evaluacion del impacto que tiene la exposicidon a
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toxicos en peces, asi como los efectos en su desarrollo, observando efectos como
el retraso en el desarrollo y maduracion de ovocitos, incremento de atresia
folicular, alta mortalidad, deposito anormal y formacidon de vitelo en los ovocitos
(Mills y Chichester, 2005),

En la mayoria de los estudios que han sido realizados para la evaluacién de la
toxicidad inducida por BP-3 en organismos acuaticos se han utilizado como
bioindicadores a peces, algas, corales, moluscos, crustaceos y equinodermos,
ademas se han enfocado en realizar ensayos de inmovilizacidn, inhibicién de
crecimiento, ensayos de reproduccidon y de expresion de genes (Coronado et al.,
2008; Bluthgen et al., 2012; Li, 2012; Kinnberg et al., 2015), en los cuales se ha
observado un decremento en la expresion de genes en el cerebro, testiculos,
higado, ovarios, afeccién en la maduracién de las gdnadas, bioacumulacion,
reduccidn significativa en el nUmero de ovocitos puestos, fecundados y erosionados
en diferentes especies acuaticas (Coronado et al., 2008; Blathgen et al., 2012; Li,
2012; Kim y Choi, 2014), demostrando asi el efecto estrogénico que la BP-3
produce sobre especies acuaticas. Sin embargo, los organismos acuaticos difieren
en algunos aspectos de la fisiologia reproductiva, los cuales pueden causar una

respuesta distinta a los disruptores endocrinos (Mills y Chichester, 2005).

La principal funcion de los estrégenos en el organismo es regular el desarrollo,
mantenimiento y la funcion del sistema reproductor en hembras y machos (Ramirez
et al., 2015), los disruptores endocrinos (DE) interrumpen el desarrollo normal por
interferencias en la sintesis, produccion, transporte, union o eliminacidon de las
hormonas que estan presentes en el organismo, las cuales controlan en desarrollo
cerebral y otros sistemas en 6rganos, las consecuencias se manifiestan de manera
predominante en los embriones porque interfieren durante el desarrollo
embrionario (Falero Morején et al., 2005; Marquez y Alvarez, 2012 Arias et al.,
2020). Por medio de estudios de laboratorio se ha demostrado que los DE en el
medio ambiente acuatico pueden interferir de forma negativa en la reproduccién y

desarrollo de varias especies acuaticas (Mills y Chichester, 2005).

Las consecuencias por exposicién a un DE en peces suele ser la modificacion de la

funcién tiroidea, el decremento en la fertilidad, el descenso en el éxito en la
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incubacién, anomalias morfoldgicas, alteraciones metabdlicas y feminizacion,
demostradas tanto en estudios en afluentes, estuarios y en trabajos
experimentales dentro de un laboratorio (Mills y Chichester, 2005), por lo que los
resultados obtenidos en nuestro estudio, como son la disminuciéon en la tasa de
eclosién, el aumento de mortalidad embrionaria, la malformacién de los embriones
y la inhibicién de crecimiento pueden deberse al efecto estrogénico que la BP-3 ha
demostrado tener en otros estudios sobre organismos acuaticos (Coronado et al.,
2008; Kim et al., 2014; Kinnberg et al., 2015).
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13 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la exposicién a bajas
concentraciones BP-3 produce alteraciones morfoldgicas durante el desarrollo
embrionario tales como las malformaciones axiales, faciales, cerebrales, cardiacas
y Opticas, ademas, también produce embriotoxicidad reflejada en la disminucién
de eclosion de los oocitos en embriones de Xenopus laevis. Los efectos
teratogénicos y embriotéxicos aumentaron en frecuencia y gravedad de forma
dependiente al tiempo y concentracién de exposicion, ademas los efectos
teratogénicos nos son temporales sino permanentes. Cabe destacar que la BP-3
trae consigo de forma involuntaria la exposicidon a sus metabolitos (BP-1 y BP-8),
de los cuales algunos estudios han sugerido que presentan un riesgo mayor o igual

al de la BP-3 en el ecosistema.

Estudios anteriores a este trabajaron con concentraciones de BP-3 de acuerdo con
los registros ambientales de ese momento, sin embargo, dichas concentraciones
han aumentado significativamente en los ultimos afios debido su demanda actual,
por lo que se sugiere realizar nuevos estudios que evallen la disposicién y los
efectos de las concentraciones ambientales actuales de BP-3, asi como de sus
metabolitos, con la finalidad de verificar estas conclusiones debido a que estos
resultados pueden mostrar un breve panorama del impacto ecoldgico que puede

producir la presencia de este filtro solar en el ambiente.

En el ecosistema, debido a su uso en productos de cuidado personal, la BP-3 y sus
metabolitos derivados de la biotransformacién son de importancia ecotéxica, de
modo que es importante realizar estudios en lo que se evallan los efectos toxicos
que inducen estos compuestos en diferentes organismos acuaticos con el fin de
demostrar el riesgo que estas sustancias pueden producir en el deterioro
reproductivo debido a que son disruptores endocrinos, por lo que su presencia
puede ocasionar un impacto ecoldgico relevante sobre la sostenibilidad del
ecosistema acuatico. Debido a la falta de informacion sobre la toxicidad del BP-3 y
las concentraciones presentes en diversos efluentes, se sugiere continuar con la

evaluacion del riesgo ambiental producido por este contaminante emergente y sus
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metabolitos activos, lo que puede llegar a presentarse como un desafio de

investigacion ante la sociedad cientifica.
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15 ANEXOS

Malformaciones de las larvas expuestas a 0.063 mg/L de BP-3 durante

96 horas.

Figura 1. Larva de rana Xenopus laevis, 9.951

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 2. Larva de rana Xenopus laevis, 9.394
mm, con el intestino mal enrollado, malformacion
en notocorda y edema multiple (abdominal,

cardiaco, cefalico y facial).

Figura 3. Larva de rana Xenopus laevis, 9.833

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 4. Larva de rana Xenopus laevis, 9.719
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformaciéon de la notocorda.

Figura 5. Larva de rana Xenopus laevis, 9.664
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacion en la notocorda.

Figura 6. Larva de rana Xenopus laevis, 10.183

mm, sin malformaciones aparentes.
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Figura 7. Larva de rana Xenopus laevis, 9.811
mm, con el intestino mal enrollado, malformacién

facial e hipopigmentacion ocular.

Figura 8. Larva de rana Xenopus laevis, 10.088

mm, con malformacioén en la notocorda.

Figura 9. Larva de rana Xenopus laevis, 9.488
mm, con el intestino mal enrollado, edema

craneoencefalico y malformacién facial.

Figura 10. Larva de rana Xenopus laevis, 8.363
mm, con el intestino mal enrollado, malformacién

en cola y notocorda.

Figura 11. Larva de rana Xenopus laevis, 8.840
mm, con flexion lateral y dorsal de la cola como
producto de una malformacién en la notocorda y el

intestino mal enrollado.

Figura 12. Larva de rana Xenopus laevis, 10.108
mm, con edema cardiaco y el intestino mal

enrollado.
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Figura 13. Larva de rana Xenopus laevis, 9.907
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacién en la notocorda.

Figura 14. Larva de rana Xenopus laevis, 10.119
mm, con flexidon ventral de la cola como producto

de una malformacién en la notocorda.

Figura 15. Larva de rana Xenopus laevis, 9.669

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 16. Larva de rana Xenopus laevis, 10.138
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacion en la notocorda.

Figura 17. Larva de rana Xenopus laevis, 9.552
mm, con el intestino mal enrollado y flexion lateral
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda.

Figura 18. Larva de rana Xenopus laevis, 10.066
mm, con anormalidad en la punta de la cola,
flexion lateral de la cola como producto de una
malformacién de la notocorda y el intestino mal

enrollado.
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Figura 19. Larva de rana Xenopus laevis, 9.813

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 20. Larva de rana Xenopus laevis, 9.433
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacién en la notocorda.

Figura 21. Larva de rana Xenopus laevis, 9.757

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 22. Larva de rana Xenopus laevis, 9.272

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 23. Larva de rana Xenopus laevis, 10.060

mm, con malformacién en la punta de la cola.

Figura 24. Larva de rana Xenopus laevis, 9.108

mm, con el intestino mal enrollado.
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Figura 25. Larva de rana Xenopus laevis, 9.624
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacién en notocorda.

Figura 26. Larva de rana Xenopus laevis, 9.974
mm, con el intestihno mal enrollado e

hipopigmentacion ocular.

Figura 27. Larva de rana Xenopus laevis, 9.853
mm, con malformaciéon en la punta de la cola e

hipopigmentacién ocular.

Figura 28. Larva de rana Xenopus laevis, 9.722
mm, con malformaciéon en la punta de la cola e

hipopigmentacién ocular.

Figura 29. Larva de rana Xenopus laevis, 10.173
mm, con malformaciéon en la punta de la cola y
flexion lateral de la cola como producto de una

malformacion en notocorda.

Figura 30. Larva de rana Xenopus laevis, 9.366

mm, con hipopigmentacién ocular.
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Figura 31. Larva de rana Xenopus laevis, 8.645
mm, con el intestino mal enrollado y malformacion

en la cola.

Figura 32. Larva de rana Xenopus laevis, 9.928
mm, con edema multiple (abdominal, facial,

cardiaco y ocular) y el intestino mal enrollado.

Figura 33. Larva de rana Xenopus laevis, 9.458

mm, con malformacién en la punta de la cola.

Figura 34. Larva de rana Xenopus laevis, 10.115
mm, con el intestino mal enrollado, flexion dorsal
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda e hipopigmentacion ocular.

Figura 35. Larva de rana Xenopus laevis, 9.419
mm, con el intestino mal enrollado e

hipopigmentacién ocular.

Figura 36. Larva de rana Xenopus laevis, 10.095
mm, con flexién ventral de la cola como producto

de una malformacion en la notocorda.
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Figura 37. Larva de rana Xenopus laevis, 8.847
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacion en la notocorda y el intestino

mal enrollado.

Figura 38. Larva de rana Xenopus laevis, 8.756

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 39. Larva de rana Xenopus laevis, 9.594

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 40. Larva de rana Xenopus laevis, 8.989
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién en la notocorda e intestino

mal enrollado.

Figura 41. Larva de rana Xenopus laevis, 9.892

mm, con edema severo (cardiaco y facial).

Figura 42. Larva de rana Xenopus laevis, 9.944

mm, con edema cardiaco.
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Malformaciones de las larvas expuestas a 0.09 mg/L de BP-3 durante 96

horas.

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 2. Larva de rana Xenopus

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 3. Larva de rana Xenopus

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 4. Larva de rana Xenopus

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 5. Larva de rana Xenopus

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 6. Larva de rana Xenopus

mm, sin malformaciones aparentes.

laevis,

laevis,

laevis,

laevis,

laevis,

Figura 1. Larva de rana Xenopus laevis, 8.074

8.762

7.362

7.587

7.731

8.639
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Figura 7. Larva de rana Xenopus laevis, 7.421
mm, con malformacién facial e hipopigmentacion

ocular.

Figura 8. Larva de rana Xenopus laevis, 7.289
mm, con falta de enrollamiento del intestino y
edema multiple (cardiaco y abdominal) e

hipopigmentacidn ocular.

Figura 9. Larva de rana Xenopus laevis, 7.628
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo

derecho.

Figura 10. Larva de rana Xenopus laevis, 7.760

mm, con rotura de la copa éptica en el ojo derecho.

Figura 11. Larva de rana Xenopus laevis, 7.986

mm, edema cardiaco.

Figura 12. Larva de rana Xenopus laevis, 6.589
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
malformacién facial, rotura de la copa 6ptica en el

ojo derecho y edema abdominal.
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y cara.

Figura 13. Larva de rana Xenopus laevis, 8.104

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 14. Larva de rana Xenopus laevis, 7.918

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 15. Larva de rana Xenopus laevis, 7.740

mm, con rotura de la copa 6ptica en el ojo derecho.

Figura 16. Larva de rana Xenopus laevis, 7.516
mm, con el intestino mal enrollado, edema
cardiaco, rotura de la copa Optica en el ojo

derecho, malformacién facial y de la notocorda.

Figura 17. Larva de rana Xenopus laevis, 7.853

mm, con rotura de la copa éptica en el ojo derecho.

Figura 18. Larva de rana Xenopus laevis, 5.061
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal),
malformacién de notocorda y cola, malformacion

severa con fracaso total del desarrollo del cerebro
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Figura 19. Larva de rana Xenopus laevis, 8.066

mm, con edema cardiaco.

Figura 20. Larva de rana Xenopus laevis, 7.854

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 21. Larva de rana Xenopus laevis, 8.102

mm, con edema cardiaco.

Figura 22. Larva de rana Xenopus laevis, 7.955

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 23. Larva de rana Xenopus laevis, 8.087

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 24. Larva de rana Xenopus laevis, 8.113

mm, sin malformaciones aparentes.
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y cara.

Figura 25. Larva de rana Xenopus laevis, 7.484
mm, con rotura de la copa éptica en el ojo derecho

y el intestino mal enrollado.

Figura 26. Larva de rana Xenopus laevis, 6.693
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal),
malformacién de notocorda y cola, malformacion

severa con fracaso total del desarrollo del cerebro

Figura 27. Larva de rana Xenopus laevis, 7.780

mm, con hipopigmentaciéon ocular.

Figura 28. Larva de rana Xenopus laevis, 7.331
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacién en notocorda.

Figura 29. Larva de rana Xenopus laevis, 7.638

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 30. Larva de rana Xenopus laevis, 7.383
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacién de la notocorda.
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Figura 31. Larva de rana Xenopus laevis, 8.050

mm, con rotura de la copa éptica en el ojo derecho.

Figura 32. Larva de rana Xenopus laevis, 7.541
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo

derecho.

Figura 33. Larva de rana Xenopus laevis, 7.602

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 34. Larva de rana Xenopus laevis, 7.962
mm, con rotura de la copa Odptica en el ojo

izquierdo.

Figura 35. Larva de rana Xenopus laevis, 7.854

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 36. Larva de rana Xenopus laevis, 6.747
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
malformacién del ano y rotura de la copa dptica en

el ojo derecho.
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Figura 37. Larva de rana Xenopus laevis, 7.893

mm, con edema cardiaco.

Figura 38. Larva de rana Xenopus laevis, 7.500
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda e

hipopigmentacion ocular.

Figura 39. Larva de rana Xenopus laevis, 7.973

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 40. Larva de rana Xenopus laevis, 7.468

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 41. Larva de rana Xenopus laevis, 7.526

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 42. Larva de rana Xenopus laevis, 7.782

mm, sin malformaciones aparentes.
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Figura 43. Larva de rana Xenopus laevis, 7.349
mm, con el intestino mal enrollado e

hipopigmentacion ocular.

Figura 44. Larva de rana Xenopus laevis, 7.473

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 45. Larva de rana Xenopus laevis, 7.499

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 46. Larva de rana Xenopus laevis, 7.446

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 47. Larva de rana Xenopus laevis, 7.825
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo

derecho.

Figura 48. Larva de rana Xenopus laevis, 7.830

mm, sin malformaciones aparentes.
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Figura 49. Larva de rana Xenopus laevis, 6.561
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa optica en el ojo derecho, malformacion

facial y en la notocorda.
Figura 50. Larva de rana Xenopus laevis, 7.385

mm, con malformacién de la notocorda.

Figura 51. Larva de rana Xenopus laevis, 7.950

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 52. Larva de rana Xenopus laevis, 7.440

mm, con hipopigmentacién ocular.

Figura 53. Larva de rana Xenopus laevis, 7.588
mm, con el intestino mal enrollado y rotura de la

copa Optica en el ojo derecho.

Figura 54. Larva de rana Xenopus laevis, 7.963

mm, con edema cardiaco.
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Figura 55. Larva de rana Xenopus laevis, 7.904

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 56. Larva de rana Xenopus laevis, 7.346
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo

derecho.

Figura 57. Larva de rana Xenopus laevis, 6.800
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa dptica en el ojo derecho y malformacion

facial.

Figura 58. Larva de rana Xenopus laevis, 7.648

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 59. Larva de rana Xenopus laevis, 7.582

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 60. Larva de rana Xenopus laevis, 8.065

mm, con edema cardiaco.
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Figura 61. Larva de rana Xenopus laevis, 7.928
mm, con el intestino mal enrollado, flexion lateral
de la cola como producto de una malformacion de

la notocorda y malformacion craneofacial.

Figura 62. Larva de rana Xenopus laevis, 7.722

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 63. Larva de rana Xenopus laevis, 8.622
mm, con el intestino mal enrollado y flexion lateral
de la cola como producto de una malformacion de

la notocorda.

Figura 64. Larva de rana Xenopus laevis, 8.062
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacién de la notocorda.

Figura 65. Larva de rana Xenopus laevis, 8.176

mm, con edema cardiaco.

Figura 66. Larva de rana Xenopus laevis, 7.455
mm, con rotura severa de la copa 6ptica en ambos

ojos.
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Figura 67. Larva de rana Xenopus laevis, 7.922

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 68. Larva de rana Xenopus laevis, 7.744

mm, con rotura de la copa éptica en el ojo derecho.

Figura 69. Larva de rana Xenopus laevis, 7.852

mm, con edema cardiaco.
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Malformaciones de las larvas expuestas a 0.126 mg/L de BP-3 durante
96 horas.

Figura 1. Larva de rana Xenopus laevis, 9.978
mm, con el intestino mal enrollado e

hipopigmentacion ocular.

Figura 2. Larva de rana Xenopus laevis, 9.798
mm, con flexién dorsal de la cola como producto

de una malformacién de la notocorda.

Figura 3. Larva de rana Xenopus laevis, 9.926 mm, con
flexion lateral severa de la cola como producto de una

malformacion de la notocorda.

Figura 4. Larva de rana Xenopus laevis, 9.653
mm, con flexidn dorsal de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda y el intestino

mal enrollado.

Figura 5. Larva de rana Xenopus laevis, 8.795
mm, con edema multiple (cardiaco, ocular y facial)

y malformacién de la notocorda.

Figura 6. Larva de rana Xenopus laevis, 10.067

mm, con malformacién craneofacial.
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Figura 7. Larva de rana Xenopus laevis, 9.617

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 8. Larva de rana Xenopus laevis, 10.266

mm, con malformacidn craneofacial.

Figura 9. Larva de rana Xenopus laevis, 9.742
mm, con edema cardiaco y flexién dorsal de la cola
como producto de una malformacion de la

notocorda.

Figura 10. Larva de rana Xenopus laevis, 9.541
mm, con el intestino mal enrollado y malformacion

craneofacial.

Figura 11. Larva de rana Xenopus laevis, 9.819
mm, con hipopigmentacion ocular, flexién dorsal
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda y el intestino mal enrollado.

Figura 12. Larva de rana Xenopus laevis, 9.965
mm, con hipopigmentacién ocular, malformacion
craneofacial, ligera flexién dorsal de la cola flexién
producto de una malformacion de la notocorda y

edema cardiaco.
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Figura 13. Larva de rana Xenopus laevis, 9.778

mm, malformaciéon craneofacial.

Figura 14. Larva de rana Xenopus laevis, 7.957
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco, abdominal y facial),
malformacién cardiaca, severa flexidén ventral de la

cola como producto de una malformacién de la

notocorda, malformacion severa con fracaso total del desarrollo del cerebro y cara

con fallo completo en el desarrollo ocular.

Figura 15. Larva de rana Xenopus laevis, 9.611
mm, con el intestino mal enrollado e

hipopigmentacion ocular.

Figura 16. Larva de rana Xenopus laevis, 10.866

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 17. Larva de rana Xenopus laevis, 7.832
mm, con malformacién craneofacial y de la

notocorda.

Figura 18. Larva de rana Xenopus laevis, 9.636
mm, con flexién lateral de la cola producida por un
mal desarrollo de la notocorda, hipopigmentacion

ocular y malformacién craneofacial.
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Figura 19. Larva de rana Xenopus laevis, 9.339
mm, con edema multiple (cardiaco y abdominal),
flexion dorsal de la cola debido a una malformacion
de la notocorda, malformacién en la punta de la

cola, malformacién severa con fracaso en el

desarrollo del cerebro y cara, fallo del desarrollo ocular y malformacion
craneofacial.

Figura 20. Larva de rana Xenopus laevis, 9.725
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda vy

malformacion craneofacial.

Figura 21. Larva de rana Xenopus laevis, 9.257

mm, con malformacion del ano.

Figura 22. Larva de rana Xenopus laevis, 10.010
mm, con flexidn dorsal de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda y edema

cardiaco.

Figura 23. Larva de rana Xenopus laevis, 10.021
mm, con hipopigmentacién ocular, flexién lateral
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda y el intestino mal enrollado.

Figura 24. Larva de rana Xenopus laevis, 9.708
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacién de la notocorda.
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Figura 25. Larva de rana Xenopus laevis, 10.272
mm, con el intestino mal enrollado y edema

multiple (facial, ocular y abdominal).

Figura 26. Larva de rana Xenopus laevis, 9.772

mm, con malformacién en la punta de la cola.

Figura 27. Larva de rana Xenopus laevis, 9.549

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 28. Larva de rana Xenopus laevis, 9.886
mm, con malformacion de la notocorda y punta de

la cola.

Figura 29. Larva de rana Xenopus laevis, 8.462
mm, con el intestino mal enrollado,
hipopigmentacion ocular, edema cardiaco y ligera

malformacion de la notocorda.

Figura 30. Larva de rana Xenopus laevis, 9.325

mm, sin malformacion aparente.
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Figura 31. Larva de rana Xenopus laevis, 10.925
mm, con el intestino mal enrollado, flexion ventral
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda y malformacién en la punta de la cola.

Figura 32. Larva de rana Xenopus laevis, 9.985

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 33. Larva de rana Xenopus laevis, 10.124
mm, con el intestino mal enrollado y flexion lateral
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda.

Figura 34. Larva de rana Xenopus laevis, 9.913

mm, malformacion craneofacial.

Figura 35. Larva de rana Xenopus laevis, 10.060
mm, con el intestino mal enrollado y flexion lateral
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda.

Figura 36. Larva de rana Xenopus laevis, 9.696

mm, con el intestino mal enrollado.
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Figura 37. Larva de rana Xenopus laevis, 8.895
mm, con el intestino mal enrollado, malformacion
craneofacial, edema multiple (facial, abdominal y

cardiaco) y malformacién de notocorda.

Figura 38. Larva de rana Xenopus laevis, 10.159
mm, con el intestino mal enrollado y ligera flexion
lateral de la cola como producto de wuna

malformacion de la notocorda.

Figura 39. Larva de rana Xenopus laevis, 9.759
mm, con hipopigmentacién ocular y flexién lateral
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda.
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Malformaciones de las larvas expuestas a 0.17 mg/L de BP-3 durante 96

horas.

Figura 1. Larva de rana Xenopus laevis, 8.166

mm, con hipopigmentacién ocular.

Figura 2. Larva de rana Xenopus laevis, 7.912
mm, con rotura de la copa 6ptica en el ojo derecho,
intestino mal enrollado, flexién lateral de la cola
como producto de una malformacién de la
notocorda y malformacion del ano.

Figura 3. Larva de rana Xenopus laevis, 7.671
mm, con el intestino mal enrollado y malformacion

de la notocorda.

Figura 4. Larva de rana Xenopus laevis, 7.397
mm, con hipopigmentacién ocular, flexidén lateral
de la cola como producto de una malformacién de
la notocorda, edema cardiaco y con el intestino mal
enrollado.

Figura 5. Larva de rana Xenopus laevis, 7.945
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda y el intestino

mal enrollado.

Figura 6. Larva de rana Xenopus laevis, 7.633
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo
izquierdo y flexion lateral de la cola como producto

de una malformacion de la notocorda.
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Figura 7. Larva de rana Xenopus laevis, 8.041
mm, con edema cardiaco y el intestino mal

enrollado.

Figura 8. Larva de rana Xenopus laevis, 7.822
mm, con rotura de la copa O6ptica en el ojo
izquierdo, el intestino mal enrollado y flexion
lateral de Ila cola como producto de wuna

malformacion de la notocorda.

Figura 9. Larva de rana Xenopus laevis, 7.924
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacion de la notocorda y el intestino

mal enrollado.

Figura 10. Larva de rana Xenopus laevis, 7.170

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 11. Larva de rana Xenopus laevis, 7.537
mm, con rotura de la copa 6ptica en el ojo derecho,

edema cardiaco y el intestino mal enrollado.

Figura 12. Larva de rana Xenopus laevis, 8.547

mm, sin malformaciones aparentes.
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Figura 13. Larva de rana Xenopus laevis, 8.212
mm, con el intestino mal enrollado e

hipopigmentacion ocular.

Figura 14. Larva de rana Xenopus laevis, 7.722

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 15. Larva de rana Xenopus laevis, 8.105

mm, con edema cardiaco y malformacién de ojo.

Figura 16. Larva de rana Xenopus laevis, 5.951
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema mdltiple (cardiaco y abdominal),
malformacién cardiaca, flexién ventral y dorsal

debido a una malformaciéon de la notocorda,

malformacién severa con fracaso total del desarrollo del cerebro y cara, fallo en el

desarrollo ocular con rotura severa de la copa 6ptica, malformacion del ano y

blistering en la linea dorsal media y en la zona ventral cerca del ano.

Figura 17. Larva de rana Xenopus laevis, 8.038
mm, con edema cardiaco, malformacién facial y el

intestino mal enrollado.
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Figura 18. Larva de rana Xenopus laevis, 7.843
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo
derecho, malformacidon de la notocorda, edema

cardiaco y el intestino mal enrollado.

Figura 19. Larva de rana Xenopus laevis, 7.964
mm, con hipopigmentacién ocular y malformacion

de la notocorda.

Figura 20. Larva de rana Xenopus laevis, 7.727
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacion de la notocorda y el intestino

mal enrollado.

Figura 21. Larva de rana Xenopus laevis, 7.368

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 22. Larva de rana Xenopus laevis, 7.726

mm, con edema multiple (craneofacial y cardiaco).

Figura 23. Larva de rana Xenopus laevis, 8.024

mm, con el intestino mal enrollado, malformacion

‘“ craneofacial y del ojo.
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Figura 24. Larva de rana Xenopus laevis, 7.635
mm, con edema cardiaco y el intestino mal

enrollado.

Figura 25. Larva de rana Xenopus laevis, 7.654
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacion de la notocorda, edema

cardiaco y el intestino mal enrollado.

Figura 26. Larva de rana Xenopus laevis, 8.291
mm, con edema cardiaco y el intestino mal

enrollado.

Figura 27. Larva de rana Xenopus laevis, 7.407

mm, con hipopigmentacién ocular.

Figura 28. Larva de rana Xenopus laevis, 7.509
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo

derecho.

Figura 29. Larva de rana Xenopus laevis, 7.209
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda y rotura de

la copa Optica en ambos ojos.
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Figura 30. Larva de rana Xenopus laevis, 7.753
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo

izquierdo.

Figura 31. Larva de rana Xenopus laevis, 7.637
mm, con hipopigmentacién ocular, edema cardiaco

y el intestino mal enrollado.

Figura 32. Larva de rana Xenopus laevis, 7.791

mm, con rotura de la copa 6ptica en el ojo derecho.

Figura 33. Larva de rana Xenopus laevis, 7.874
mm, con hipopigmentacién ocular, edema cardiaco

y el intestino mal enrollado.

Figura 34. Larva de rana Xenopus laevis, 7.225
mm, con rotura de la copa Optica en el ojo

izquierdo y edema cardiaco.

Figura 35. Larva de rana Xenopus laevis, 8.165

mm, con el intestino mal enrollado.
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Figura 36. Larva de rana Xenopus laevis, 7.239
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacion de la notocorda.

Figura 37. Larva de rana Xenopus laevis, 8.838
mm, con rotura de la copa éptica en el ojo derecho

y el intestino mal enrollado.

Figura 38. Larva de rana Xenopus laevis, 7.812

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 39. Larva de rana Xenopus laevis, 8.248

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 40. Larva de rana Xenopus laevis, 7.489
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacion de la notocorda.

Figura 41. Larva de rana Xenopus laevis, 4.589
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
malformacién cardiaca, con la parte distal de la

cola flexionada ventral y dorsalmente como

producto de un mal desarrollo de la notocorda,
malformacién severa con fracaso total del desarrollo del cerebro y cara, fallo

completo en el desarrollo ocular y hemorragia intestinal.
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Figura 42. Larva de rana Xenopus laevis, 7.892

mm, con hipopigmentacién ocular.

Figura 43. Larva de rana Xenopus laevis, 7.275

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 44. Larva de rana Xenopus laevis, 7.351

mm, con hipopigmentacion ocular.

Figura 45. Larva de rana Xenopus laevis, 8.352
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda y el intestino

mal enrollado.

Figura 46. Larva de rana Xenopus laevis, 7.702
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda y mal

enrollamiento del intestino.

Figura 47. Larva de rana Xenopus laevis, 8.095

mm, sin malformaciones aparentes.
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Figura 48. Larva de rana Xenopus laevis, 6.863
mm, con rotura severa de la copa Optica en ambos

ojos y el intestino mal enrollado.

Figura 49. Larva de rana Xenopus laevis, 7.995
mm, con rotura de la copa Optica en el ojo

izquierdo e hipopigmentacion ocular.

Figura 50. Larva de rana Xenopus laevis, 7.024
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa Optica en el ojo derecho y edema

cardiaco.

Figura 51. Larva de rana Xenopus laevis, 8.432
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacidon de la notocorda y edema

cardiaco.

Figura 52. Larva de rana Xenopus laevis, 7.688
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacion de la notocorda.

Figura 53. Larva de rana Xenopus laevis, 7.253
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa dptica en el ojo izquierdo, flexion lateral
de la cola como producto de una malformacién de

la notocorda y edema cardiaco.
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Figura 54. Larva de rana Xenopus laevis, 6.586
mm, con el intestino mal enrollado,
hipopigmentacidn ocular, rotura severa de la copa
Optica de ambos o0jos, edema cardiaco,
malformacién craneofacial y del ano.

Figura 55. Larva de rana Xenopus laevis, 8.089

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 56. Larva de rana Xenopus laevis, 7.438
mm, con rotura severa de la copa 6ptica del ojo

derecho e hipopigmentacién ocular.

Figura 57. Larva de rana Xenopus laevis, 7.916
mm, con flexidon ventral de la cola como producto
de una malformacion de la notocorda y edema

cardiaco.

Figura 58. Larva de rana Xenopus laevis, 8.267
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda y el intestino

mal enrollado.

Figura 59. Larva de rana Xenopus laevis, 7.854
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacion de la notocorda y edema

cardiaco.
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Figura 60. Larva de rana Xenopus laevis, 7. 470
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacion de la notocorda, rotura
severa de la copa Optica del ojo izquierdo e
hipopigmentacion ocular.

Figura 61. Larva de rana Xenopus laevis, 7.462
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo
derecho, edema cardiaco y malformacion

craneofacial.
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Malformaciones de las larvas expuestas a 0.53 mg/L de BP-3 durante 96

horas.

Figura 1. Larva de rana Xenopus laevis, 6.310
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), flexion

dorsal de la cola como producto de wuna

malformacién de la notocorda, hipopigmentacion

ocular, blistering en la linea dorsal media, malformacion facial y del ano.

Figura 2. Larva de rana Xenopus laevis, 7.563
mm, con el intestino mal enrollado y edema

cardiaco.

Figura 3. Larva de rana Xenopus laevis, 8.181
mm, con el intestino mal enrollado y edema

cardiaco.

Figura 4. Larva de rana Xenopus laevis, 7.593
mm, con hipopigmentacion ocular y edema

cardiaco.

Figura 5. Larva de rana Xenopus laevis, 6.802
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa oOptica en el o0jo izquierdo,

hipopigmentacion  ocular, edema  multiple

(cardiaco y abdominal) y malformacion en la punta

de cola.
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Figura 6. Larva de rana Xenopus laevis, 8.923
mm, con rotura de la copa Optica en el ojo
izquierdo, hipopigmentacion ocular y edema

cardiaco.

Figura 7. Larva de rana Xenopus laevis, 7.580
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda, rotura de la
copa 6ptica en el ojo izquierdo e hipopigmentacion
ocular.

Figura 8. Larva de rana Xenopus laevis, 7.967
mm, con rotura de la copa Optica en el ojo

izquierdo y malformacién de la notocorda.

Figura 9. Larva de rana Xenopus laevis, 8.103
mm, con el intestino mal enrollado y edema

cardiaco.

Figura 10. Larva de rana Xenopus laevis, 8.015

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 11. Larva de rana Xenopus laevis, 6.547
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
hipopigmentacion ocular, malformacion facial y del

ano.
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Figura 12. Larva de rana Xenopus laevis, 7.943
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacion de la notocorda,
hipopigmentaciéon ocular, edema cardiaco y el
intestino mal enrollado.

Figura 13. Larva de rana Xenopus laevis, 7.849
mm, malformacidon de notocorda y el intestino mal

enrollado.

Figura 14. Larva de rana Xenopus laevis, 6.969
mm,  con el intestino mal enrollado,
hipopigmentacidon ocular, malformacién facial y

rotura severa de la copa optica en ambos 0jos.

Figura 15. Larva de rana Xenopus laevis, 7.944
mm, con hipopigmentacién ocular y malformacién

facial.

Figura 16. Larva de rana Xenopus laevis, 6.664
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
flexion dorsal debido a una malformacién de la
notocorda, malformacion facial e
hipopigmentacion ocular.

Figura 17. Larva de rana Xenopus laevis, 8.173

mm, sin malformaciones aparentes.
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Figura 18. Larva de rana Xenopus laevis, 8.361

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 19. Larva de rana Xenopus laevis, 7.746
mm, con hipopigmentacion ocular, el intestino mal

enrollado y edema cardiaco.

Figura 20. Larva de rana Xenopus laevis, 6.812
mm, falta de enrollamiento del intestino,
hipopigmentacion ocular, malformacion facial, de

la notocorda y del ano.

Figura 21. Larva de rana Xenopus laevis, 7.657
mm, hipopigmentacidon ocular y malformacién de

la notocorda y ano.

Figura 22. Larva de rana Xenopus laevis, 8.855

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 23. Larva de rana Xenopus laevis, 7.406
mm, con el intestino mal enrollado, malformacion
facial, hipopigmentacion ocular y rotura de la copa

optica en el ojo derecho.
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mal enrollado.

Figura 24. Larva de rana Xenopus laevis, 8.094

mm, con hipopigmentacion ocular.

Figura 25. Larva de rana Xenopus laevis, 7.069
mm, con el intestino mal enrollado,
hipopigmentacion ocular vy malformacion

craneofacial.

Figura 26. Larva de rana Xenopus laevis, 7.563
mm, con malformacion facial, hipopigmentacién
ocular, flexion lateral de la cola como producto de
una malformacion de la notocorda, falta de cierre

de la fisura coroidea del ojo izquierdo y el intestino

Figura 27. Larva de rana Xenopus laevis, 7.200
mm, con malformacién facial, rotura de la copa
Optica en el ojo derecho e hipopigmentacion
ocular, edema cardiaco y el intestino mal
enrollado.

Figura 28. Larva de rana Xenopus laevis, 7. 144
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa dptica en ambos ojos, malformacion

facial y de la notocorda.

Figura 29. Larva de rana Xenopus laevis, 7.037
mm, con rotura de la copa Optica en el ojo
izquierdo, el intestino mal enrollado vy

malformacion facial.
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Figura 30. Larva de rana Xenopus laevis, 7.925

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 31. Larva de rana Xenopus laevis, 7.687
mm, con flexion lateral de la cola como producto
de una malformacién de la notocorda e

hipopigmentacion ocular.

Figura 32. Larva de rana Xenopus laevis, 7.315
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo

derecho y edema cardiaco.

Figura 33. Larva de rana Xenopus laevis, 7.401

mm, con el intestino mal enrollado.

Figura 34. Larva de rana Xenopus laevis, 6.873
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
hipopigmentacion ocular, malformacién facial,
rotura severa de la capa Optica en el ojo izquierdo
y edema abdominal.

Figura 35. Larva de rana Xenopus laevis, 7.546
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo
derecho, edema cardiaco, malformacion facial y

del ano.
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Figura 36. Larva de rana Xenopus laevis, 6.855
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa o6ptica en el ojo derecho, malformacion

facial, del ano y de la notocorda.

Figura 37. Larva de rana Xenopus laevis, 7.860
mm, con malformacién de cara, edema cardiaco y

el intestino mal enrollado.

Figura 38. Larva de rana Xenopus laevis, 7.995
mm, con flexion lateral de la cola como producto

de una malformacion de la notocorda.

Figura 39. Larva de rana Xenopus laevis, 7.648
mm, con hipopigmentaciéon ocular, malformacién

de la notocorda y edema cardiaco.

Figura 40. Larva de rana Xenopus laevis, 7.455
mm, con hipopigmentacion ocular, malformacién

facial, edema cardiaco y el intestino mal enrollado.

Figura 41. Larva de rana Xenopus laevis, 7.185
mm, con hipopigmentacion ocular, el intestino mal

enrollado, malformacion facial y del ano.
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Figura 42. Larva de rana Xenopus laevis, 8.238
mm, con hipopigmentacion ocular, edema cardiaco

y el intestino mal enrollado.

Figura 43. Larva de rana Xenopus laevis, 7.382
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo

izquierdo y el intestino mal enrollado.

Figura 44. Larva de rana Xenopus laevis, 7.927
mm, con hipopigmentacién ocular y el intestino

mal enrollado.

Figura 45. Larva de rana Xenopus laevis, 7.478
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa O6ptica en ambos o0jos, edema

abdominal, malformacién facial y del ano.

Figura 46. Larva de rana Xenopus laevis, 7.168
mm, con el intestino mal enrollado, flexién lateral
de la cola como producto de una malformacién de
la notocorda y rotura de la copa dptica en el ojo

izquierdo.

Figura 48. Larva de rana Xenopus laevis, 7.444

mm, con el intestino mal enrollado.
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Figura 48. Larva de rana Xenopus laevis, 7.391
mm, con rotura severa de la copa Optica en el ojo
derecho, hipopigmentacién ocular y el intestino

mal enrollado.

Figura 49. Larva de rana Xenopus laevis, 6.932
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
malformacién facial, hipopigmentaciéon ocular,
rotura severa de la copa Optica de ambos ojos y
edema abdominal.

Figura 50. Larva de rana Xenopus laevis, 6.281
mm, con falta de enrollamiento del intestino e

hipopigmentacidn ocular.

Figura 51. Larva de Xenopus laevis, 8.068 mm,
con rotura de la copa Optica y reduccion en el

tamafo del ojo derecho.
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Malformaciones de las larvas expuestas a 0.95 mg/L de BP-3 durante 96

optica en el ojo derecho.

horas.

Figura 1. Larva de rana Xenopus laevis, 7.622
mm, con el intestino mal enrollado y rotura severa

de la copa optica en el ojo derecho.

Figura 2. Larva de rana Xenopus laevis, 6.748
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
flexion dorsal de la cola como producto de una
malformacién de la notocorda, malformacion

facial, hipopigmentacion ocular y rotura de la copa

Figura 3. Larva de rana Xenopus laevis, 7.387
mm, con el intestino mal enrollado,
hipopigmentacidn ocular, rotura severa de la copa

Optica en el ojo derecho y edema cardiaco.

Figura 4.- Larva de rana Xenopus laevis, 7.579
mm, con hipopigmentacidon ocular y el intestino

mal enrollado.

Figura 5. Larva de rana Xenopus laevis, 7.253
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa Optica en el ojo derecho y edema

cardiaco.
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Figura 6. Larva de rana Xenopus laevis, 6.413
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
flexion dorsal de la cola como producto de una
malformacién de la notocorda, malformacidn facial
y edema abdominal.

Figura 7. Larva de rana Xenopus laevis, 7.166
mm, con falta de enrollamiento del intestino,

malformacién facial y de la notocorda.

Figura 8. Larva de rana Xenopus laevis, 6.492
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
hipopigmentacion ocular, rotura de la copa 6ptica

del ojo derecho y edema abdominal.

Figura 9. Larva de rana Xenopus laevis, 6.626
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa Optica en ambos ojos,

hipopigmentacién ocular y malformacion facial.

Figura 10. Larva de rana Xenopus laevis, 7.611
mm, con rotura de la copa éptica en el ojo derecho,

malformacidn facial y el intestino mal enrollado.

Figura 11. Larva de rana Xenopus laevis, 7.206
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
malformacién facial, rotura de la copa dptica en

ambos ojos e hipopigmentacion ocular.
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Figura 12. Larva de rana Xenopus laevis, 7.078
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa Ooptica en el ojo derecho,
hipopigmentacién ocular, malformacion facial y
edema abdominal.

Figura 13. Larva de rana Xenopus laevis, 7.709
mm, con rotura severa de la copa 6ptica en ambos
ojos, el intestino mal enrollado, edema cardiaco y

malformacion facial.

Figura 14. Larva de rana Xenopus laevis, 6.964
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa optica en ambos ojos, malformacion

facial y edema abdominal.

Figura 15. Larva de rana Xenopus laevis, 7.073
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa 6ptica en el ojo izquierdo, edema

abdominal, malformacién facial y de la notocorda.

Figura 16. Larva de rana Xenopus laevis, 7.029
mm, con el intestino mal enrollado, malformacion
facial, rotura de la copa dptica en ambos ojos y

edema abdominal.
Figura 17. Larva de rana Xenopus laevis, 6.184

mm, con falta de enrollamiento del intestino,

hipopigmentacién ocular y malformacion facial.
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Figura 18. Larva de rana Xenopus laevis, 7.267
mm, con el intestino mal enrollado, flexion lateral
de la cola como producto de una malformacién de
la notocorda, malformacion facial y rotura severa
de la copa 6ptica en ambos 0jos.

Figura 19. Larva de rana Xenopus laevis, 5.454
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
malformacién facial, hipopigmentacion ocular,
flexion dorsal de la cola como producto de una
malformacién de la notocorda y edema abdominal.
Figura 20. Larva de rana Xenopus laevis, 6.867
mm, con el intestino mal enrollado, rotura de la
copa Optica en el ojo derecho, malformacién de la

notocorda y facial.

Figura 21. Larva de rana Xenopus laevis, 6.959
mm, con el intestino mal enrollado, edema

abdominal, malformacion facial y del ano.

Figura 22. Larva de rana Xenopus laevis, 7.338
mm, con edema cardiaco y el intestino mal

enrollado.

Figura 23. Larva de rana Xenopus laevis, 7.790
mm, con edema cardiaco y el intestino mal

enrollado.
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Figura 24. Larva de rana Xenopus laevis, 7.098
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa
de la copa 6ptica en ambos ojos, edema abdominal

y malformacién facial.

Figura 25. Larva de rana Xenopus laevis, 6.586
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa Optica en el ojo izquierdo,
hipopigmentacion ocular, malformacién facial y
edema abdominal.

Figura 26. Larva de rana Xenopus laevis, 7.422
mm, con rotura de la copa Odptica en el ojo
izquierdo, edema abdominal y el intestino mal

enrollado.

Figura 27. Larva de rana Xenopus laevis, 8.055
mm, con rotura de la copa 6ptica en el ojo derecho

y edema cardiaco.

Figura 28. Larva de rana Xenopus laevis, 7.969
mm, con rotura severa de la copa oOptica en el ojo
derecho, edema cardiaco y el intestino mal

enrollado.

Figura 29. Larva de rana Xenopus laevis, 7.797
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa 6ptica en el ojo derecho,
malformacién craneofacial e hipopigmentacion

ocular.
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Figura 30. Larva de rana Xenopus laevis, 4.147
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema mdltiple (cardiaco y abdominal),

malformacion cardiaca, flexion dorsal de la cola

como producto de una malformacién de la
notocorda, malformacion severa con fracaso del desarrollo del cerebro y cara,
hipopigmentacion ocular, blistering en la zona ventral cerca del ano y malformacion

del ano.

Figura 31. Larva de rana Xenopus laevis, 7.175
mm, con el intestino mal enrollado,
hipopigmentacidén ocular, rotura de la copa optica
en ambos ojos, edema multiple (abdominal y
cardiaco) y malformacidén del ano.

Figura 32. Larva de rana Xenopus laevis, 6.354
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura de la copa Optica en el ojo derecho,

malformacidn facial, edema abdominal y blistering

abdominal.

Figura 33. Larva de rana Xenopus laevis, 4.710
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
malformacién cardiaca y del ano, flexidn ventral de

la cola como producto de una malformacién de la

notocorda, malformacion severa con fracaso total

del desarrollo de cara y fallo en el desarrollo ocular con hipopigmentacion ocular.

Figura 34. Larva de rana Xenopus laevis, 6.318
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa Optica en el ojo izquierdo,

hipopigmentacién ocular, edema abdominal,

malformacién facial y del ano,
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Figura 35. Larva de rana Xenopus laevis, 8.225
mm, con rotura severa de la copa dptica en el ojo
izquierdo, edema cardiaco y el intestino mal

enrollado.

Figura 36. Larva de rana Xenopus laevis, 7.409
mm, con rotura severa de la copa 6ptica en ambos
ojos, el intestino mal enrollado, edema multiple

(cardiaco y abdominal) y malformacién facial.

Figura 37. Larva de rana Xenopus laevis, 7.334
mm, con rotura severa de la copa dptica en ambos

ojos, edema cardiaco y el intestino mal enrollado.

Figura 38. Larva de rana Xenopus laevis, 7.394
mm, con hipopigmentacion ocular, el intestino mal

enrollado y edema abdominal.

Figura 39. Larva de rana Xenopus laevis, 6.989
mm, con el intestino mal enrollado, rotura severa

de la copa 6ptica en ambos ojos y edema cardiaco.

Figura 40. Larva de rana Xenopus laevis, 6.891
mm, con el intestino mal enrollado, rotura de la
copa optica en el ojo derecho, hipopigmentacion

ocular, malformacion facial y edema abdominal.
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Figura 41. Larva de rana Xenopus laevis, 7.198
mm, con rotura severa de la copa dptica en el ojo
derecho, hipopigmentacidon ocular, malformacion
del ano, el intestino mal enrollado y edema
abdominal.

Figura 42. Larva de rana Xenopus laevis, 7.670
mm, con rotura severa de la copa oOptica en el ojo
derecho, hipopigmentacion  ocular, edema
cardiaco, intestino mal enrollado y malformacién
del ano.

Figura 43. Larva de rana Xenopus laevis, 5.910
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
malformacién facial, del ano y de la notocorda,
rotura severa de la copa Optica en el ojo izquierdo
e hipopigmentacion ocular.

Figura 44. Larva de rana Xenopus laevis, 8.262

mm, sin malformaciones aparentes.

Figura 45. Larva de rana Xenopus laevis, 7.610
mm, con rotura severa de la copa optica en el ojo
derecho, el intestino mal enrollado, edema
multiple (abdominal y cardiaco), malformacién
facial y del ano.

Figura 46. Larva de rana Xenopus laevis, 6.701
mm, con el intestino mal enrollado y rotura severa
de la copa Ooptica en ambos o0jos, edema

abdominal, malformacidn facial y de ano.
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Malformaciones de las larvas expuestas a 3.0 mg/L de BP-3 durante 96

horas.

Figura 1. Larva de rana Xenopus laevis, 6.897
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema mdltiple (cardiaco y abdominal),

malformacion cardiaca, flexion dorsal de la cola

como producto de una malformacién de la notocorda, malformacién facial y del
cerebro, rotura severa de la copa dptica en ambos ojos con hipopigmentacion

ocular y blistering observada en la linea dorsal media.

Figura 2. Larva de rana Xenopus laevis, 6.603
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema mdultiple (cardiaco y abdominal),

malformacién cardiaca, flexion lateral y dorsal de

la cola debido a una malformacién de la notocorda, malformacion facial y del ano,
rotura de la copa 6ptica en ambos 0jos con hipopigmentacion ocular.

Figura 3. Larva de rana Xenopus laevis, 6.809
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura
severa de la copa O6ptica en el ojo izquierdo,

hipopigmentacion ocular y malformacion del ano.

Figura 4. Larva de rana Xenopus laevis, 6.702
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura
severa de la copa O6ptica en ambos ojos y
malformacién del ano.

Figura 5. Larva de rana Xenopus laevis, 6.934
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), flexion

dorsal como producto de una malformacion de la

notocorda y malformacion del ano.
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Figura 6. Larva de rana Xenopus laevis, 6.943
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura

severa de la copa o6ptica en ambos ojos con

hipopigmentacion ocular, flexidn dorsal como
producto de una malformacion de la notocorda y malformacion del ano.

Figura 7. Larva de rana Xenopus laevis, 7.210
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa Optica en ambos ojos,
edema multiple (cardiaco y abdominal) vy
malformacién del ano.

Figura 8. Larva de rana Xenopus laevis, 6.706
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa Optica en ambos ojos,

edema cardiaco y malformacion del ano.

Figura 9. Larva de rana Xenopus laevis, 6.265
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa 6ptica en ambos ojos,

edema cardiaco, malformacién del ano y flexion

dorsal como producto de una malformacion de la
notocorda.
Figura 10. Larva de rana Xenopus laevis, 7.027
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura
severa de la copa O6ptica en ambos ojos y
malformacién del ano.
Figura 11. Larva de rana Xenopus laevis, 7.387
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa 6ptica en el ojo izquierdo,

edema multiple (cardiaco y abdominal) vy

malformacion del ano.
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Figura 12. Larva de rana Xenopus laevis, 6.128
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa Optica en ambos ojos,

edema cardiaco, flexidon dorsal como producto de

una malformacién de la notocorda, malformacion

facial y del ano.

Figura 13. Larva de rana Xenopus laevis, 5.165
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
flexidon dorsal como producto de una malformacién

de la notocorda, malformacion severa con fracaso

en el desarrollo del cerebro, cara y ano, edema
cardiaco, hipopigmentacién ocular, blistering observado en la linea dorsal media y

en la zona ventral cerca del ano.

Figura 14. Larva de rana Xenopus laevis, 7.150
mm, con falta de enrollamiento del intestino,

edema cardiaco y malformacion del ano.

Figura 15. Larva de rana Xenopus laevis, 6.675
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa dptica en el ojo derecho,
edema multiple (cardiaco y abdominal),
malformacién facial y del ano.

Figura 16. Larva de rana Xenopus laevis, 7.059
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema mdltiple (cardiaco y abdominal),

malformacién del ano, rotura severa de la copa

optica en el ojo izquierdo y flexién dorsal de la cola

como producto de una malformacién de la notocorda.
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Figura 17. Larva de rana Xenopus laevis, 6.067
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema cardiaco, flexién dorsal de la cola como

producto de una malformacién de la notocorda,

rotura severa de la copa Optica en ambos ojos,

malformacioén facial y del ano.

Figura 18. Larva de rana Xenopus laevis, 6.857
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura

severa de la copa optica en ambos ojos, flexion

dorsal de la cola como producto de una

malformacién de la notocorda y malformacién del ano.

Figura 19. Larva de rana Xenopus laevis, 7.097
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema cardiaco y rotura de la copa dptica en el ojo

izquierdo y malformacién del ano.

Figura 20. Larva de rana Xenopus laevis, 6.693
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura
severa de la copa Optica en ambos ojos,
malformacién de la notocorda, facial y del ano.

Figura 21. Larva de rana Xenopus laevis, 6.590
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema cardiaco, rotura severa de la copa 6ptica en

ambos ojos, malformacién de la notocorda y del

ano.
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la notocorda.

Figura 22. Larva de rana Xenopus laevis, 6.814
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa dptica en el ojo derecho y

malformacion del ano.

Figura 23. Larva de rana Xenopus laevis, 6.995
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura
severa de la copa Optica en ambos ojos,
malformacién facial y del ano.

Figura 24. Larva de rana Xenopus laevis, 6.467
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema cardiaco, rotura severa de la copa 6ptica en
ambos ojos, malformacién del ano y flexién dorsal

de la cola como producto de una malformacién de

Figura 25. Larva de rana Xenopus laevis, 6.902
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa dptica en el ojo izquierdo,

edema cardiaco y malformacion del ano.

Figura 26. Larva de rana Xenopus laevis, 6.437
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura
severa de la copa Optica en el ojo izquierdo y
malformacién del ano.

Figura 27. Larva de rana Xenopus laevis, 6.568
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), flexion
dorsal de la cola como producto de una

malformacién de la notocorda, rotura severa de la

copa optica en el ojo derecho y malformacion del ano.
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Figura 28. Larva de rana Xenopus laevis, 6.303
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa 6ptica en el ojo derecho,
edema cardiaco, flexion de notocorda vy
malformacién del ano.

Figura 29. Larva de rana Xenopus laevis, 5.898
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura de
severa la copa Optica en ambos ojos vy
malformacién del ano.

Figura 30. Larva de rana Xenopus laevis, 7.669
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal),
malformacién del ano y flexién dorsal de la cola

como producto de una malformacién de Ia

Figura 31. Larva de rana Xenopus laevis, 5.856
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura de la copa dptica en ambos ojos, edema
multiple (cardiaco y abdominal), malformacién
facial y del ano.

Figura 32. Larva de rana Xenopus laevis, 7.038
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema cardiaco, rotura de la copa Optica en el ojo
derecho, flexién dorsal de la cola como producto

de una malformacién de la notocorda vy

Figura 33. Larva de rana Xenopus laevis, 6.964
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
rotura severa de la copa Optica en el ojo derecho,

edema cardiaco y malformacion del ano.
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Figura 34. Larva de rana Xenopus laevis, 7.127
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), rotura
severa de la copa Optica en ambos ojos,
malformacién facial y del ano.

Figura 35. Larva de rana Xenopus laevis, 7.241
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema multiple (cardiaco y abdominal), flexion

dorsal de la cola como producto de una

malformacién de la notocorda, rotura severa de la

copa ocular en el ojo derecho, malformacién facial y del ano.

Figura 36. Larva de rana Xenopus laevis, 7.408
mm, con falta de enrollamiento del intestino,
edema cardiaco, malformacién del ano y flexidén

dorsal de la cola como producto de una

malformacion de la notocorda.
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