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Ecotoxicologia

Prefacio

El presente material apoya la Unidad de Ensefianza Aprendizaje (UEA) Ecotoxicologia, asignatura optativa de la Licenciatura en
Hidrobiologia, la cual se imparte en la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la UAM Iztapalapa, asi como la UEA opta-
tiva Ecotoxicologia | del Posgrado en Energia y Medio Ambiente.

Este documento integra instructivos para el desarrollo de practicas de laboratorio asi como ejercicios y cuestionarios relacio-
nados con videos y articulos que abordan temas de Ecotoxicologia. Las diferentes opciones que se presentan, pretenden que el
profesor a cargo, pueda seleccionar a su criterio los materiales que le sirvan de mayor apoyo para el desarrollo de la UEA.

El contenido de esta obra esta enfocado a que los estudiantes adquieran habilidades en el manejo de material de laboratorio,
se familiaricen con algunas técnicas utilizadas para evaluar los efectos de tdxicos en los organismos acudticos, asi como para
determinar los riesgos asociados a la presencia de éstos en el ambiente. Asimismo, orienta a los alumnos para que lleven a cabo
un control adecuado de los datos generados en las prdcticas, y para que realicen un manejo correcto de la informacidn en el
andlisis de sus resultados y su interpretacion, de manera que esto les permita generar el reporte adecuado.

Adicionalmente, se presentan dos secciones de actividades consistentes en ejercicios y cuestionarios, los cuales tienen la
intencién de que el estudiante se apropie del conocimiento y realice asi un aprendizaje significativo, incluso fuera de las insta-
laciones de la universidad, para que redondee sus conocimientos y pueda llevar a cabo la interpretacion de datos que, debido
a lo cefido del tiempo, no es posible obtener durante el curso. Del mismo modo los alumnos pueden aprovechar el material
disponible en diferentes fuentes de informacion como el internet e interpretarla con fines diddcticos. El andlisis de este tipo
de informacion permitird que los estudiantes desarrollen un criterio para emitir una opinion informada acerca de los diferentes
problemas derivados de la presencia de toxicos en el ambiente.

Los autores
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Ecotoxicologia

Introduccion

La ecotoxicologia es una ciencia relativamente nueva. El término fue acufiado por Rene Truhaut para tratar de reconocer el desti-
no v los efectos de los quimicos en los ecosistemas. En cierto momento fue reconocida como una subdisciplina de la toxicologia
médica, hasta que llegd un momento en que tuvo que reconocerse que los efectos de los quimicos o la radiacion afectan a todos
los componentes de los ecosistemas. Esta ciencia ha tenido una evolucién que parte de estudios de tipo ambientalista en la
década de los sesenta, seguidos de un incremento extraordinario en la generacion de legislacion dirigida a proteger el ambiente.
De hecho, se han reestructurado politicas ambientales en paises desarrollados (Europa y Norteamérica) apoyados en este tipo
de informacion cientifica. El esfuerzo aplicado en este tipo de paises ha avanzado de manera significativa la investigacion ecotoxi-
coldgica, si bien alin se tienen retos muy importantes (Baird et al., 1996).

La experiencia en México en este campo ha sido menor. Se ha desarrollado a partir de la década de los ochenta, cuando
se reconoci6 la necesidad de conocer los efectos de la contaminacion en los ecosistemas. Estos intentos inicialmente fueron
aislados, pero paulatinamente algunas iniciativas derivaron en el desarrollo de técnicas estandarizadas que pretenden unificar la
evaluacion sustentada en una base legal (Ramirez y Mendoza, 2008). El acercamiento ecotoxicoldgico por tanto ha sido paulati-
no, pero es imprescindible debido a que la investigacién sobre la contaminacién en México se ha enfocado casi exclusivamente a
la determinacion de las concentraciones de los toxicos en el agua, el sedimento y los organismos. Algunos autores plantean que
la capacidad para resolver los problemas de contaminacion esta limitada por la escasez en el conocimiento de las propiedades
bésicas, la estructura y la funcion de los ecosistemas, asi como de los efectos de los contaminantes (Servos, 2000).

Lo anterior hace evidente la necesidad de que los estudiantes de Hidrobiologia conozcan las bases de la ecotoxicologia, de
manera que se formen como profesionales que més adelante sean capaces de plantear soluciones a los problemas generados
por los contaminantes en el ambiente, a través de un analisis integral que involucre la evaluacion de sus efectos y sus repercu-
siones en el ecosistema.
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Ecotoxicologia

Objetivo general

Que el estudiante adquiera habilidades especificas en el manejo de técnicas de andlisis relacionados con la evaluacién de efectos
derivados de la exposicion a toxicos que pueden estar presentes en ambientes acuéticos; habilidades asociadas a la generacién
de datos, registro y andlisis correcto de la informacion derivada de las practicas, elaboracion de reportes concluyentes y desa-
rrollo de su capacidad analitica en la interpretacion de informacién proveniente de fuentes electronicas y medios masivos de
comunicacion.

Evaluacion de las actividades

Sera indispensable la asistencia puntual del estudiante por lo menos al 80% de las sesiones. Deberd participar activamente en
las mismas, elaborar los reportes de las précticas de laboratorio, asi como de los ejercicios, actividades y cuestionarios que el
profesor indique. Los reportes deberan ser entregados una semana después de concluida la actividad correspondiente.

Los reportes de practicas deberdn incluir las siguientes partes:
Caratula con titulo y autores

Introduccién y Objetivo

Material y Método

Resultados

Discusion y conclusiones

Cuestionario

Bibliografia (Esta deberd estar ligada al texto y citada correctamente)
Copia de las bitacoras de cada uno de los miembros del equipo

La calidad de la presentacidn se tomara en cuenta

Cada estudiante llevard una bitdcora para el registro de sus actividades a lo largo del curso. Esta consistira en una libreta de
preferencia que no sea de argollas, con las hojas numeradas. En ella se registrardn con pluma, las actividades, los resultados y
cualquier eventualidad surgida durante el desarrollo de las practicas. Una copia de las bitécoras de cada uno de los miembros
del equipo debera ser anexada al reporte de cada practica.

Algunos aspectos de seguridad e higiene a seguir en el laboratorio

Este manual se ajusta al Instructivo del Funcionamiento Interno y Operativo para Regular el Uso de los Servicios e Instalaciones
de los Laboratorios de Docencia aprobado por el Consejo Académico en la Sesion niimero 314 del 9 de noviembre de 2009.

Serd por lo tanto obligatorio el uso de bata en el laboratorio. No podrdn introducirse, ni podrédn consumirse alimentos o bebidas
en el laboratorio. No se deberd pipetear oralmente ningun tipo de reactivo o solucién; para ello se utilizaran propipetas. Con el fin
de evitar accidentes, los estudiantes deberén estar familiarizados con la ubicacién de extintores, botiquin y salidas de emergencia.

Previo a la elaboracidn de cada practica y al terminar la misma, se lavard el material con Extran (detergente libre de fosfatos),
se enjuagara con abundante agua de la llave para terminar con un enjuague con agua destilada. Al concluir cada préctica, los
materiales de desecho deberan colocarse en los recipientes adecuados para ello. Los equipos utilizados en las practicas deberan
ser entregados perfectamente limpios. Cualquier irregularidad deberd ser reportada al profesor.
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Bibliografia
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Ecotoxicologia

Consideraciones bioéticas

Debido a que el trabajo de investigacion en Ecotoxicologia requiere el uso de animales vivos, las practicas propuestas en este
manual consideran los principios de la biogtica y se ajustan a los Lineamientos para la Conduccién Etica de la Investigacion,
Docencia Y Difusidn en la Division de Ciencias Biologicas y de La Salud 2010 de la UAMI, los cuales pueden ser consultados en
la siguiente liga:

http.//148.206.32.94/informacion/consejo_divisional/lineamientos/LINEAMIENTOSDEETICA2012.pdf
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Ecotoxicologia

Limpieza de cristaleria para su uso en bioensayos

Introduccion

El trabajo con organismos vivos y con contaminantes requiere que todo aquel material que tengo contacto con los mismos esté
en condiciones de limpieza 6ptimas; es decir, que garanticen que no existiran residuos de otros materiales, grasas y a veces hasta
microrganismos, que puedan alterar los resultados de las mediciones y pruebas que se piensan llevar a cabo.

En la limpieza de la cristaleria son importantes: la seleccion del detergente, la temperatura del agua, la agitacion o cepillado,
el tiempo de lavado, el proceso de enjuague y el de secado.

Un buen protocolo de limpieza deberd incluir también una inspeccion de la cristaleria para verificar si existen grietas o des-
portilladuras que puedan causar falla mecénica en medio del trabajo.

Objetivo

Que el alumno aprenda la manera correcta de limpiar la cristaleria y otros materiales necesarios para los ensayos bioldgicos.
Material

20 vasos de precipitados de 100 ml
1 matraz aforado de 50 ml

2 vasos de precipitados de 500 ml
2 probetas de 100 ml

2 agitadores de cristal

2 pizetas con agua destilada

2 espatulas pequenas

1 rollo de papel aluminio

2 palanganas

5 pipetas de 5 mL

2 pipetas de 1 ml

1 popeta de 10 ml

Parafilm

Horno de secado

Reactivos

HNO

3
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Extran

Acetona

NaOH

Agua destilada

Agua deionizada

Método

8.

Revision fisica de la cristaleria: Una vez recibida la cristaleria proceda a examinar cada pieza en busca de rayones, man-
chas, grietas, desportilladuras. Si es posible cambie los materiales que se encuentran en mal estado.

Prepare en una palangana una solucion de detergente de laboratorio (Alcanox y otra marca) de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante y sumerja toda su cristaleria por media hora (lo ideal serian 24 hrs).

Lave con cepillo cada pieza y enjuague 6 veces con agua de llave abundante.

Prepare en otra palangana una solucién de NaOH 0.25N (organicos) o de HNO, (metales) y remoje la cristaleria por
media hora (lo ideal son 24 hrs).

Enjuague la cristaleria 6 veces con agua deionizada.
Enjuague la cristaleria 3 veces con Acetona.

Meta la cristaleria a un horno a secar por media hora

Tape la boca de la cristaleria con papel aluminio (organicos) o con parafilm (metales) y guarde en un lugar libre de polvo.

Cuestionario

{Cémo debe lavarse la cristaleria nueva?

{Queé tipo de cepillos deben usarse para el lavado de la cristaleria?

{Por qué no es conveniente remojar la cristaleria por periodos largos en soluciones alcalinas fuertes?
{Cuéntos tipos de Alcanox existen y para qué son usados cada uno?

{Cuéndo es adecuado remojar la cristaleria en solucion crémica?

{Cudl es la mejor manera de quitar grasa de la cristaleria?

Bibliografia

American Public Health Association. 2013. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 22 ed. APHA, E.U.

Rogers, W. 2007. Suggestions for cleaning laboratory glassware. Ace Glass Incorporated. Ref 8386-IPSF-3037.
http,//www.aceglass.com/dpro/kb_article. php?ref=8386-IPSF-3037 Consultado el 27 de marzo de 2017
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Preparacion de agua marina artificial y agua reconstituida

Introduccion

El cultivo y mantenimiento de los organismos de prueba requiere de que estos se encuentren en condiciones dptimas, para ello
una agua de buena calidad es indispensable. Si el laboratorio cuenta con una fuente de agua de buena calidad, esta se puede
utilizar después de pasarla por un filtro que permita quitarle las particulas y microrganismos que pudiera contener. Si no se
cuenta con una fuente de agua apropiada, se recomienda preparar agua dulce o marina artificial, que también servird para la
preparacion de las diferentes diluciones del compuesto o muestra a probar.

Un agua de dilucion estandar sea agua dulce o marina asegura que los organismos se encuentren en una agua libre de
contaminantes y por lo tanto no afecta su sobrevivencia, crecimiento o reproduccion y también asegura la aceptabilidad de las
respuestas de los organismos.

Material

Garrafon de 20 litros de agua destilada o desionizada
2 espatulas

1 vaso de precipitados de 1L

1 matraz Erlenmeyer de 1L

1 bomba de aire

1 agitador mecanico

Balanza

Reactivos

Agua dulce reconstituida

Sales de grado quimico:

Sulfato de magnesio (MgSO,)
Carbonato de calcio (NaHCO,)
Cloruro de potasio (KCl)
Sulfato de calcio (CaSO,, 2H,0)
Agua marina artificial

Sal marina comercial de acuario (libre de fluor y yodo) para la preparacién de agua marina (cualquier marca)

Patricia Ramirez Romero/Guadalupe Barrera Escorcia/Xochitl Glizman Garcia/Héctor Barrera Villa Zevallos 17
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Método

Agua dulce reconstituida

Se emplea un garrafén con 19 L de agua destilada o desionizada. En un litro de agua destilada o desionizada se disuelven 2.4 g de
sulfato de calcio (CaSO,, 2H,0). La dilucion de esta sal toma mucho tiempo por lo que es necesario ponerla a disolver antes que
las otras sales. En los 19 L de agua se agregan 2.4 g de sulfato de magnesio (MgSO,), 3.84 g de carbonato de calcio (NaHCO,)
y 0.16 g de cloruro de potasio (KCl). Se agitan todas las sales hasta que se disuelvan. Posteriormente se incorpora al garrafén el
litro de agua previamente preparado con CaSO4, 2H,0 ya disuelto, asi se obtienen 20 litros de agua reconstituida.

Si se desea preparar agua con diferentes niveles de dureza, se deben seguir las indicaciones de la tabla 1.

Tabla1. Concentraciones de sales para la preparacion de agua dulce reconstituida.

Sales requeridas (mg)

Calidad del agua

Alcalinidad
Tipo de agua NaHCO, | CaSO, 2H,0 MgSO, KCl pH Dg;zzg JTg mg
CaCo,/L

Agua suave 12 75 75 05 6.4-6.8 10-13 10-13
Suave 48 30 30 2.0 72-76 40-48 30-35
Moderadamente dura | 96 60 60 40 74-78 80-100 60-70
Dura 192 120 120 8.0 76-8.0 160-180 110-120
Muy dura 384 240 240 16.0 8.0-84 280-320 225-245

Preparacion de agua marina artificial

Para preparar agua marina artificial con una salinidad de 32 ups disolver media taza de sal comercial (Kent Marine) en 3.8 L.
Airear por 24 horas para asegurar que toda la sal ha quedado disuelta y checar con un refractémetro la salinidad final.

Cuestionario

1. {Cuando es necesario preparar agua dulce reconstituida o agua marina artificial?

2. {Cudles la dureza del agua dulce recomendada para bioensayos por las Normas Mexicanas?

3. {Qué marcas comerciales de sales existen para preparar agua marina?

4. Sino se contara con sales comerciales para preparar agua marina artificial, indique cual seria la formula (sales y sus
cantidades por litro) para prepararla.

5. {Qué constituyentes de las sales comerciales pueden suponer una interferencia en los bioensayos y por qué?

Bibliografia

American Public Health Association. 2013. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 22 ed. APHA, E.U.

Environmental Protection Agency. 2002. Methods for Measuring the Acute Toxicity of Effluents and Receiving Waters to Fres-
hwater and Marine Organisms. 5° ed. EPA-821-R-02-012. Washington, D.C.
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Fotosintesis y lluvia acida

Introduccion

La productividad primaria de ambientes terrestres y acudticos se apoya principalmente en la fotosintesis, cuya reaccion general
es la siguiente:

6CO,+ 12H,0 $ CH.0 +60,+6H0
Para que esta funcion se realice se requiere CO,, el cual estd disponible en forma gaseosa en la atmésfera. Sin embargo, su
solubilidad en agua es relativamente baja y la forma quimica en que se encuentra depende de factores diversos, como el pH o la
presencia de carbonatos. En el agua el HCO, es la fuente de CO,, pero la forma quimica cambia cuando el pH se modifica (Fig.
1). Esto puede tener repercusiones en la actividad fotosintética.

Fraccion 10 CO2 co 32-
de cada 0.8 LR
especie 0.6 —
quimica 0.4 —
indicada 0.2
0.0 | | I I |

5 6 7 8 9 10 1 12

Fig. 1. Modificaciones del CO, en el agua dependientes del pH.

Cuando existen condiciones que favorecen la fotosintesis, se produce oxigeno gaseoso, el cual se disuelve en el agua antes de
alcanzar su nivel de saturacion, por lo que su formacion resultard en un aumento del volumen de la solucion. Observando el
cambio en el volumen de la solucion, podremos medir la cantidad de O, producido durante el proceso de fotosintesis en plantas
acudticas. La velocidad de la fotosintesis puede medirse calculando la velocidad de produccion de oxigeno.

La fotosintesis es una funcidn que puede verse afectada por algunos toxicos capaces de detenerla o disminuirla. Asimis-
mo existen condiciones ambientales que pueden afectarla, como la acidez o alcalinidad del agua. La excesiva produccion de
compuestos oxidados, que se forman durante la quema de combustibles fdsiles, producen compuestos dcidos, que son luego
arrastrados por la lluvia a cuerpos acudticos. Este fendmeno es conocido como lluvia dcida y modifica el pH de la atmésfera, del
suelo y del agua. La fotosintesis requiere determinado pH para realizarse adecuadamente.

Objetivo
Determinar el efecto de la lluvia dcida sobre la fotosintesis en plantas acudticas.
Reactivos

H, SO, IN
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Material

3 vasos de precipitado de 500 mL de capacidad

12 jeringas de pldstico de 20 mL

12 pipetas graduadas de 1 mL

8 cajas Petri de 10 cm de didmetro

2 probetas de 100 mL

1 agitador de vidrio

1 charola

Manguera de latex

Tijeras

Masking tape

Papel aluminio

Potencidmetro

Balanza de plato

Hojas de Elodea

Método

Separar 200 mL de agua de la llave en un vaso de precipitado y medir el pH.
Preparar 100 mL de solucién con pH 6 utilizando el &cido y un potenciémetro.
Preparar 100 mL de solucién con pH 4 utilizando el dcido y un potenciémetro.
Etiquetar y tapar.

Numerar las jeringas del 1 al 12. Llenar cada jeringa con las soluciones indicadas a continuacion hasta los 20 mL: jeringas 1 a
6 con agua, jeringas 7 a 9 con solucidn pH 6, y jeringas 10 a 12 con solucion pH 4. Registrar los pesos. Regresar el agua al vaso
correspondiente.

Colocar una seccion de Elodea de aproximadamente un gramo en una caja de Petri y registrar el peso. Quitar el émbolo de
cada jeringa, introducir la seccion a la jeringa, empujar cuidadosamente el émbolo, llenar con la solucidn correspondiente hasta
los 20 mL cuidando de que no queden burbujas y pesar nuevamente. Obtener el peso del tejido por la diferencia con el peso
inicial.

Colocar un trozo de manguera de latex de 6 cm de largo en la punta de cada jeringa y conectar a la punta de una pipeta de
1 mL. Empujar el liquido hasta la medida 0.7 mL (Fig. 2), esperar 5 minutos.
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\l/ Llenar hasta 0.7 mL

- = ‘
gy R T —
LR I R S R

Jeringa de 20 mL Pipeta de 1 mL
Fig. 2. Dispositivo experimental para plantas acuaticas.

Cubrir con papel aluminio las jeringas 1 a 3 (control en obscuridad). Cubrir la charola con aluminio y colocar encima todas
las jeringas cuidando que la pipeta quede perfectamente horizontal, no inclinada. Colocar bajo una fuente de luz (luz solar de
preferencia). Si la temperatura ambiental es alta, colocar agua en las cajas de petri y colocarlas sobre 3 jeringas para evitar que
se calienten.

Medir el desplazamiento del liquido (mL) dentro de la pipeta cada 10 minutos. Tomar en consideracion que la escala estd al
revés ya que la punta se dirige hacia la jeringa. Registrar los valores en la tabla 1.

Tabla 1. Registro del volumen desplazado por produccion de oxigeno en las pipetas (mL).

(min)

10

20

30

40

50

60

Andlisis de resultados

El desplazamiento en las jeringas 1 a 3 representa la respiracion, obtener el promedio. Restar este desplazamiento al volumen
desplazado en cada jeringa.

Calcular el volumen de oxigeno producido por gramo de tejido de Elodea. Comparar la produccion en relacion con el pH
del agua.

Cuestionario
1. ¢Como afecta la lluvia 4cida a la fotosintesis?

2. {Qué pH se ha registrado en lluvia en México?
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3. {Qué pH se registra en cuerpos acuaticos mexicanos afectados por la lluvia dcida? Dé un ejemplo.

4. {Por qué se coloca un control en obscuridad?

Bibliografia

Vizuete, R, Lau, L. & FM. Gonzélez. 2011. Laboratorio de Biologia. Licenciatura en Farmacia. Universidad Latina de Panama.
http,//farmaciaulat blogspot my/p/fotosintesis.html Consultado el 30 de marzo de 2017
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Determinacion de concentracion letal media (CL, )

Introduccion

La determinacion de concentraciones de contaminantes y tdxicos no indica los efectos de su presencia en el ambiente. Por este
motivo los efectos se evallian a través de pruebas de toxicidad. Estas pueden ser de tipo agudo (letal), en las que se observa la mor-
talidad, utilizéndose como pardmetro comparativo la concentracion letal media (CL, ), que es aquella en la que muere la mitad de
los organismos sometidos a la prueba. Otras son de tipo crénico (subletal), y en ellas se evaltian respuestas fisioldgicas e incluso mo-
leculares, a través de biomarcadores. Las pruebas se realizan con toxicos aislados o con muestras ambientales, utilizando especies
de cultivos controlados o nativas del sitio. Son comunes los estudios en invertebrados (Daphnia magna, Moina macrocopa, Artemia
salina), vertebrados (peces, ratas), especies vegetales (Lemna gibba), e incluso bacterias (Salmonella tiphymuriun y Phytobacte-
rium phosphoreum). Algunos bioensayos estan normados y se usan para la determinacion de condiciones especiales de descarga,
tal es el caso de la Norma Mexicana NMX-AA-087-SCFI-2010, siguiendo un protocolo semejante al que se aplicard en esta préctica.

Objetivo

Que el alumno realice una prueba de toxicidad aguda con un toxico de prueba especifico y calcule la CL,
Reactivos

Solucién estandar de sulfato de cobre (1g/L)

Agua sintética madurada de una semana preparada por el profesor de acuerdo a las instrucciones de la marca comercial.

Material

1 vaso de precipitado de 1000 mL 1 vaso de precipitado de 500 mL

1 probeta de 100 mL 12 vasos de precipitado de 50 0 100 mL
3 pipetas Pasteur con bulbo 3 cajas de Petri de 5ecm

2 pipetas de 5 mL 2 matraces aforados de 100 mL

1 termometro 1 potencidmetro

1 oximetro

Manguera de hule
Organismos de prueba. Neonatos de Daphnia magna de 48 horas de edad.
* El lavado de todo el material con extran es de suma importancia.
Método
I. Aclimatacién
1. Colocar 1 L de agua sintética en el vaso de precipitados. Burbujear aire por 10 min.

2. Colocar 200 mL del agua sintética aireada en un vaso de precipitados de 500 mL y agregar 120 organismos, dejar acli-
matar a los animales por 30 min.
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II. Preparacion de las diluciones para la prueba
1) Utilizando la solucion estandar del tdxico de prueba, se elaborardn 100 mL de las soluciones indicadas en la tabla 1.

Tabla 1. Soluciones de prueba.

mL de solucion estandar del toxico mL de agua sintética Concentracion final de toxico
BLANCO 100
1 99
2 98
3 97
4 96
5 95

2) Calcular la concentracion final del téxico. En cada vaso se mediran temperatura, pH, y oxigeno disuelto.

3) Colocar 50 mL de cada solucién en dos vasos de precipitado, ya que se trabajara por duplicado (total 12 vasos). Etiquetar.
I11. Prueba de toxicidad

1) Colocar 10 organismos en cada vaso. Tapar los vasos con cajas de Petri.

2) Registrar en la tabla 2 los organismos sobrevivientes a los 0, 15, 30, 60 y 120 min.

Tabla 2. Registro de la mortalidad durante el bioensayo.

Concentracion del toxico 0h 15 min 30 min 60 min 120 min

Control

3) Anotar las modificaciones apreciables en la conducta de los organismos (nado errdtico, lento o acelerado). El criterio de
muerte es la inmovilidad. Los pardmetros fisicoquimicos se mediran al final de la prueba.

4) Al término de la prueba el agua utilizada debera diluirse 1:10 con agua de la llave y serd desechada a través de la tarja
para emitir niveles aceptables de acuerdo a la NOM-001-SEMARNAT-1996. Los organismos constituirdn desechos bio-
l6gicos irreconocibles de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 vy serdn dispuestos como residuos biolégicos no
peligrosos.
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IV. Interpretacion de los resultados

1) Silos duplicados dieron igual respuesta, los datos de ambos vasos se sumaran para la interpretacion. En caso de no ser
asf, debera eliminarse un duplicado, o toda la concentracion.

2) Graficar en papel Probit (Fig. 1) el porcentaje de mortalidad vs dilucion, para los plazos de 60 y 120 min. Determinar la
concentracion letal media (CL,) por interpolacion.
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Figura 1. Papel Probit.
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3) Graficar también la mortalidad vs el tiempo, para la obtencion del tiempo letal medio (TL, ) por interpolacion. Este se
obtendra para una sola concentracion.

4) Se incluira el promedio de los valores de los pardmetros fisicoquimicos para discutir el control de la prueba. Se espera
que estos se comporten de manera semejante en todas las diluciones y duplicados. Esto puede corroborarse por ANO-
VA.
Nota: para que la prueba se considere adecuada, deberdn sobrevivir al menos el 90% de los organismos control.
Cuestionario
1. {Qué criterios se aplican para seleccionar una especie para bioensayos?
2. {Cudl es la importancia de los grupos control en los bioensayos?
3. {Qué es la concentracion efectiva media 6 CE, ?

4. {los resultados de los bioensayos permiten interpretar directamente el efecto de los téxicos evaluados en el ambiente?

5. Siel toxico de prueba es K Cr,0., icémo prepararia una solucion estandar de 0.25 ppm de Cr?
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Analisis morfofisioldgico de los 6rganos destino (blanco):
branquia, tracto digestivo e higado
Introduccién

Los sistemas acuéticos son altamente vulnerables a los contaminantes y se han convertido en depdsito de una gran variedad de
sustancias quimicas (Di Giulio y Hinton, 2008). Los organismos acuaticos, como los moluscos, crustdceos y peces, estdn expues-
tos a los contaminantes presentes en el agua, sedimento y alimento. Los agentes xenobioticos, se incorporan en los organismos
a través de diferentes vias de exposicidn, como la ingestion, la respiracion y la absorcion dérmica, afectando a diferentes drganos
llamados destino o blancos. La branquia, tracto digestivo (intestino) e higado llevan a cabo importantes funciones y constituyen
6rganos destino o blancos, por lo que son los primeros en alcanzar concentraciones criticas de contaminantes, provocando
cambios funcionales, reversibles o irreversibles. El estudio de las respuestas bioldgicas asi como los cambios en los tejidos de los
drganos, constituye una herramienta ideal para evaluar a través de biomarcadores el efecto de la contaminacion.

Objetivo

Reconocer la morfofisiologia de las branquias, canal alimentario e higado de organismos acuaticos.
Materiales y equipo

1 charola de diseccion

1 estuche de diseccion

1 pez comercial

1 par de Guantes

1 Ictiometro

1 pizeta de agua destilada

Material bioldgico (branquias, canal alimentario, higado)
Método

Se realizard la diseccion de peces comerciales para obtener las branquias, canal alimentario e higado (se puede adecuar el
método con muestras de crustdceos o moluscos principalmente).

Coloque el pez en una charola de diseccion y obsérvelo para identificar las partes de la anatomia externa. Obtenga los datos
morfometricos (longitud, peso, asi como de los 6rganos disectados) para estimar el indice de condicion del organismo.

Realice un corte rectangular, iniciando en el orificio anal hasta el opérculo. Posteriormente realice una incision vertical con el
bisturi hasta la aleta dorsal, en ambos extremos del primer corte y levante el tejido muscular (Fig. 1). Observe e identifique las
visceras del pez (Fig. 2). En el caso, que los peces tengan un cuerpo deprimido dorsoventralmente como los bagres, solo realice
el corte del orificio anal hasta el opérculo.

Proceda a extraer el canal alimentario e higado. Observe y analice la forma, tamafio, textura y color. Posteriormente corte el
opérculo y extraiga ambas branquias.
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Figura 2. Vista ventral de los érganos de un pez (Mugilido): 1, branquias; 2, corazén; 3, estémago y
4, intestino (Huerta-Aguirre et al., 2016).
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Figura 3. Aspecto General de las branquias, canal alimentario e higado: Las branquias son el principal érgano
de osmoregulacion e intercambio gaseoso. Se reconoce la zona del arco branquial y la zona laminar. En A
observe: 1, el arco branquial; 2, laminas branquiales; 3, espinas branquiales. En el canal alimentario se dis-

tinguen regiones especializadas en la absorcion. En B: canal alimentario; 1, estdmago; 2, intestino y 3, ano. El
higado se encarga de desintoxicar al organismo, produce bilis y es una reserva de carbohidratos en C: apa-

riencia del Higado (Garcia-Gonzalez, 2014; Paredes-Ramos et al., 2016; Zepeda-Roman, 2015).

Resultados
« Elabore un esquema o tome una fotografia y describa la estructura anatomica y morfoldgica de los 6rganos que extrajo.

Discuta: 1) el proceso de osmoregulacion de la branquia, 2) la actividad como centro metabdlico y excrecion del higado
3) mecanismos de absorcion y eliminacion del canal alimentario.

» Defina unidad funcional.

+ Elabore una tabla con los diferentes aspectos macroscopicos observados en cada 6rgano.
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Tabla___. Registro de aspecto macroscdpico (en organismo u 6rgano)

Perforaciones

Presencia de
Vermes

Ectoparasitos

Hongos y/o
bacterias

Deformidades
en el tejido

Lesiones
aparentes

Forma, color,
textura

+  Explique y discuta porque esos drganos son importantes en los procesos de distribucidn de téxicos.
Cuestionario
1. {Qué es un organo destino u drgano blanco?

2. {Qué es la toxicocinética, explique brevemente el proceso?

Bibliografia
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logia y Quimica Ambiental A.C. Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas Unidad Zacatenco, México.
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Efecto sinérgico de la luz UV sobre la toxicidad de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos
Introduccién

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son compuestos organicos que estan formados por dos o més anillos benceno
fusionados, y pueden incluir heterodtomos o anillos ciclopentano. Estos compuestos se liberan en grandes cantidades al ambien-
te debido a actividades humanas como la quema de combustibles fésiles, incineracidn, derrames de petroleo y muchos procesos
industriales. Los HAPs son de interés ambiental no solo porque son contaminantes ubicuos que pueden bioconcentrarse sino
también porque algunos de ellos son carcinogénicos, teratogénicos, fototéxicos y pueden alterar el sistema enddcrino de los
organismos. Los HAPs tienen la caracteristica de aumentar su toxicidad cuando interacttian con la fraccion ultravioleta de la luz
solar; a este fendémeno se le conoce como fototoxicidad y para que se presente se requiere que el organismo haya incorporado
los HAPs y que la luz ultravioleta esté presente en su hébitat, ademés de poseer una piel lo suficientemente delgada para que la
|luz alcance y active las moléculas acumuladas.

Objetivo

Que el alumno desarrolle un bioensayo en el que pueda observar el efecto sinergistico de la luz ultravioleta sobre la toxicidad
de un HAP.

Reactivos
Fluoranteno
Acetona

Cloro

Material

2 cajas de cultivo de tejidos de 24 pozos
1 vaso de precipitados de 500 mL

2 vasos de precipitados de 50 mL
Micropipeta de 1000 uL

Micropipeta de 200 uL

4 pipetas pasteur de vidrio con bulbo
Pipetas volumétricas de 2, 5, 10 mL
Envase de pldstico de boca angosta de 600 ml
2 agitadores de pléstico para café

Papel Parafilm

Garrafén de agua marina
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Quistes de Artemia franciscana

1 tamiz pequefio con malla de 50 micras

Alimento para alevines (Wardley, small fry Premium)
1 oximetro

1 salinémetro

1 potencidmetro

1 microscopio estereoscopico

1 aguja de diseccion

1 desarmador redondo

1 martillo

1 m de manguera para acuario

1 soporte Universal con pinza

Silicon

1 bomba para acuario

1 lampara de escritorio (foco 40 watts)

Método

Para determinar el efecto del fluoranteno sobre los metanauplios de Artemia franciscana (las instrucciones para la obtencion de
metanauplios se encuentran en un anexo al final de esta préctica) se llevard a cabo una prueba de toxicidad estatica en presencia
de radiacion solar. El experimento se llevaré a cabo en una placa de tejidos (Nunc multidish) de 24 pozos de 2 mL de capacidad;
en cada pozo se preparan las concentraciones de exposicion como se muestra en la figura 1.

@D@@@-
HO@®-
HO@@:
HO@®:
K@@
K@@

Figura 1. Disposicion de las concentraciones de fluoranteno para el bioensayo.
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Tay 1b = control acetona, 1cy 1d = control de manipulacion, 2a'y 2b =24 pg/L, 3ay 3b =48 pg/L, 4ay 4b =72 pg/L, 5ay 5b =96 pg/L,
6ay 6b =120 pg/L

Se colocardn de 10 a 20 organismos en cada pozo procurando introducir la menor cantidad de agua posible.

Se les intoxicard con una solucién madre de fluoranteno (grado HPLC) disuelto en acetona para preparar las siguientes
concentraciones nominales: 24, 48, 72, 96 y 120 pg/L.

Dos pozos de la caja se emplean como grupo control con acetona (10 pL de solvente). Otros dos pozos se usan para el grupo
control de manipulacion, el cual solo contiene agua marina artificial.

Una vez adicionado el hidrocarburo y los organismos, las placas de cultivo se transfieren al exterior donde reciban la luz
solar directamente o en su defecto a una cdmara de experimentacion, la cual se compone de dos ldmparas de radiacion blanca
(Vitalite, Duro de México de amplio espectro).

El periodo de exposicion al contaminante serd de 2 horas si es radiacidn natural 0 96 horas con un fotoperiodo de 12:12
(radiacion:obscuridad) si el experimento se lleva a cabo en la cdmara. Al término de la exposicion se registrard la mortalidad con
la ayuda de un microscopio estereoscopico, considerando muertos aquellos organismos que no se muevan al ser tocados con
una aguja de diseccion; el criterio para aceptar los resultados de la prueba serd que la mortalidad de los controles no exceda el
10 9%.

El procedimiento anterior se repite en otra caja de tejidos, solo que este experimento se realiza sin luz solar, es decir que la
caja se deja en el interior del laboratorio expuesta a luz blanca artificial.

Manejo de residuos

Aunque las concentraciones de hidrocarburos son muy bajas, el agua que las contiene debera ser pasada por un filtro de car-
bén activado. Este carbon se colocara en un recipiente de plastico etiquetado siguiendo las indicaciones del programa para la
disposicién y eliminacidn adecuada de los residuos peligrosos quimicos de la UAM llamado “Laboratorio Seguro” (http,;/www.
iztuam.mx/residuos/).

Los organismos constituiran desechos biologicos irreconocibles de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y serdn dis-
puestos como residuos bioldgicos no peligrosos.

Andlisis de resultados
Con los datos de mortalidad calcular la CL, , para ambos experimentos y comparar los resultados utilizando una t de Student.
Cuestionario

1. {Qué es la fototoxicidad?

2. (Cuantos tipos de fototoxicidad se reconocen? De ejemplos de cada uno.

3. ({Por qué se hacen diferentes controles y para que nos sirven?

4. (Cudles son los factores que intervienen para que se presente la fototoxicidad?

5. Ademas de los HAPs {qué otros compuestos presentan fototoxicidad?
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Anexo: Eclosion de Artemia sp.

Fabricacion de un eclosionador de Artemia (con al menos 48 h de anticipacion).

Cortar la base de la botella de plastico de refresco y perforar la tapa con un sacabocado o usando un desarmador y un martillo.
Insertar un pedazo de manguera por el hoyo de la tapa y tapar la botella. Llenar con agua de la llave para verificar que no tenga
fugas la tapa. Si se encuentran fugas, sellar con silicon.

Obtencién de metanauplios
Colocar la botella en el soporte universal de manera que quede la tapa hacia abajo, llenar con 400 mL de agua marina artificial.

Hidratar 0.5 g de quistes de Artemia sp. por 30 minutos con agua dulce, en un vaso de precipitado de 50 mL. A continuacién
los quistes se remojan en una solucion 1:4 de cloro comercial mientras se agitan con una palita; después se transfieren a un
tamiz con una malla de 50 micras, donde se lavan con agua corriente hasta que se pierda el olor a cloro. En seguida se vacian
al eclosionador con la ayuda de 100 mL de agua marina. Conectar la manguera a una bomba de acuario para aplicar aireacion
continua y moderada. Asimismo, se coloca junto al eclosionador una lampara de 40 watts encendida.

Idealmente, después de 24 horas se obtiene la eclosion méxima; en este momento se le suministra alimento para alevines
(Wardley, small fry Premium) a los metanauplios. En la tabla 1 se resumen las condiciones de eclosion para A. franciscana.

Tabla 1. Condiciones de eclosién de quistes de Artemia

Pardmetros Condiciones
Temperatura 27 +3°C
Salinidad 34 a 36 ups
Oxigeno disuelto No menor al 80 % de saturacion
pH 85405

Basado en la NMX-AA-110-1995-SCFI. Andlisis de agua- Evaluacién de toxicidad aguda
con Artemia franciscana Kellogg (crustacea-anostraca) - metodo de prueba. DOF.
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Efecto de los tdxicos en la respiracion y la excrecidn nitrogenada

Introduccion

Las respuestas fisiologicas pueden ser Utiles para determinar los efectos de los téxicos en los organismos. Funciones como el
consumo de oxigeno, el consumo de alimento, la excrecién por heces y la excrecidn nitrogenada se registran dentro de ciertos
intervalos cuando el organismo se encuentra en buenas condiciones. Estos intervalos pueden modificarse como resultado de la
accion toxica de xenobidticos.

Un consumo excesivo de oxigeno puede indicar que el organismo realiza mayor trabajo metabdlico y gasta energia, por lo
que necesita formar moléculas como el ATP para lo cual debe consumir mds oxigeno. Este esfuerzo representa un intento del
organismo por compensar la accién de un toxico. En contraste, algunos téxicos pueden inhibir la actividad respiratoria.

Por otro lado, la excrecién nitrogenada es un mecanismo de desintoxicacion que permite al cuerpo expulsar de manera
regular los materiales de nitrégeno (que pueden ser urea, 4cido Urico o amoniaco). La excrecién puede modificarse porque
el organismo trata de expulsar un material téxico o los desechos derivados de su biotransformacion, los cuales muchas veces
implican la destruccion de proteinas o el consumo de las proteinas del animal, en ocasiones se observa un exceso de actividad
excretora. En contraste, un tdxico que dana el riidn, o su equivalente en un organismo, puede asociarse a una disminucion en
la excrecién nitrogenada.

Objetivo

Determinar si la exposicion a téxicos modifica las funciones de consumo de oxigeno y excrecién nitrogenada en peces.
Material

20 cdmaras con agua dulce con capacidad de 0.3 L con tapa
15 peces cebra (aproximadamente 5 cm)

1 vaso de precipitado de 2 L

1 vaso de precipitado de 100 mL

1 probeta de 100 mL

1 oximetro

1 sistema HACH para determinacion de amonio total

15 cajas Petri

Balanza digital

Horno de secado

Reactivos

250 mL de combustible (diesel o gasolina)

esencia de clavo
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Método

Se utilizard agua de calidad similar a aquella en que se encuentran los peces. Los profesores proporcionaran un litro de solucion
madre de fraccion soluble de combustible (diésel o gasolina) en proporcion 1:4 (combustible:agua) con agitacion previa por 24
h. A partir de esta preparar dos litros de solucion al 6% vy dos litros de solucién al 12 %. Airear estas soluciones.

1.

Se medird el oxigeno disuelto (mg/L) de cada solucion con un oximetro y se tomard una muestra de cada solucidn para
determinacion de nitrégeno amoniacal (mg/L) con el sistema HACH (determinaciones iniciales t).

Se llenaran las cdmaras hasta el borde de la siguiente manera: 10 con agua, 5 con solucién de 6% del combustible y 5
con solucion 12 %.

Se pesaran los 15 peces. Colocar 5 en las cdmaras con solucion al 6%, 5 en las de 12% y 5 en las cdmaras control. 5
cadmaras con agua quedaran sin organismos. Las cdmaras seran cerradas herméticamente.

Después de 6 h en cada cdmara se registrara el oxigeno disuelto y se tomard una muestra para medir el nitrégeno amo-
niacal (determinaciones finales t,).

Los peces se sacrificardn proporcionando condiciones de bienestar animal y trato humanitario, se aplicara una sobredo-
sis de anestesia con esencia de clavo (0.045 mL/300mL) durante cinco minutos (Pérez-Riveiro et al., 2010).

Después de muertos los organismos seran extraidos de las cémaras y serén colocados en cajas de Petri individualmente.
Se pondran a secar en horno a 60 °C hasta peso constante para obtener el peso seco.

Cdlculo del consumo de oxigeno “VO”

Las concentraciones de oxigeno disuelto iniciales (t,) y finales de la prueba (t,) se anotardn en la tabla 1. Calcular el consumo
como se indica a continuacion.

1.

38

Consumo de oxigeno en 6 h
tt,=VO (mg/L)
Consumo en la cdmara por hora
[VO (mg/L)/ 6 h]* Vol cdmara (L) = VO (mg/h)

Oxigeno consumido por organismo. El valor promedio del oxigeno consumido en las cdmaras vacias, serd restado del
consumo registrado en cada cdmara con organismo.

VO (mg/h) - VO promedio de las cdmaras vacias (mg/h) = VO org (mg/h)
Consumo de oxigeno consumido estandarizado (por g de peso seco).

VO org (mg/h) / peso seco (g) = VO (mg/h*gpS)

Efecto de toxicos en la respiracion y la excrecion nitrogenada
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Tabla 1. Registro de datos para calcular el consumo de oxigeno.

Camara Lectura t, Lectura t, VO VO VO org VO
(mg/L) (mg/h) (mg/h) (mg/h*gpS)

1

2
3
4

5
Control 1
Control 2
Control 3
Control 4
Control 5

Dilucién 6 % 1
Dilucién 6 % 2
Dilucién 6 % 3
Dilucién 6 % 4
Dilucién 6 % 5
Dilucion 12 % 1
Dilucion 12 % 2
Dilucion 12 % 3
Dilucion 12 9% 4
Dilucién 12 % 5

Cdlculo de la excrecidn nitrogenada como nitrégeno amoniacal total (AN).

Las concentraciones de nitrogeno amoniacal (¢, y t,) se anotaran en la tabla 2. Calcular la excrecion como se indica a continua-
cion:

1. Produccion de nitrégeno amoniacal en 6 h
tt, = AN (mg/L)
2. Produccién en la cdmara por hora
[AN (mg/L) / 6 h] * Vol cdmara (L) = AN (mg/h)
3. Produccién por organismo
AN (mg/h) - AN promedio de las cdmaras vacias (mg/h) = AN org (mg/h)
4. Produccién de nitrégeno amoniacal estandarizado (por g de peso seco)

AN org (mg/h) / peso (g) = AN (mg/h*gpS)
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Tabla 2. Registro de datos para calcular la produccién de nitrdgeno amoniacal.

N-NH, Lectura t; Lecturart, AN AN AN org AN
(mg/L) (mg/h) (mg/h) (mg/h*gpS)

1

2
3
4
5

Control 1
Control 2
Control 3
Control 4
Control 5
Dilucion 6 % 1
Dilucion 6 % 2
Dilucion 6 % 3
Dilucion 6 % 4
Dilucién 6 % 5
Dilucion 12 9% 1
Dilucion 12 % 2
Dilucion 12 % 3
Dilucion 12 % 4
Dilucion 12 % 5

Una concentracion superior a 0.1 mg/L de nitrdgeno amoniacal en las cdmaras control indica un nivel demasiado alto para que
el bioensayo sea aceptable.

Manejo de residuos

Aunque las concentraciones de combustible son muy bajas, el agua que las contiene debera ser pasada por un filtro de carbén
activado. Este carbon se colocara en un recipiente de plastico etiquetado siguiendo las indicaciones del programa para la dis-
posicion y eliminacion adecuada de los residuos peligrosos quimicos de la UAM llamado “Laboratorio Seguro” (http,/www.izt
uam.mx/residuos).

Los organismos constituirdn desechos biologicos irreconocibles de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y serdn dis-
puestos como residuos biologicos no peligrosos.

Analisis de resultados

Comparar por ANOVA o Kruskall-Wallis los resultados obtenidos para los tres lotes experimentales (control, 6% y 12%) para
determinar si el téxico tuvo efectos en el consumo de oxigeno y en la excrecion nitrogenada.
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Cuestionario
1. {Qué efectos documentados se asocian a la exposicion a la gasolina y el diésel (en atmosfera y agua)?
2. {Por qué se requiere mds oxigeno en el organismo cuando existe demanda de ATP?
3. Indique tres toxicos que actlien como inhibidores de la respiracién y describa brevemente porque la inhiben.
4. ({Por qué se asocia la degradacion de proteinas al incremento de la excrecion nitrogenada?

5. Indique tres toxicos que dafien el rifidn y describa brevemente como lo afectan.
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La histopatologia como biomarcador de efecto de contaminantes

Introduccion

La histopatologia ha sido propuesta en los estudios de monitoreo de la contaminacién porque es un método rdpido para de-
tectar los efectos de los agentes xenobidticos y contaminantes, especialmente los crénicos, en diversos tejidos y érganos (Bernet
et al, 1999).

La técnica tisular permite realizar el analisis de los tejidos bésicos (muscular, conectivo, nervioso y epitelial) y sus alteraciones.
El procedimiento incluye una serie de pasos posteriores a la fijacion. La deshidratacion de drganos o piezas disectadas mediante
pasos sucesivos de alcohol hasta perfundir con ayuda de xilol, la parafina. La aclaracion e inclusion de las muestras es un paso
consecutivo, en donde se obtiene el bloque de parafina. Los bloques de parafina permiten obtener cortes microtomicos que
son teflidos con colorantes bdsicos y dcidos. Un ejemplo de tincién es H-E (Hematoxilina- Eosina) coloracién de contraste que
permite diferenciar en los tejidos el nticleo y citoplasma celular (Guzman-Garcia et al., 2016).

El andlisis tisular (caracterizacion de los tejidos, los cambios patoldgicos y la presencia de pardsitos) permite evaluar lesiones
reversibles e irreversibles que pueden asociarse con la exposicion a contaminantes y a su vez facilitar la interpretacion de la
relacion que guardan con su medio.

Objetivo

Que el alumno reconozca las respuestas tisulares en dérganos destino asi como las alteraciones relevantes, en los organismos
acuaticos.

Material

Laminillas de organos blanco (almeja, camardn, ostion, bagre)
Microscopio 6ptico

Método

El profesor proporcionard laminillas de érganos destino o blanco preparadas previamente de acuerdo con Guzman-Garcia et al.,
2009. Se procederd a realizar la observacion de los 6rganos y las posibles lesiones en las laminillas, con la ayuda de las microfo-
tografias, las explicaciones que se incluyen a continuacion y las proporcionadas por el profesor.

Observacion tisular de la branquia

Observa e identifica los diferentes tipos de tejidos y las estructuras celulares que conforman la branquia, especialmente la region
del arco branquial y la region lamelar (Garcia-Gonzalez, 2014). El arco branquial presenta un soporte de tejido conectivo, hueso
y cartilago, a lo largo del cual corren vasos sanguineos de gran calibre, aferentes y eferentes, también se observan vasos sangui-
neos de diferente calibre que irrigan las lamelas primarias (Fig.1 Ay B).

La region lamelar corresponde propiamente a las lamelas primarias y lamelas secundarias. Las lamelas primarias estan consti-
tuidas por un centro alargado de cartilago hialino que brinda el soporte y forma caracteristica de estas. Las lamelas secundarias
surgen como una prolongacion para aumentar la superficie respiratoria (Fig.2).

Patricia Ramirez Romero/Guadalupe Barrera Escorcia/Xochitl Glizman Garcia/Héctor Barrera Villa Zevallos 43



m Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

Figura 1. Region del arco branquial y lamelar. Se observan: en A, laminillas primarias (LP); cartilago (C), hue-
so (H), arterias aferentes (Aaf) y eferentes (Aef); en B detalles de las estructuras. A, 4X; B 10X Tincién H-E.

Figura 2. Aspecto de la insercion de lamelas primarias en el arco branquial. En Ay B, Se denotan lamelas
primarias (LP) con cabeza de flecha, lamelas secundarias (LS), cartilago (C), arterias aferentes (Aaf) y vasos
sanguineos (Vs). 4X, tincion H-E.

Las lesiones tisulares pueden incluir; alteraciones circulatorias, cambios reversibles y cambios progresivos en diferentes grados,
destacando proliferacion de células, hiperplasia y fusion de lamelas.

Observacion tisular del canal alimentario

El canal alimentario o aparato digestivo estd formado por un conducto modificado (tubo digestivo) que se extiende desde la
boca hasta el ano, en algunos organismos. En los diferentes grupos de vertebrados, el aparato digestivo presenta el mismo plan
estructural: un intestino anterior formado por la boca, faringe, eséfago y estomago; un intestino medio o delgado, y un intestino
posterior denominado grueso que termina en el recto y el ano. En el canal alimentario, especificamente en la region de absorcion
se distinguen 4 capas constitutivas relacionadas con el movimiento, digestion y absorcion de alimentos: mucosa, submucosa,
muscular y serosa (Figura 3 y 4).
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Figura 3. Capas tisulares del intestino de un pez con habitos alimenticios carnivoros. Detalle de la capa mu-
cosa, se observa el lumen (1), microvellosidades (2), enterocitos (3) y lamina propia (4). Tincion H-E.

Figura 4. Aspecto del intestino medio de un pez con hdbitos alimenticios detritivoros se observan las cuatro
capas constitutivas (1) lumen, (2) capa mucosa, (3) capa submucosa, (4) capa muscular longitudinal (4")
capa muscular circular y 5) serosa. Tincion H-E.

Las alteraciones tisulares pueden incluir; Secreciones eosindfilas, vasos congestivos, filtracidn sanguinea, Inflamacion asi como la
posible presencia de pardsitos (Huerta-Aguirre, 2016; Paredes-Ramos, 2016).

Observacidn tisular del higado

El higado en los peces se localiza en la region media y anterior de la cavidad abdominal. Entre otras funciones, desintoxica al
organismo de agentes toxicos, produce la bilis y es una reserva de carbohidratos. Debido al doble abastecimiento de sangre que
tiene el higado, es importante considerar las dos vias de absorcidon que llevan a la distribucion de compuestos potencialmente
tdxicos, las cuales son: la ruta de absorcion intestinal y la ruta branquial. Debido a su estructura y funcion, el higado de los peces
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es considerado como un 6rgano destino para compuestos tdxicos, principalmente por la posicion en la que se encuentra y su
vascularizacién aferente y eferente; estas propiedades micro vasculares facilitan la absorcién y la llegada de las toxinas, colocan-
dolo como un drgano destino de gran interés en los estudios histopatoldgicos. En los bagres, el higado esté constituido, princi-
palmente, por células poliédricas llamadas hepatocitos, arreglados en cordones hepéticos, Un conducto biliar en comun con la
vejiga natatoria conecta con el intestino ventral y con el eséfago. El pancreas endocrino se encuentra entre el bazo y el higado.

En el andlisis de los cortes histoldgicos higado de bagre (Ariopsis felis) se observan estructuras tisulares caracteristicas como
lo son: sinusoides, cordones hepéticos, parénquima hepatico el cual estd conformado por hepatocitos poliédricos, parénquima
pancredtico, tiibulos biliares, venas y arterias, como se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Estructura tisular de higado de bagre (Ariopsis felis). Observe la estructura de la unidad morfoldgica
del higado. A) parénquima hepatico (PH), sinusoide (S). B) estructura hepética con arteria (Ar), conducto
biliar (CB), vena (V), hepatocitos (PH), células pancredticas (PP). Tincion H-E.

Algunas alteraciones en este érgano incluyen; congestion de eritrocitos en el tejido, infiltracion de eritrocitos en parénquima
hepatico, degeneracion y destruccion de estructuras hepaticas, granulomas y centros melanomacrofagos (Zepeda-Roman, 2015).

Resultados
Discuta la funcion de los diferentes tipos de tejidos y estructuras celulares identificados en las preparaciones tisulares.
Identifique lesiones tisulares e investigue las definiciones de cada una.
Cuestionario
1. {Qué es histopatologia?
2. {Qué es un biomarcador?
3. {En qué consiste la tincion hematoxilina-eosina?
4. Mencione la funcionalidad de los tejidos: conectivo, muscular, epitelial y nervioso

5. Haga un glosario con los siguientes términos: secreciones eosindfilas, vasos congestivos, inflamacion, infiltracion sangui-
neas, granuloma, centros melanomacrafagos, necrosis, hiperplasia, fusidn lamelar.
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Caracterizacion de células sanguineas de peces

Introduccion

Los peces son buenos bioindicadores y son (itiles para el estudio de los efectos de factores de estrés ambiental (Galeano et
al., 2010). En particular, el andlisis de la sangre de los peces se ha utilizado para evaluar sus condiciones fisiologicas y de salud
(Ruiz, 2009). Aunque la composicién sanguinea de los peces estd determinada genéticamente, también es influenciada por el
ambiente (Valenzuela et al., 2003). Asi, los patrones hematoldgicos son usados como referencia para el diagndstico de cuadros
patologicos en peces; como malnutricion, edad, tamano y diferencias estacionales, entre otros.

El porcentaje de células de la sangre, es un indicador utilizado en los andlisis sanguineos. El hematocrito mide la porcion de
la sangre compuesta por globulos rojos. En concreto, mide el volumen de glébulos rojos que transportan oxigeno a través de
la corriente sanguinea a todas las células del organismo. Esto es muy importante, ya que se necesita oxigeno para mantener los
drganos sanos.

El estrés ambiental, provocado por diversos contaminantes puede generar reacciones inflamatorias, disminucion generaliza-
da de la concentracion de inmunoglobulinas, monocitosis, neutrofilia, leucopenia e incluso supresidn fagocitica. En esta practica
se observaran posibles cambios en la concentracion y la morfologia de las células sanguineas de peces.

Objetivo
Caracterizar y evaluar la concentracion de células en muestras de sangre de peces.
Material
Para obtencidn de muestras sanqguineas de peces
*  Peces comerciales (recién extraidos) cebra
+ Jeringasde 3y 5 ml
*  Tubos tapén lila con anticoagulante EDTA
+ Capilares de vidrio heparinizados
Para frotis de sangre
* Portaobjetos
+  Cubreobjetos
*  Microscopio de campo claro

 Ldpiz punta diamante

Para tincién
* Jarras Coplin

 Vasos Coplin
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Reactivos

Para tincién Giemsa:

Colorante Giemsa
Agua acética
Alcohol absoluto

Benzocaina

Para tincién Wrigth

Colorante de Wrigth

Buffer de fosfatos

Método

Obtencidn de sangre

1.

Sedar a los peces con benzocaina al 5%.

Realizar la extraccion de sangre mediante puncion cardiaca o por aleta dorsal introduciendo la aguja formando un éngulo
de 45° con jeringas de 3 o 5 ml (dependiendo el tamafio del pez).

Retirar la aguja de la jeringa y vaciar la sangre por las paredes del tubo con anticoagulante EDTA.

Las diferencias en las concentraciones se determinardn mediante microscopia de campo claro y tincion de Wright, Giemsa.

Frotis de sangre

1.

50

Extraer una gota (cerca de 20 pl) de sangre de peces.

Colocar la sangre en un extremo del portaobjetos.

Colocar otro portaobjetos sobre el primero formando un dngulo de 45 grados como se muestra en la figura 1.

Cuando el portaobjetos de arriba toque la sangre, recdrrase con rapidez hasta el otro extremo del portaobjetos de base

Dejar secar el frotis a temperatura ambiente y realizar las tinciones necesarias.

Caracterizacion de células sanguineas de peces
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Figura 1. Técnica de extension de sangre.

Tincion de Giemsa

1.

N

7

Primera fijacion: secado del frotis a temperatura ambiente.

Segunda fijacion: agregar alcohol absoluto en un vaso Coplin e incubar durante una hora.

Escurrir la preparacion y se dejar secar.

Agregar el colorante Giemsa, diluido sobre el portaobjetos en una jarra Coplin y dejar actuar durante una hora.
Lavar con agua destilada y dejar secar.

Realizar una inmersion rapida en agua acética, seguida de una inmersion en agua potable para detener el efecto del agua
acética.

Dejar secar y observar al microscopio.

Tincion de Wright

1.

Colocar la laminilla en el puente de tincién hacia arriba.
Cubrir el extendido completamente con colorante de Wright y dejarlo actuar 5 min.

Agregar el buffer poco a poco y de manera gentil con ayuda de una pipeta (la laminilla debe presentar una coloracién
verde metdlico).

Dejar actuar de 10 a 15 min.
Eliminar la mezcla agregando agua corriente, lavando por flotacion.
Dejar secar en posicidn vertical inclinada.

Observar a inmersion.
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Andlisis
1. Enfocar el microscopio con el objetivo de 100x.
2. Explorar el frotis para localizar las mejores zonas (donde se aprecien las células bien tefiidas y no aglomeradas).

3. Realizar la observacion en forma de zig-zag y diferenciar las células encontradas reportdndolas como: neutréfilo (banda),
neutrdfilo segmentado, linfocito, monocito, basdfilo, eosindfilo (linea blanca) y eritrocitos inmaduros. Se recomienda ha-
cer observaciones sobre la presencia de nticleos policromaticos, poiquilocitocis, anisocromia e hipercromia (linea roja).

4. Para una correcta identificacion, se recomienda el uso de un atlas ictiohematoldgico.

Figura 2. Células sanguineas del pez Trichiurus lepturus. Las células predominantes en ambas fotografias, son
eritrocitos maduros (citoplasma y nticleo ovalado) las cuales son vitales para el transporte de nutrientes e
intercambio gaseoso. En la microfotografia de la izquierda se observa en el tamafio de un eritrocito (A, 9.33
pm). En la fotografia de la derecha, se observan una célula baséfila (A), la cual esta relacionada con enferme-
dades inflamatorias o parasitarias, ya que en condiciones normales en peces sanos estas células son escasas
y en algunos casos ausentes, también se aprecia una célula inmadura blastica (B), la cual se relaciona con
patologias. Tincion Giemsa.

5. Dibuje las células que se observaron en el microscopio 6ptico (o si es posible, tome fotografias) y discuta su funcion.

6. Adicionalmente se realizardn observaciones de laminillas previamente elaboradas las cuales seran proporcionadas por el
profesor.

Hematocrito (Ht)
1. Con la sangre obtenida, llenar %4 partes del capilar de vidrio heparinizado (duplicado).
2. Limpiar el exterior de los tubos con gasas o sanitas.
3. Sellar un extremo del tubo con ayuda del mechero, sin quemar la sangre.

4. Colocar el tubo capilar en posicion vertical y esperar una hora aproximadamente para observar la separacion de los
compuestos de la sangre.

5. Mediry realizar calculos necesarios: calcule la medida total de eritrocitos, leucocitos y plasma (mida en mmy considérelo
como un 100%). La medida de los eritrocitos en mm permite obtener el porcentaje, con respecto a éste, por medio de
una regla de tres, por ejemplo:
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Medida total= 58 mm (eritrocitos, leucocitos y plasma)

Medida de eritrocitos= 29 mm

58 mm -100%

29 mm - x (hematocrito)

HEMATOCRITO =50 %

Interprete este resultado con ayuda de la bibliografia

Cuestionario
1. {Qué tipo de células se pueden encontrar en el torrente sanguineo de un pez?
2. {Qué efectos tienen los estresores ambientales sobre las células sanguineas de los organismos? Mencione dos ejemplos.
3. {Qué diferencias se observan en las laminillas elaboradas comparadas con las proporcionadas por el profesor?
4. Con los siguientes datos, obtener el valor del Ht.
Caso 1: Volumen total 80mm, Volumen eritrocitario 65mm.
Caso 2: Volumen total 76mm, Volumen eritrocitario 48mm.

Caso 3: Volumen total 90mm, Volumen eritrocitario 60mm.

Bibliografia

Hernandez Diaz, M., Hernandez Calderas, |., Becerra Amezcua, M.P. Jerénimo-Judrez, J.R. & X. Guzmén Garcia. 2015. Morpholo-
gical alteration in blood cells of fishes exposed to cadmium. XVIIl Congreso de la Sociedad Espariola de Histologia e Ingenieria
Tisular. VI Internacional Congress of Histology and Tissue Engineering. Il Congreso Iberoamericano de Histologfa. Bilbao.

[ Hernandez-Diaz, M., Becerra-Amezcua, M. P, Calderas-Hernéndez, |, Jerénimo-Judrez, J. R. & X. Guzman-Garcia. 2016. Ictiohe-
matologia: propuesta como biomarcador de estrés fisioldgico ambiental. VIl Congreso de la Asociacidn Mesoamericana de
Ecotoxicologia y Quimica Ambiental A.C. Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas Unidad Zacatenco, México.

L1 Galeano, N. A, Guagliardo, S. E,, Schwerdt, C. B,, & RD. Tanzola. 2010. Caracteristicas hematologicas de Porichthys porosissi-
mus (Pisces: Batrachoidiformes) en el estuario de bahia blanca, Argentina. Anales acta Veterinaria 30 (1): 5-11.

[ Matadamas-Guzman, F, Guzmén-Paredes y X. Guzman Garcia. 2014. Cambios hematoldgicos en el bagre (Ariopsis felis)
como biomarcadores de contaminacion. 2do Congreso Estudiantil de investigacion del Sistema Incorporado “Para estimular
la creatividad cientifica y humanistica”. Universidad Nacional Auténoma de México, México.

B

http.//vinculacion.dgire.unam.mx/Congreso-Trabajos-pagina/PDF/Congreso%20Estudiantil9%2020 14/Proyectos %20
20714-96209%C3%81req/1.9620Ciencias%20Biol9%C3%B3gicas/biologia/1.12920CIN20 14A 10244-%20Bi0olog%C3%
ADa.pdf Consultado el 29 de marzo del 2017,

X Ruiz, G. J. 2014. Fundamentos de Hematologia. 5 ed. Ed. Médica Panamericana, México, p. 394.
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Valenzuela, A., Oyarzun, C. & V. Silva. 2003. Blood cells of the Schroederichthys chilensis (Guichenot 1848). The Leukocytes
(Elasmobranchii, scyliorhinidae). Programa de Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogré-

ficas, Departamento de Oceanografia, Laboratorio de Piscicultura. Universidad de Concepcién, Gayana (Concepcion) 67(1):
130-137.
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Biomarcadores: estabilidad lisosomal

Introduccion

El uso de biomarcadores es un enfoque prometedor en la evaluacion de la salud de los ecosistemas. Los biomarcadores se
aplican con el fin de evaluar el sindrome de estrés inducido en los organismos por la acumulacién de contaminantes en sus
tejidos, la rdpida accion de los productos quimicos téxicos a nivel molecular y como una alerta temprana del efecto de los con-
taminantes a largo plazo. Por lo tanto, las alteraciones pueden ser detectadas antes que otros trastornos, como la enfermedad
o la mortalidad.

Para evaluar el efecto de la exposicion a contaminantes sobre los lisosomas se ha empleado la técnica llamada retencién
de rojo neutro (RRN) (Lowe et al., 1995a; Lowe et al., 1995b); asimismo se ha evaluado la variabilidad de este biomarcador
asociada a los cambios ambientales, los ciclos reproductivos, la temperatura, exposicion al aire y la disponibilidad de alimentos
(Harding et al., 2004), asi como a perturbaciones mecénicas relacionadas con las actividades de procesamiento post-cosecha y
condiciones de almacenamiento.

Objetivo

Que el alumno implemente la técnica de estabilidad lisosomal como un biomarcador de efecto.
Reactivos

Rojo neutro (RN)
Dimetilsulfoxido (DMSO)
Cloruro de Calcio (CaCl2)
Sulfato de Magnesio (MgS04)
Cloruro de Potasio (KCl)
HEPES

Poly-L-Lysina

Material

Ostiones comerciales

Agua destilada

Cuchillo de cocina

Jeringa de 1 mL

Tubo de silicona Eppendorf

Incubadora (Recipiente hermético con toallas de papel himedas)

Microscopio 6ptico

Patricia Ramirez Romero/Guadalupe Barrera Escorcia/Xochitl Glizman Garcia/Héctor Barrera Villa Zevallos 55



m Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

Potenciometro

Micropipeta 1 mL

Micropipeta 200 pL

Puntas para micropipeta

Portaobjetos

Cubreobjetos

Vortex

Papel aluminio

Guantes

Toallas de papel

Método

Preparacion de reactivos:

1.

Solucion Fisiolégica Salina. Disolver 4.77 g de HEPES, 25.48 g de NaCl, 13.06 g de MgS04, 0.75 g de KCly 1.47 g de
CaCl2 en 500 mL de agua destilada, aforar a 1 L. El pH debe ser aproximadamente 7.36. Conservarse en refrigeracion
hasta su uso.

Solucion stock de colorante Rojo Neutro. Disolver 20 mg de (NR) en 1 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO), filtrar en filtro
de 0.45 pm. Guardar en vial color dambar a 4°C.

Solucién de Tincién. Disolver 100 pL de solucién stock en 900 pL de solucidn fisioldgica salina. Conservar en vial color
dmbar. Prepararse al inicio de la extraccidn de la muestra.

Método

Determinacion del tiempo de retencion del rojo neutro.

56

D)

2)

%)

4)

5)

6)

El material serd previamente lavado con Extran, enjuagado abundantemente con agua corriente y enjuagado al final con
agua destilada.

Para la extraccion de la muestra de hemolinfa se prepararan las jeringas con 500 pL de solucion fisiolégica salina, y se
mantendran a 4°C.

La preparacion de los portaobjetos se realizard agregandole 30 pL de poli-L-lisina.

Se procederd a abrir con un cuchillo los ostiones y se les escurrira el exceso del liquido intervaval. De la cavidad peri-
cardica (membrana que envuelve al corazdn) se extraerd la hemolinfa insertando la aguja de una jeringa previamente
preparada,

Pasar el liquido extraido a un tubo Eppendorf y mezclar suavemente.

Transferir 75 pL de la mezcla (hemolinfa, solucion salina) a un portaobjetos previamente tratado.

Biomarcadores: estabilidad lisosomal
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7) Agregar 40 pL de la solucion de tincion o rojo neutro a la muestra.
8) Colocar una muestra bajo el microscopio, usando el objetivo 40X, con baja intensidad de luz.

9) Durante los primeros 60 minutos se examinaran las muestras cada 15 minutos, posteriormente cada 30 minutos. Las
observaciones continuaran hasta que se haya perdido el 50% de la tincién.

10) Tabular los resultados, como el tiempo de retencién del rojo neutro (+ no se produce ningun efecto, +/- signo de estrés,
- mas del 50% estan estresado).

11) Registrar los resultados en la siguiente tabla:

Muestra Tiempo de observacion (minutos) TRi:F; Eg::
0 15 30 45 60 90 120 | 180
1
2
3

Utilizar los datos para realizar un gréfico y comparar el tiempo de retencion de los ostiones para determinar la toxicidad celular.
NOTA: La préctica deberd realizarse a 17°C de temperatura. La tincion se debe realizar en ausencia de luz.

Los organismos constituirdn desechos bioldgicos irreconocibles de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y serdn dis-
puestos como residuos biologicos no peligrosos.

Cuestionario
1. {Por qué los bivalvos son ampliamente utilizados como organismos indicadores?
2. {Cudles son las limitaciones de la técnica de estabilidad lisosomal?
3. (Por qué la técnica debe realizarse en ausencia de luz?

4. {Qué importancia y aplicaciones tiene la prueba de estabilidad lisosomal en los estudios ecotoxicologicos?

Bibliografia

Cho, SM. & W.G. Jeong. 2005. Spawning impact on lysosomal stability of the Pacific Oyster, Crassostrea gigas. Aquaculfure
244 383-387.

Diario Oficial de la Federacion. 2002. Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud am-
biental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacién y especificaciones de manejo. DOF, México.
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Ed  Hauton, C, Hawkins, LE. & S. Hutchinson. 1998. The use of the neutral red retention assay to examine the effects of tempe-
rature and salinity on haemocytes of the European Flat Oyster Ostrea edulis (L). Comp. Biochemistry and Physiology 119B:
619-623.

X Lowe, D.M,, Soverchia, C. & M.N. Moore. 1995a. Lysosomal membrane responses in the blood and digestive cells of mussels
experimentally exposed to fluoranthene. Aquatic Toxicology 33: 105-112.

0 Lowe, D.M,, Fossato, V.U. & M.H. Depledge. 1995b. Contaminant induced lysosomal membrane damage in blood cells of
mussels Mytilus galloprovincialis from the Venice Lagoon: an in vitro study. Marine Ecology (progress series) 129: 189- 196.

0 Harding, J.M., Couturiera, C, Parsons, G.J. & N.W. Ross. 2004. Evaluation of the neutral red assay as a stress response indicator
in cultivated mussels (Mytilus spp.) in relation to post-harvest processing activities and storage conditions. Aquaculture 231:
315-326.

[ Ringwood, AH., Conners, D.E. & J. Hoguet. 1998. The effects of natural and anthropogenic stressors on lysosomal destabiliza-
tion in oysters Crassostrea virginica. Marine Ecology (progress series) 166: 163— 171.

0 Zhang, Z., Li, X, Vandepeer, M. & W. Zhao. 2006. Effects of water temperature and air exposure on the lysosomal membrane
stability of hemocytes in Pacific oysters Crassostrea gigas (Thunberg). Aquaculture 256: 502-509.

58 Biomarcadores: estabilidad lisosomal



Ecotoxicologia

Analisis de los cambios tisulares por exposicion a cadmio en
moluscos bivalvos
Introduccion

Las actividades antropogénicas han perjudicado al ambiente y a diversos organismos que en él habitan. Los ambientes terrestres
y acudticos han sido impactados por estas actividades; sin embargo, las zonas costeras, se consideran uno de los ambientes més
vulnerables a el efecto de los contaminantes (Villanueva y Botello, 1998; Botello, 2010).

En los sistemas acudticos se ha reportado la presencia de contaminantes criticos entre los que destacan hidrocarburos,
plaguicidas, descarga de aguas residuales y metales. Uno de los metales potencialmente mds toxicos que se encuentran en la
naturaleza es el cadmio. En su forma biodisponible puede ser mutagénico o carcinogénico, afectando el crecimiento, la tasa de
respiracion, la actividad enzimética y la contraccion muscular de los organismos (Eisler, 1985).

Los moluscos han sido ampliamente utilizados en estudios de monitoreo de la contaminacién, debido a su naturaleza filtra-
dora, su posicion sésil en el ambiente y la organizacion de sus tejidos (Salazar y Salazar, 1991). En la evaluacion de los efectos de
los contaminantes se ha propuesto el uso de la histologia, la cual constituye una herramienta de evaluacion independientemente
de la fuente de estrés. El empleo de este biomarcador permite reconocer los cambios histopatolégicos tempranos que pueden
detectarse antes de que se produzcan efectos irreversibles a niveles de organizacion mas elevados (Guzman-Garcia, 2007).

Ademés de la evaluacion tisular, se pueden conocer los indices de condicion, utilizados para determinar el valor nutritivo,
comercial y también ecoldgico, de estos organismos. Los indices de condicion se pueden relacionar con el estado reproductivo
y los patrones morfométricos, y permiten conocer cémo responde el organismo a las variaciones del ambiente (Crosby y Gale,
1999; Arrieche et al, 2002).

Objetivo

Analizar el efecto del cadmio sobre el indice de condicién y la estructura tisular de bivalvos expuestos a dosis subletales de
Cadmio.

Reactivos

Alcohol absoluto

Alcohol al 96 %

Alcohol al 70 %

Xilol

Formol amortiguado al 10 %
Agua destilada

Agua corriente

Hematoxilina

Eosina
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Material

Charola de diseccién

Cajas Petri de vidrio

Vasos de precipitados de 500 ml

Cassettes histologicos modelo Histossete |

Balanza analitica

Vernier

Estufa de secado

Procesador de tejidos

Centro de inclusion

Placa enfriadora

Microtomo

Termometro

Microscopio 6ptico

Cuchillo de navaja corta

Guantes de carnaza

Muestras de bivalvos (Ostion o almejas comerciales)
Preparaciones permanentes de tejidos de ostidn y/o almeja expuestos a cadmio.
Método

Limpieza de organismos

Cepille los organismos con solucidn de alcohol 70%, principalmente en el umbo de los organismos. Los organismos deberdn ser
limpiados de cualquier organismo asociado. Posteriormente deberd sumergir a los organismos en alcohol al 96 % por 5 minutos.
Transcurrido ese tiempo, colocar en agua destilada para eliminar el exceso de alcohol.

Pardmetros morfométricos e indice de condicidn

Tome pardmetros morfométricos con ayuda del vernier. Registre el peso (g); himedo, de las valvas y de la masa visceral. Registre
sus observaciones en el formato de la siguiente tabla.
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Registro de parametros morfométricos para calcular el indice de Condicién

clave de la Peso completo Peso dela Peso de valvas
Largo (mm) Ancho (mm) Alto (mm) P masa visceral
muestra (®) © (®

Para el cdlculo del indice de condicion, debera etiquetar y pesar una caja de petri (una para las valvas y prepare otra para la
masa visceral; registre el peso de las cajas). Posteriormente coloque en cada caja la masa visceral y las valvas seglin corresponda.
Cada muestra serd colocada dentro de una estufa de secado a 60 °C. Haciéndose registros del peso de cada muestra cada 24 h
hasta que el peso sea constante. Cuando el peso sea constante calcular el indice de condicion mediante formula propuesta por
Devenport y Chen (1987):

Peso seco de la masa viseral
IC= ®) X100

Peso seco de las conchas (g)

Obtencion de secciones tisulares.

Para la apertura de las valvas, coloque la punta del cuchillo en la unién de la charnela y haga un movimiento en forma de palanca
para abrir las valvas (Este paso, es necesario realizarlo con guantes de carnaza para evitar lesiones). Expuesta la masa visceral, se
divide en tres secciones: anterior, media y posterior (figura 1).

ANTERIOR

GLAHDL;I_&; | :;-"ul }
DIGESTIVA
0

POSTERIOR

Figura 1. Masa visceral y conchas de dos especies de bivalvos. lzquierda, Crassostrea virginica y Derecha,
Polimesoda caroliniana.

Andlisis tisular
Las secciones tisulares, serdn procesadas histoldgicamente de acuerdo a la metodologia descrita por Guzman-Garcia et al.,
(2007). Para la revision de los cortes tisulares, se utilizard microscopio dptico. Observe cada preparacion en “Zig-zag", primero

con el objetivo de 10x y posteriormente en 40x.

Reconozca la region del canal alimentario por la presencia de numerosos pliegues de absorcion que conforman el eséfago
(Figura 2). El canal alimentario, presenta revestimiento epitelial en su parte apical (Figura 3) y numerosos ttbulos conforman
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la glandula digestiva (Figura 4). Las laminas branquiales estan formadas por ldmelas revestidas de epitelio y cilios (Figura 5). La
pérdida de la estructura, es inducida por agentes como el cadmio. Las alteraciones més frecuentes reportadas son: incremento
en células cafés en branquia, en el manto y en los tibulos de gldndula digestiva, Inclusiones esféricas en gdnada, atrofia en tejido
conectivo en gonada y ttibulos, pérdida de cilios en el canal alimentario (Figura 6).

Figura 2. Region del es6fago, en Crassostrea virginica observe: 1, epitelio; 2, células epiteliales, 3, nucleos; 4,
células eosinofilas y 5, células mucosas y tejido conjuntivo. 10X Tincion H-E.

Figura 3. Porcion del canal alimentario, se distingue la region del saco del estilete: 1, epitelio de transicion; 2,
nucleos basales; 3, tejido conjuntivo y 4, membrana basal. 40X Tincién H-E.
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Figura 4 Apariencia de la glandula digestiva. 1, Tubulo digestivo; 2, contenido alimenticio; 3, membrana
basal. 10X Tincion H-E.

Figura 5. Aspecto de la branquia, se muestran las ldmelas branquiales. Algunos cilios de la branquia pueden
perderse por intoxicacion de cadmio.

Figura 6. Cambios tisulares en la region de la branquia.

Patricia Ramirez Romero/Guadalupe Barrera Escorcia/Xochitl Glizman Garcia/Héctor Barrera Villa Zevallos 63



m Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

Reporte de los resultados.

Después de realizar el andlisis macroscopico y calcular el indice de condicion, interprete el significado de estos resultados.

Describa los érganos y tejidos observados en cada una de las secciones analizadas.

Elabore esquemas para asociar el reconocimiento tisular (tipo de 6rgano, tejido y células caracteristicas). Anote sus observa-

ciones y capture fotografias como evidencia.

Analice si hay cambios en la estructura tisular y realice una investigacion bibliogréfica sobre las alteraciones que encontrd. En

su discusion indique el potencial patoldgico de dichas respuestas (lesiones reversibles o irreversibles).

Elaboré un cuadro comparativo de las observaciones hechas en la region anterior, media y posterior.
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Identificacion de vegetales modificados por ingenieria genética

Introduccion

Desde la creacion del jitomate Flavr Savr (el primer vegetal genéticamente modificado) en 1985, se ha desarrollado una gran
cantidad de especies vegetales con genes ajenos, capaces de producir proteinas especificas de otros organismos. El objetivo
principal de esta practica es mejorar los cultivos, logrando producir plantas resistentes a plagas, a condiciones ambientales extre-
mas, a pesticidas e incluso a infecciones bacterianas o viricas. Asimismo, se han desarrollado organismos con otras caracteristicas
potencialmente benéficas para el ser humano, como los pldntanos enriquecidos con tiamina para reducir la incidencia de la
enfermedad de Beriberi.

A pesar de que dichas modificaciones tienen objetivos favorecedores, existe la posibilidad de que los productos de los genes
externos tengan efectos nocivos para quien los consume (Séralini et al., 2012), sin mencionar la posibilidad de que exista disper-
sion en el ambiente de estos organismos por sus inherentes mecanismos de reproduccion.

Objetivo

Determinar la presencia de las secuencias del promotor de la subunidad 35S del virus del mosaico de la coliflor y del terminador
de la sintasa de noplaina de Agrobacterium tumefaciens (presentes en la mayoria de los organismos modificados por ingenieria
genética) en vegetales de consumo cotidiano.

Reactivos

Agua destilada

Reactivo para extraccion de DNA (InstaGene Matrix, BioRad)
Polimerasa taq

Cloruro de magnesio

SYBR green

Agua libre de nucleasas

NTPs

DNA de control positivo

DNA de control negativo

Primers CaMV :

FWD- GCTCCTACAAATGCCATCA;
REV- GATAGTGGGATTGTGCGTCA
Primers NOS:

FWD- GAATCCTGTTGCCGGTCTTG;

REV-T TATCCTAGTTTGCGCGCTA
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Material
Tubos de microcentrifuga de 1500 y 200ul.
Pipetas de Pasteur.
Bafo de agua.
Mortero y maja.
Pipetas de 1000, 200y 10 pl.
Puntas para pipetas de 1000, 200 y 10 p.
Alimento (DNA experimental)
Balanza.
Microcentrifuga.
Termociclador de tiempo real.
Método
Extraccion de DNA.
1. Seleccionar un vegetal que se consuma de manera regular o en el cual se tenga particular interés.
2. Homogeneizar 1 g de tejido vegetal en el mortero, con agua destilada (5 ml por gramo de alimento).
3. Transferir 50 pl de la mezcla a un tubo de microcentrifuga con 500 pl de InstaGene Matrix (BioRad).
4. Colocar el tubo en bafio maria a 95°C durante cinco minutos.
5. Centrifugar a 13,000 g durante 5 minutos.
6. Aislar el sobrenadante (donde se encuentra el DNA), teniendo cuidado de no transferir nada del sedimento.
7. Determinar la pureza y la concentracion de DNA mediante absorcion espectrofotométrica.
8. Congelar el DNA extraido a -20°C.
PR
1. Preparacion de la reaccidn en cadena de la polimerasa:
— 50 ng de DNA experimental
— 10 nM de dNTPs
— 25U de polimerasa taq

— 50pmoles de oligonucledtidos FWD y REV de 35SCAMV y NOS
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— Agua libre de nucleasas

Ecotoxicologia

2. Colocar los tubos en el termociclador de tiempo real, ejecutando el siguiente programa. Interpretar los datos observados

en el electroferograma.

Desnaturalizacion inicial 94°C X 2 minutos
40 ciclos:
desnaturalizacion 94°C X 1 minuto
hibridacién 54°C X 1 minuto
extension 72°C X 2 minutos
Extension final 72°C X 10 minutos
Hold 4°C X 0

Cuestionario

1. {Cree usted que el consumo de alimentos modificados mediante ingenieria genética podria tener alguna consecuencia

para la salud?

2. Cudles el organismo gubernamental encargado de regular la comercializacion y la siembra de vegetales genéticamente

modificados?

3. {Qué criterios establece dicha institucion para determinar que es seguro el consumo de estos alimentos?

4. {Serfa benéfico para las personas etiquetar todos los GMO que estdn a la venta?

5. {Qué consecuencias podria tener la reproduccion sexual involuntaria entre organismos modificados por ingenieria gené-
tica y plantas silvestres en el ambiente?

Bibliografia
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La bioética en la ecotoxicologia

Introduccion

La Unica manera de conocer los efectos de los contaminantes en los organismos es evaluarlos en ellos mismos, por lo que la
ecotoxicologfa debe utilizar seres vivos, o partes de éstos, para avanzar en el conocimiento de los efectos de los contaminantes.
Por lo anterior es necesario trabajar dentro del marco de la bioética la cual puede definirse como “la parte de la filosofia moral
que considera la naturaleza, fines y circunstancias, y, por tanto, la licitud o ilicitud de las intervenciones sobre la vida de los orga-
nismos, particularmente aquellas conexas con el desarrollo de las ciencias médicas y bioldgicas”.

Objetivo

Que el alumno reflexione sobre la importancia de la bioética en los estudios ecotoxicolégicos.

Desarrollo

1.

Durante la primer media hora los equipos leeran uno de los siguientes articulos:

a) Garcés Giraldo, L. F. & C. Giraldo Zuluaga. 2012. Bioética en la experimentacion cientifica con animales: cuestion de
reglamentacion o de actitud humana. Revista Lasallista de Investigacion 9(1): 159-166.

b) dos Santos Silva, J., Barros dos Santos Rocha, 1.K., Carvalho de Freitas, L, Jovita Pereira, N. & N. F. Carvalho Neta. 2015.
Principios bioéticos aplicados a los estudios ecotoxicoldgicos acuéticos Revista de Bioética 23 (2): 416-26.

¢) Lineamientos para la Conduccion Etica de la Investigacion, Docencia Y Difusién en la Division de Ciencias Bioldgicas
y de La Salud 2010 de la UAMI de la UAMI.
http;//148.206.32.94/informacion/consejo_divisional/lineamientos/LINEAMIENTOSDEETICA2012.pdf

En la segunda media hora se llevard a cabo una discusion grupal del contenido de los articulos y de la aplicacion de la
bioética en las ciencias bioldgicas.

Los equipos desarrollardn un cddigo de bioética para el trabajo en el laboratorio de ecotoxicologia.
El reporte de este ejercicio incluird:

a) Un ensayo de la importancia de la bioética en los estudios ecotoxicologicos.

b) El codigo de bioética desarrollado en clase.

) Un resumen de los Lineamientos de la Comision de Etica de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la
UAMI.
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Buenas practicas de laboratorio

Introduccion

La validez de los estudios de laboratorio depende, en gran medida, de que éstos se lleven a cabo bajo un sistema de calidad que
garantice su representatividad, la posibilidad de repetirlos en otro laboratorio y de obtener resultados similares. En el caso de los
estudios ecotoxicolégicos esto es de suma importancia ya que pueden tener repercusiones legales.

Objetivo

Que el alumno conozca el concepto de Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y los aplique en el desarrollo de las practicas de
laboratorio de Ecotoxicologia.

Desarrollo
1. El profesor explicara las generalidades de las Buenas Précticas de Laboratorio (ver notas del anexo de este ejercicio).

2. Los alumnos prepararan su bitdcora personal para el laboratorio de Ecotoxicologia (Portada, Indice, numeracion de
paginas).

3. Los alumnos disefiarén en equipo:

+ Formato de cadena de custodia
+ Formato de etiqueta de muestra de agua, sedimento, organismo
« Formato para datos de campo
« Formato para datos de laboratorio
4. El equipo revisara el documento: Ztifiga Estrada, A., Vega Segura, V. & A. N. Ochoa Terreros. 2016. Buenas Practicas de

Laboratorio. Base para el aseguramiento de calidad de los resultados analiticos. Revista COFEPRIS. Proteccion y Salud.
http,//revistacofepris.salud.gob.mx/n/no7/ciencia.htm| Consultado el 27 de marzo de 2017.

5. El reporte incluiré los formatos elaborados y un resumen del documento OCDE Principles of Good Laboratory Practice
(as revised in 1997).
https//ntp.niehs.nih.gov/iccvamy/suppdocs/feddocs/oecd/oecd_glpcm.pdf
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—reportany
‘estudios de laboratorio.

&
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Industrial Bio Test tiraba 2 |a basura los ratones
musrtes y altersba los resultados de lzs prusbas,
dando como resultado que dichos productos eran
segurcs para el consumo humano.

Algunes de los involucrados fueron condenados 3
F-m-- I-
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Objetivos de las BPL

= Asegurarse que s datos
reportados son un reflejo verdadero
de los resultados que se obtienen
en un estudio.

= Asegurar que los datos pueden
seguirse hasta su origen en la
documentacion, pudiendo verificar
su veracidad.

iz

=
7
l::l -
—
[
T
B
[ ]
)
14
==

Sistemias de prusbas.

= Archivo de documentos y materiales.

= Aparatos, materiales y reactivos.

= Programas de aseguramiento de calidad.
« Desemperio dei estudio.

= Reporte de los resultados del estudio.

= Procedimientos de operacion estandares.

= Organizacion del personal y la instalacion.

i
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-amﬁmmmmu.mﬂhﬁ
procedimientos deben funcionar.

&

I8
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Procedimientos Estadisticos de Analisis de
Datos

* Los procedimientos estadisticos no |G

se escogen simplemente de un libro

de texto. e " NN
* En cada campo de conocimisnto se %w

adoptan ciertos estandares que son o :

considerados como aceptables. .J_'J

e O
frecuencia establecen estos

procedimientos.

i =

Validacion de los Aparatos/Instrumentos

* Procedimiento necesario en todo laboratorio analitico.

* Los datos producidos por equipos con fallas pueden producir
datos que se consideren como validos.

* La frecuencia de calibracion, rewalidacion y prueba despende
del instrumento y de la extension de su uso en el l[aboratorio.

= Cuando el desempefio de algiin aparato se emcuentra fuera de
los “limites cantrol” su uso debe ser descontinuado.

S
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oW H

— Fecha en la que el equipo fue recibido en el
laboratorio

pruebas deben manejarse a
traves de un programa de

)

Patricia Ramirez Romero/Guadalupe Barrera Escorcia/Xochitl Gizman Garcia/Héctor Barrera Villa Zevallos 79



m Universidad Auténoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

= Se deben almacenar de acuerdo a
los POS (temperatura ambiente,
refrigeracion, congelacion).

» Anotar fecha de caducidad.

!

la informacion que corresponde a cada
muestra.

* Para mantener la coneccion inequivoca
entre un grupo de datos analiticos v las
muestras delas gue fueron obtenidos.
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Documentacion y Mantenimiento de Records.

= El mantener todos los records permite

tener la documentacion que puede ser
solicitada en caso de un procedimiento
legal por las consecuendcias de los
resultados del estudio.

* En general se deben mantener todos
los records por un periodo minomo de

cinco afios, peno esto puede variar

L]

L]

La bitacora de laboratorio

Uso exclusivo para el laboratorio
Portada (datos contacto)

indice

Pdaginas numeradas v con fecha
Escribir con tinta

Mo borrar, corregir con iniciales.
Respaldo de todo (copia, escaneo)

Incluir procedimiento, cambios,
resultados, analisis de datos

.....
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Determinacion del estrés metabdlico asociado a la exposicion a
toxicos a través de la relacion O:N

Introduccion

Las respuestas fisioldgicas tales como el consumo de oxigeno y la excrecién nitrogenada se registran dentro de ciertos intervalos
cuando el organismo se encuentra en buenas condiciones, pero se modifican como resultado de la accion téxica de xenobid-
ticos. Estas respuestas pueden integrarse en modelos denominados integraciones simples y complejas. Entre el primer tipo, se
encuentra la razén O:N, la cual proporciona informacion sobre el gasto energético que realiza un organismo para mantener su
homeostasis.

La razén (o relacidn) O:N es un indicador de estrés fisioldgico. Cuando el valor flucttia entre 40 y 50, indica que existe un
metabolismo equilibrado de proteinas, carbohidratos y lipidos. Si el organismo no se alimenta normalmente o no tiene alimento
consume sus reservas, las cuales consisten en carbohidratos y lipidos, se generan valores de O:N superiores a 50, porque pre-
domina el gasto en ATP en el catabolismo y hay mayor consumo de oxigeno. En el otro extremo, si el animal se encuentra en
condiciones tan malas que ya no tiene material de reserva que consumir, 0 no puede hacerlo, empieza a consumirse a si mismo,
es decir toma sus propias proteinas. En este caso se obtienen valores de O:N menores a 3, por ejemplo. Esto implica que hay
una mayor excrecion nitrogenada, lo que se presenta cuando se degradan las proteinas.

Objetivo

Determinar si la exposicion a toxicos genera estrés metabdlico en organismos acuaticos.

Desarrollo

Este ejercicio puede realizarse con los resultados obtenidos en la préctica “Efecto de toxicos en la respiracion y la excrecion
nitrogenada”, y/o con las tablas 1, 2 y 3, que son resultado de un bioensayo realizado con ostion sometido a diferentes concen-

traciones de cromo.

Tabla 1. Consumo de oxigeno (mg/h) registrado en ostién Crasostrea virginica expuesto a cromo.

Organismo Control 0 Crl Cr Cr3 Cr4 Cémar_as sin

ppm 0.5 ppm 1.5 ppm 1.5 ppm 2.0 ppm organismos
1 0.67 0.84 1.39 1.06 0.73 0.03
2 0.44 1.01 0.61 0.48 0.61 0.04
3 0.56 1.89 0.73 0.50 0.72 0.51
4 0.63 0.95 1.40 1.34 0.84 0.17
5 0.59 1.07 1.07 0.27 0.39 0N
6 0.60 1.90 0.90 0.67 0.56 0.10
7 1.39 1.50 1.39 0.61 0.78 0.13
8 0.50 0.61 1.39 0.44 112 0.08
9 0.78 0.50 1.16 0.46 0.84 0.53
10 0.67 1.23 1.39 0.33 0.68 0.89
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Tabla 2. Excrecion nitrogenada (mg/h) registrada en ostion Crasostrea virginica expuesto a cromo.

Organismo Control Cri Cr2 Cr3 Cr4 Camaras sin

0 ppm 0.5 ppm 1.5 ppm 1.5 ppm .0 ppm 0rganismos
1 0.04 0.05 0.17 0.06 0.20 0.02
2 0.03 0.05 0.25 0.12 0.08 0.00
3 0.02 0.05 0.12 0.22 0.07 0.01
4 0.02 0.13 0.15 0.06 0.05 0.05
5 0.05 0.07 0.10 0.17 0.29 0.01
6 0.05 020 0.11 0.04 0.10 0.04
7 0.06 0.05 0.16 0.18 0.15 0.04
8 0.05 0.13 0.12 0.22 0.35 0.04
9 0.03 0.07 0.16 0.06 0.20 0.03
10 0.02 0.20 0.16 0.17 0.08 0.02

Tabla 3. Pesos secos (g) de los organismos sometidos al ensayo.

Organismo | Control 0 Cr1 0.5 Cr215 (315 Cr4 2.0

ppm ppm ppm ppm ppm
1 0.695 1.645 1.297 0.932 1.092
2 1.412 1.050 0.575 1.845 1.571
3 1.549 0.962 1.304 2.516 1.731
4 1.689 1.033 0.616 0.552 1.275
5 1.047 0.939 0.826 1.531 1.506
6 2.169 0.723 1.069 1.229 1.375
7 0.538 0.643 0.735 1.356 1.476
8 1.433 1.317 0.720 1.766 1.383
9 1.682 0.956 0.976 0.744 1.046
10 1.732 0.596 1.113 0.852 0.537

La razén O:N se obtendré a partir de los resultados del consumo de oxigeno (mg/h*gpS) y la excrecion nitrogenada (mg/h*gp$).
1. Elvalor del oxigeno consumido, deberd transformarse a peso &tomo gramo.

0 = Oxigeno (mg/h*gpS) / peso atdmico del oxigeno; oxigeno (mg/h*gpS)/16
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2. Elvalor del nitrégeno producido deberd ser igualmente transformado considerando el peso atémico del N, que es 14.

Sin embargo, en este caso es necesario considerar que la excrecion nitrogenada se calculd como nitrégeno amoniacal N-NH, uti-
lizando el sistema HACH. En este caso el amoniaco producido por excrecidn nitrogenada es sélo una proporcién de la molécula,
NH, cuyo peso es 17. El peso del nitrégeno por tanto solo representa el 82.35% del peso de la molécula, asi:

N = Peso dtomo gramo del N = NH, (mg/h*gpS) * (0.8235)/14
3. Se calculard la relacién dtomo-atomo de oxigeno y nitrégeno:
O:N=0/N El resultado es absoluto y no tiene unidades.

Los resultados de cada lote experimental seran comparados por ANOVA o Kruskall-Wallis para determinar si hay diferencias sig-
nificativas entre controles y expuestos. Ademas el valor se interpretara conforme el valor absoluto obtenido para cada organismo,
el cual indicard si se encuentra en estrés metabalico como consecuencia de la exposicidn al toxico y que tipo de estrés es este.
Se tomaran en cuenta las siguientes preguntas para esta interpretacion:

{Por qué se asocia un alto consumo de oxigeno con el consumo de carbohidratos?

{Por qué se relaciona la excrecidn nitrogenada con la degradacién de proteinas?

Bibliografia

Mayzaud, P. & RJ. Connover. 1988. O:N atomic ratio as a tool to describe zooplakton metabolism. Marine Ecolology (progress
series) 45: 289-302.
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Evaluacion de riesgo ecoldgico

Introduccion

La evaluacion del riesgo ecoldgico (ERE) es la determinacion de la probabilidad de que las actividades humanas provoquen
efectos indeseables en los animales, las plantas y el ambiente Asimismo, es una herramienta para la toma de decisiones en el
manejo del medio ambiente (Ramirez-Romero y Mendoza-Cantt, 2008).

Objetivo
Llevar a cabo la evaluacion del riesgo ecoldgico de un escenario ambiental a través del uso de informacion bibliografica.
Desarrollo

El profesor asignaré a cada equipo un caso de contaminacion para que el equipo busque informacion que le permita llevar a
cabo los cuatro pasos de la evaluacion de riesgo ecoldgico:

1. Identificacion del riesgo
2. Evaluacién de la relacion dosis-efecto
3. Bvaluacién de la exposicion

4. Caracterizacion de los riesgos con la formula:

) ) Concentracion en el ambiente
Cociente de riesgo =

Concentracién que produce efectos inaceptables
Algunos de los posibles escenarios:

1. Derrame de petréleo frente a las costas de Campeche.
2. Disposicion de sedimentos contaminados con metales (Cd, Pb y Hg) a orillas de la laguna de Coyuca, Gro.

3. Aplicacion de plaguicidas (atrazina, clorpirifos y DDT) para control de plagas en cultivos de jitomate en el Valle del Yaqui,
Son.

4. Disposicion inadecuada de tres toneladas de semillas tratadas con paration en una barranca que alimenta el rio Suchiate.
5. Explosion de una fabrica de transformadores eléctricos en Coatzacoalcos, Ver.

El equipo deberd recabar informacion sobre el escenario seleccionado que incluya: antecedentes sobre este tipo de evento,
informacion disponible sobre la toxicidad de los contaminantes que se generan en este escenario en diferentes especies, niveles
previamente registrados de los contaminantes relevantes para el evento en la zona.

El equipo debera responder las siguientes preguntas:
1. {Cudl es el riesgo?
2. (Estan realmente expuestos los organismos al peligro?

3. Ental caso, épor cuanto tiempo y cuanto tiempo tomara determinar la cantidad de la exposicion?
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4. (Existe evidencia de que ha ocurrido o de que esta ocurriendo una exposicion?
5. (Hay antecedentes de casos similares?

6. En virtud de la informacién recabada, iexiste un riesgo de que se presenten efectos perjudiciales en la salud de los
organismos a raiz de la exposicion?

Bibliografia

NOAA. 1999. Screening Quick Reference Table. NOAA HAZMAT Report 99-1, Seattle WA, Coastal Protection and Restoration
Division, National Ocean and Atmospheric.

[ Ramirez-Romero, P. & A. Mendoza-Cantui. 2008. Fundamentos de la Evaluacion de Riesgo Ecoldgico. /n: Evans, J. & L. Roja
(Eds.). Introduccion al Andlisis de Riesgos Ambientales. SEMARNAT-INE. México.
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Carcinogénesis por consumo de OGM

Leer el articulo:

Séralini, G-E., Clair, E, Mesnage, R., Gress, S., Defarge, N., Malatesta, M., Hennequin, D. & J. S. De Venddmois. 2012. Long term
toxicity of a Roundup herbicide and a Roundup-tolerant genetically modified maize. Food and Chemical Toxicology 50 (11):
4221-423]1.

Contestar las siguientes preguntas:

1.

{Cual es la justificacion para llevar a cabo este estudio?

Describa el disefio experimental con una tabla.

Resuma los principales resultados de este trabajo.

{Cudles fueron las diferencias en los efectos entre hembras y machos?

Resuma las conclusiones.

De su opinion con respecto a las implicaciones que tiene este trabajo para la salud humana.
Investigue las razones por las cuales este trabajo fue retirado de la revista que lo publicé.

{Cudl es su opinidn con respecto a la validez de este estudio después de haber leido las criticas?
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Inmunotoxicidad en organismos acuaticos

Leer uno de los siguientes articulos:

De Swart, R, Ross, P, Timmermant, H., Vos, H., Reijnders, P, Vost, J. & A. Osterhaus. 1995. Impaired cellular immune response
in harbour seals (Phoca vitulina) feeding on environmentally contaminated herring. Clinical Experimental Immunology 101(3):
480-486.

Schwacke, L., Zolman, E., Balmer, B., De Guise, S., George, R, Hoguet, J., Hohn, A,, Kucklick, J., Lamb, S., Levin, M., Litz, J.,
McFee, W, Place, N., Townsend, F, Wells, R. & T. Rowles. 2012. Anaemia, hypothyroidism and immune suppression associated
with polychlorinated biphenyl exposure in bottlenose dolphins (Tursiops truncatus). Proceeding Reserach in Social Biology
doi:10.1098/rspb.2011.0665. http.//rspb.royalsocietypublishing.org/content/early/2011/05/23/rspb.2011.0665. Consultado el 13
de febrero de 2017.

Contestar las siguientes preguntas:

1. {Cudl es la justificacion para llevar a cabo esta investigacion?

2. {Por qué se seleccion¢ a estos organismos?

3. Describa el disefio del estudio con una tabla.

4. {Qué biomarcadores se utilizaron para evaluar la inmunotoxicidad?

5. Resuma los principales resultados de este trabajo.

6. Resuma las conclusiones.

7. {Estos resultados se pueden extrapolar al ser humano y cudles son las implicaciones de esto?
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Efectos neurotoxicos del mercurio

Ver los videos de las siguientes ligas y responder las preguntas:

Video 1. Mercurio neurotoxico: Sindrome de Minamata (1952)

http.//www.dailymotion.com/video/x1jhlwi_mercurio-neurotoxico-sindrome-de-minamata-1952_school

Video 2. How Mercury Causes Brain Neuron Damage.

https.//www.youtube.com/watchv=XU8nSn5Ezd8

1.

9.

{En qué animales comenzaron a verse sintomas de toxicidad en Minamata y cuéles eran estos?
{Cudles fueron los sintomas observados posteriormente en las personas?

{Cudl era la actividad econémica de las familias més afectadas?

{Qué fabricaba la empresa Chisso y como manejaba su agua residual?

Describa los experimentos que se llevaron a cabo para investigar el origen de la enfermedad.
{Qué medidas tomd la empresa ante las protestas de los pescadores?

{Cuéndo se detuvieron los vertidos de mercurio al medio ambiente?

{Fue posible obtener justicia para las personas afectadas en Minamata?

Describa con sus propias palabras como afecta el mercurio a las neuronas.

10. {Por qué es posible extrapolar los resultados de experimentos con neuronas de caracol a efectos en neuronas humanas?
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Excrecion de contaminantes a través de la leche

Leer uno de los siguientes articulos:

Nickerson, K. 2006. Environmental Contaminants in Breast Milk. The Journal of Midwifery & Women'’s Health 51(1): 26 - 34.

Waliszewski, S. M., Pardio Sedas, V. T, Chantiri, J. N., Infanzon, PRM. & RJ. Rivera. 1996. Organochlorine Pesticide Residues
in Human Breast Milk from Tropical Areas in Mexico. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology 57(1): 22 - 28.

Contestar las siguientes preguntas:

1.

{Cudl es la justificacion para llevar a cabo esta investigacion?
{Qué contaminantes fueron encontrados en la leche humana?
{Cuales son los posibles efectos de las sustancias detectadas?
{Existe alguna legislacion que proteja a los infantes?

Resuma los principales resultados de este trabajo.

Resuma las conclusiones.

{Cudl es su opinion respecto a la situacion que muestra este estudio?
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Disrupcion enddcrina

Leer uno de los siguientes articulos:

Guillette, Jr. L), Gross, T. S., Masson, G. R, Matter, J. M., Percival, H. F. & A. R. Woodwardff. 1994. Developmental Abnormalities
of the Gonad and Abnormal Sex Hormone Concentrations in Juvenile Alligators from Contaminated and Control Lakes in Florida.
Environmental Health Perspectives 102(8): 680-688.

Hayes, TB., Khourya, V., Narayana, A., Nazira, M., Parka, A., Browna, T,, Adamea, L., Chana, E., Buchholzb, D., Stuevea, T. &S.
Gallipeaua. 2010. Atrazine induces complete feminization and chemical castration in male African clawed frogs (Xenopus laevis).
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 107(10): 4612 - 4617.

Contestar las siguientes preguntas:
1. {Cudles son los antecedentes que justificaron el llevar a cabo esta investigacion?
2. (Qué contaminantes estdn implicados?
3. {Cudles son los efectos observados en los caimanes de Florida?
4. {Qué biomarcadores se utilizaron para evaluar los efectos?
5. Resuma los principales resultados de este trabajo.
6. Resuma las conclusiones.

7. (Estos resultados se pueden extrapolar al ser humano y cudles son las implicaciones de esto?

Patricia Ramirez Romero/Guadalupe Barrera Escorcia/Xochitl Glizman Garcia/Héctor Barrera Villa Zevallos 99






Ecotoxicologia

Efectos teratogénicos

Leer uno de los siguientes articulos:

Teha, SJ., Dengb, X, Teha, F, & S.0. Hungb. 2002. Selenium-induced teratogenicity in Sacramento splittail (Pogonichthys macro-
lepidotus). Marine Environmental Research 54: 605-608.

Hoffman, D.J. 1979. Embryotoxic and teratogenic effects of crude oil on Mallard embryos on day one of development. Bulletin
of Environmental Contamination and Toxicology 22: 632 - 637.

Contestar las siguientes preguntas:

1. {Cudles son los antecedentes que justificaron el llevar a cabo esta investigacion?
2. {Qué contaminante(s) esta(n) implicado(s)?

3. Describa el disefio del estudio con una tabla.

4. Cudles son los efectos teratogénicos observados.

5. {Qué biomarcadores se utilizaron para evaluar los efectos?

6. Resuma los principales resultados de este trabajo.

7. Resuma las conclusiones.

8.  (Estos resultados se pueden extrapolar al ser humano y cudles son las implicaciones de esto?
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El bebe intoxicado

Ver el video de la platica TED:

Tyrone Hayes and Penelope Jagessar Chaffer: The toxic baby.

en la siguiente liga donde ademés puedes poner subtitulos en espafiol:

http,//www.ted.comy/talks/tyrone_hayes_penelope_jagessar_chaffer_the_toxic_baby#t-950687

Elaborar una presentacién en Prezi en la que explique los efectos de los contaminantes de los que se habla en la platica.

Si no tiene Prezi, lo puede bajar de la siguiente liga:

https.//prezi.com/software-de-presentacion/?qclid=CiOKEQjwzd3GBRDks7SYuNHI3JEBEIQAIm6E WL PYKwSmxRILaF_plZP-elN
WGRpRkpCZniGUPVKVTMaAqgzP8PEHAQ&C3api=7659%2C175858922853%2Cprezi%2Ch

Los puntos que debe tocar su presentacion son (pero no estan limitados a):

1.

2.

Lista de contaminantes

Rutas de exposicidn

Efectos en la fauna silvestre
Efectos en los seres humanos
Modos de accion

{Qué podemos hacer para evitar la exposicion ambiental y humana?
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Deshidratacion e inclusion de la muestra

Ver el video “deshidratacion e inclusion de la muestra©” y consulte el manual MPOE para el andlisis histolégico e histopatoldgico
para contestar las siguientes preguntas:

1. {Cudl es la finalidad de la fijacion y mencione un ejemplo de las soluciones que se pueden ocupar?

2. {Cudles son los procesos que ocurren en el procesador automatico de tejidos?

3. {Por qué es necesario que la muestra a procesar pase por una serie de alcoholes graduales y cudl es el orden de estos?
4. Describa brevemente el proceso de inclusion.

Guzman-QGarcia, X, Hernandez-Calderas, 1., Luis-Hernandez, D., Jerdnimo-Judrez J. R. & M. Luis-Hernandez. 2016. Video Deshi-
dratacion e inclusién de la muestra. Seccién Deshidratacion e Inclusién. Lab. De Ecotoxicologfa. UAMI, México.
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Analisis tisular de organismos acudticos y experimentales

Ver el video “andlisis tisular de organismos acuaticos y experimentales” y contestar las siguientes preguntas:

1.

6.

{Por qué los organismos acuaticos son considerados como buenos indicadores de calidad del medio acudtico?
{Cudl es la finalidad de llevar una cadena de custodia?

{Cudles son las fases de la técnica histoldgica?

{Cual es el tiempo aproximado que se lleva el proceso de deshidratacion de tejidos?

{Cudl es la finalidad de la tincién hematoxilina-eosina?

{Qué estructuras celulares tifie la hematoxilina y cuales la eosina?

Guzmaén-QGarcia, X, Hernandez-Calderas, |., Luis-Hernandez, D., Jeronimo-Judrez, J. R. & M. Luis-Herndndez. 2016. Video Andilisis
tisular de organismos acudticos y experimentales. Seccion Deshidratacidn e Inclusion. Lab. De Ecotoxicologia. UAMI, México.

Guzman-Garcia, X, Ramirez-Romero, P. & S. Lopez-Vite. 2009. Manual de procedimientos estdndares para el andlisis histolégico
e histopatoldgico en organismos acudticos. Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climético, México.
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