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El CNSA apuesta por el uso de métodos alternativos
en toxicologia: el embrion de pez cebra como
modelo

Dra. Ménica Torres Ruiz.
Area de Toxicologia Ambiental. CNSA.

INTRODUCCION

El estudio de la toxicologia demanda modelos que
permitan evaluar eficazmente los efectos de las sustancias
contaminantes tanto para la salud de los organismos
como de los ecosistemas. En este sentido, el embrion de
pez cebra (Danio rerio) ofrece una alternativa muy sensible
y de alto rendimiento que permite evaluar efectos en el
desarrollo y fenotipicos asi como integrar el estudio de
los mecanismos de accién a nivel celular y molecular.
En el ambito regulatorio, el ensayo FET' (fish embryo
toxicity test, OECD TG 236) se viene utilizando desde el
ano 2013 para determinar la toxicidad aguda en estados
embrionarios aportando datos sobre la evaluaciéon de
peligros para organismos acuadticos. Por otro lado, en
toxicologia humana, este modelo estd siendo utilizado
cada vez mas debido a su alta homologia genética y la
facilidad de disponer de lineas transgénicas?>.

BREVE HISTORIA DEL USO DEL PEZ CEBRA EN
TOXICOLOGIA

El pez cebra (Danio rerio) es un animal oriundo de
aguasdulcesdel surde Asia (India, Pakistany alrededores).
Fue descrito por primera vez por el médico escocés
Francis Hamilton, quien lo bautizé como el pez cebra por
las rayas que presenta a lo largo del cuerpo®. A partir de
los afos 80, el pez cebra pasé de ser un pez ornamental
a un modelo de laboratorio gracias al trabajo pionero
de George Streisinger (Universidad de Oregon). Mas
adelante, en 1995 Kimmel y colaboradores® publicaron
la embriogénesis del pez cebra, esencial para su uso en
toxicologia del desarrollo. La transparencia del corion
y el embrién, su rapido desarrollo y su alta fecundidad
elevada aceleraron su adopcién por la ecotoxicologia
desde finales de los 90 e inicios de los 2000, con
propuestas de usar embriones como alternativa refinada
a ensayos con peces juveniles o adultos’. Finalmente, en
2013 se publicé y adopté la OECD TG 236 (OECD, 2013)
y esto constituyé un hito regulatorio que consolidé al
embrién como alternativa de ensayo de toxicidad aguda?.
Mas recientemente, estudios de metaanalisis y ejercicios

interlaboratorio han reforzado la transferibilidad vy
discutido ambitos de aplicabilidad y sensibilidad relativa
frente a ensayos tradicionales®.

DESCRIPCION DEL MODELO: EL EMBRION DE
DANIO RERIO

El desarrollo embrionario del pez cebra es muy rapido
y en 24 horas progresa desde mérula hasta una larva
primordial que puede incluso mover la cola. A los tres dias,
tras su eclosion, tiene su organogénesis practicamente
completa y es una larva de nado libre. La disponibilidad
del atlas de su desarrollo y de herramientas genéticas
especificas han facilitado la identificacion de mecanismos
de accién de diversos toxicos y la construccion de rutas
de resultados adversos (AOPs). Desde el punto de vista
éticoy legal europeoy espaiol, los estadios embrionarios
previos a la alimentacion independiente (=120 hpf) no
estan protegidos por la Directiva 2010/63/UE de proteccion
de animales de experimentacion. Esta distincion ha
favorecido el uso del embrién como método alternativo
compatible con los principios de las 3Rs (reemplazo,
reduccién y refinamiento).

VENTAJAS EN TOXICOLOGIA

AMBIENTAL

DEL MODELO

El embrion de pez cebra es un modelo sensible,
reproducible y que es apto para pruebas estandarizadas.
Por ejemplo, el FET define criterios claros de letalidad
y condiciones experimentales comparables entre
laboratorios. Eso se traduce en que el protocolo se haya
transferido y que existan datos de muchas sustancias con
diversos modos de accion'®. Por otro lado, es un modelo
que admite ensayos de alto rendimiento debido a su
pequeio tamano, que permite formatos de 96 o hasta 384
pocillos paraimageny cuantificacion automatizada''.Esto
hace posible la lectura rapida de fenotipos relacionados
con el desarrollo (edemas, escoliosis, etc.) asi como la
evaluacién del comportamiento. En este sentido, la larva
de 120 hpf se utiliza cada vez mas para evaluar puntos
finales complejos como son la reaccién ante estimulos
sensoriales, la aversién, la ansiedad, el aprendizaje
temprano y la memoria entre otros'?. Asimismo, el
embrion de pez cebra tiene una relevancia especial en el
estudio de los efectos de contaminantes emergentes. Se
ha utilizado asi en el estudio de las consecuencias de la
exposicidn a PFAS, bisfenoles, biocidas y nanomateriales
proporcionando evidencia sobre sus modos de accién y
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efectos en el desarrollo™ >, En el ambito de la proteccion
animal, este modelo contribuye al principio de las 3Rs ya
que, al usar estadios no protegidos, el embrién contribuye
a sustituir o reducir ensayos con peces adultos u otros
modelos vertebrados mas complejos.

NUEVAS TOXICOLOGIA

HUMANA

APLICACIONES EN

El valor del embrién de pez cebra como modelo de
toxicologia humana se apoya en la conservacion de rutas
genéticas y fisioldgicas, avalada por la secuenciacion
del genoma y el mapeo de ortélogos humanos'.
Esto ha permitido el uso de este modelo para evaluar
mecanismos de toxicidad claves para el ser humano como
son la cardiotoxicidad, la neurotoxicidad o la disrupcion
endocrina, entre otros. En los embriones a partir de las
24 hpfy en larvas es facil monitorizar el ritmo cardiaco,
la contractilidad y el electrocardiograma asi como
los mecanismos de accién comparables a los efectos
observadosenhumanos'”'8, Por otro lado, la organizacion
del sistema nervioso y los neurotransmisores estd
ampliamente conservada en el pez cebra permitiendo
estudios sobre el cruce de la barrera hematoencefélica
y efectos evaluados a través de cambios morfoldgicos
en el sistema nervioso, del comportamiento o efectos
en la expresién de genes, proteinas o metabolitos
relacionados con el neurodesarrollo. Esto permite la
evaluacién de los efectos de sustancias neuroactivas con
medidas cuantitativas de funcion neural™2°.

Este modelo también es muy util para investigar
efectos de disrupcion endocrina ya que presenta ejes
hormonales conservados. Por ejemplo, a los 3 dias
de vida el embrién ya es capaz de sintetizar por si
mismo hormonas tiroideas por lo que se puede evaluar
facilmente los toxicos que afectan a este eje, tan
importante para el neurodesarrollo?'>. Asimismo, el uso
de las técnicas dmicas esta facilitando la evaluacion de
los mecanismos de accién y el estudio de la toxicologia
de sistemas enlazando cambios moleculares tempranos
con resultados adversos en érganos diana?*3,

El embrion de pez cebra es, por tanto, un modelo
ideal para evaluar la toxicidad de las sustancias, tanto
para la toxicologia humana como la ambiental, siendo
el puente perfecto dentro de un enfoque One Health y
respetando el principio de las 3Rs en la investigacién. En
el Centro Nacional de Sanidad Ambiental, el laboratorio
de Embrién de Pez Cebra se centra en la evaluacién de los
efectos de sustancias como el mercurio, los nanoplasticos
y otros contaminantes organicos emergentes con
resultados sumamente interesantes y relevantes para la
salud humana y ambiental.
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Nuestra orina habla: descubriendo los plaguicidas
que nos rodean

Dra. Sandra Fernandez Fernandez.
Area de Toxicologia Ambiental. CNSA.

Cada dia estamos en contacto -aunque sea de manera
imperceptible- con pequenas dosis de plaguicidas
a través del aire, los alimentos o el agua. En el Area de
Toxicologia Ambiental, del Centro Nacional de Sanidad
Ambiental (CNSA), del Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII),
llevamos tiempo preguntandonos qué cantidad de esos
plaguicidas llega realmente a nuestro organismo'y cuales
son las principales fuentes de exposicién en la poblacion
espanola. Aunque los alimentos y el agua estan sujetos a
controles que garantizan el cumplimiento de los limites
legales que pueden estar presentes en ellos, todavia
sabemos poco sobre los posibles efectos que puede
tener la exposicion combinada a multiples plaguicidas a
dosis bajas.

Para conocer mejor esta exposicion, nos centramos en
algo tan cotidiano como revelador: la orina. Los plaguicidas
mas utilizados actualmente son no persistentes, es decir,
se metabolizan y excretan rapidamente (en menos de
72 horas) tras la exposicién, por lo que su presencia en
orina refleja exposiciones recientes. En ella podemos
detectar los propios plaguicidas y sus metabolitos —los
productos en los que se transforman los plaguicidas una
vez que el cuerpo los metaboliza— y asi obtener una
imagen precisa de esa exposicion.

En el Laboratorio de Cromatografia, del Area de
Toxicologia Ambiental, hemos desarrollado métodos
avanzados para analizar un total de 30 metabolitos
en orina de distintas familias de plaguicidas, entre
ellos organofosforados, piretroides, neonicotinoides
y herbicidas, como el glifosato, todos de uso muy
extendido tanto en el dmbito agricola como doméstico
y considerados de interés por las autoridades
nacionales y europeas. Para ello, utilizamos el robot
autopipeteador, que nos ayuda a preparar las muestras
de orina mediante extraccion en fase sélida (SPE) antes
de analizarlas mediante cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS), una
técnica muy sensible capaz de detectar y cuantificar estas
sustancias a niveles del orden de partes por trillon.

Estos métodos analiticos desarrollados, se
estan aplicando en BIOEXPLA-ES, un proyecto de
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biomonitorizacién humana disefado para evaluar la
exposicidon a plaguicidas no persistentes en distintos
grupos de poblacién del territorio espafol. Para
ello, trabajamos con muestras de orina recogidas en
estudios previos, como BIOAMBIENT.ES (poblacion
adulta), DEMOCOPHES (parejas madre-hijo/a) y BEA
(adolescentes). Ademds, estamos recogiendo nuevas
muestras de poblacidn infantil a través del proyecto
ESQUIPI, uno de los grupos mas sensibles y prioritarios
desde el punto de vista de la salud publica. Actualmente,
estamos en fase de analisis de las muestras y, una vez
obtenidos todos los resultados, nuestro objetivo es
establecer valores de referencia nacionales, conocer
los niveles de exposicion de la poblacién espaiola y
detectar posibles diferencias entre grupos de edad, sexo,
periodos de muestreo o zonas geograficas. Estos datos
son fundamentales para la evaluacion del riesgo y servirdn
de base para disefar estrategias mas eficaces de prevencion
y control, asi como futuros estudios de biomonitorizacion
humana. En definitiva, lo que buscamos es que los
resultados de nuestras investigaciones se traduzcan
en politicas publicas mejor informadas que protejan la
salud de toda la poblacién, especialmente la de los mas
pequefios, y nos permitan entender mejor como, cuando
y en qué medida la poblacidn espafola estd expuesta a
los plaguicidas.

Este trabajo estd alineado con los objetivos de la
Comisidn Interministerial de Biomonitorizacion Humana
(PCM/1049/2022), el impulso nacional para generar una

Figura 1. Robot autopipeteador empleado en el Area de
Toxicologia Ambiental del CNSA-ISCIII para la preparacion
automatizada de muestras de orina para el andlisis de
plaguicidas



https://repisalud.isciii.es/entities/publication/a28b7298-0f51-4ee8-bdbe-8436c1428004
https://cnsa.isciii.es/democophes/presentacion
https://cnsa.isciii.es/bea/presentacion
https://cnsa.isciii.es/es/esquipi
https://www.boe.es/boe/dias/2022/11/03/pdfs/BOE-A-2022-18042.pdf
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base cientifica sélida sobre la exposicién de la poblacién
a sustancias quimicas y establecer un programa nacional
de biomonitorizacion humana. Ademas, BIOEXPLA-ES se
integra en iniciativas europeas como el Partenariado para
la Evaluacién de Riesgos de Sustancias Quimicas (PARC),
compartiendo metodologias, criterios de calidad vy
resultados con otros laboratorios, lo que permite obtener
resultados fiables, situar la exposicion de la poblacién
espafola en un contexto internacional y asi avanzar
hacia los objetivos del Plan Europeo de Accién“Hacia una
contaminacion cero”.

Aunque aun queda camino por recorrer, nuestro
grupo de investigacién estd convencido de que la
biomonitorizacién humana es una herramienta esencial
para entender la relacién entre el medio ambiente y
la salud. Nuestro compromiso es seguir ampliando el
conocimiento sobre los plaguicidas que nos rodean y su
impacto real. Escuchar lo que nuestro cuerpo nos dice no
solo nos ayuda a entender mejor nuestro entorno, sino
también a cuidar el mundo que compartimos.

Los micro y nanopldsticos (MNPs) constituyen un
grupo muy heterogéneo de contaminantes ambientales,
que tienen en comun estar compuestos por materiales
plasticos y presentar tamanos menores de 5 mmy 1 pum
respectivamente’. A diferencia de otros contaminantes
ambientales, los MNPs no presentan una composicion
quimica definida, lo que les otorga unas propiedades
fisicoquimicas muy variables, complicando asi su
monitoreo y tratamiento.
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Hacia una metodologia robusta para el estudio de
micro y nano plasticos atmosféricos: el proyecto
AeroPlasINT

Dr. Francisco Sanchez Soberén.
Area de Contaminacion Atmosférica. CNSA.

Debido a su tamano reducido y a presentar estructuras
quimicas estables, los MNPs se dispersan facilmente en el
medio natural, siendo su presencia ubicua en diferentes
matrices ambientales. Una vez dispersos en el medio, los
MNPs son causa de diferentes efectos adversos, tanto
a nivel de salud ecosistémica, como a nivel de salud
humana?3. Por estos motivos, no es de extraiar que
exista un creciente interés por parte de la comunidad
cientifica por el estudio de la presencia y niveles de
estos contaminantes en distintas matrices ambientales y
bioldgicas.

Uno de los medios que juegan un papel fundamental
en las dindmicas de los MPNs en el ambiente es la
atmoésfera. Por un lado, la atmosfera actia como dispersor
global de MNPs, especialmente de aquellos que presentan
una densidad menor, permitiéndoles llegar a lugares tan
remotos como los polos o las cimas de las montaias*.
Ademas, una vez suspendidos en el aire, pueden afectar
a las dinamicas atmosféricas, actuando como nucleos de
condensacién de particulas en suspensién y afectando a
la formacién de nubes en capas altas de la atmdsfera®. Por
otro lado, el aire es un vector de exposicion a MNPs via
respiracion. Asi, aquellos MPs con tamanos menores de
10 um son susceptibles de ser inhalados, pudiendo llegar
a pasar al torrente sanguineo los de menor tamano®
(Kopatz et al,, 2023).

Pese a la importancia que la atmésfera tiene en la
dispersién de MNPs y su posterior exposicion inhalatoria,
su estudio en este medio no ha recibido la misma atencion
que en otras matrices. Esta limitacién se debe en parte a
gue no existe hoy en dia una metodologia normalizada
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para el muestreo y analisis de MNPs en aire’. Su menor
tamano, densidad y concentracién hace que la detencion
de MNPs sea mas compleja en aire que en otras matrices
(como agua o alimentos). Como consecuencia de esto,
existe una falta de conocimiento en cuanto a la ocurrencia
y niveles de MNPs aéreos, lo cual tiene una relevancia
especial en ambientes interiores, donde pasamos cerca
el 90 % de nuestro tiempo y la concentraciéon de estos
contaminantes suele ser superior al exterior®,

Para dar solucidon a esta limitacién, se presenta el
proyecto AeroPlastINT (Caracterizacion de Aerosoles en
Espacios Interiores con Alta Presencia de Microplasticos).
Este proyecto, en el que participan investigadores del
Area de Contaminacion Atmosférica, del Centro Nacional
de Sanidad Ambiental (CNSA), y el Departamento
de Ciencias Analiticas, de la Universidad Nacional de
Educacion a Distancia (UNED), financiado por el Instituto
Mixto de Investigacion ISCIII-UNED, busca desarrollar
metodologias que permitan el monitoreo de MNPs
atmosféricos de una manera robusta y reproducible. Para
ello, se explorara el uso de captadores activos de bajo
volumen en el desarrollo de estrategias de muestreo de
MNPs aéreos. Este tipo de captadores logran captar un
volumen de aire suficiente (unos 55 m3/dia) para poder
asegurar unos niveles de MNPs detectables, pero sin
presentar los inconvenientes (voluminosidad, ruido)
asociados a captadores de mayor volumen. Estos rasgos
los hacen adecuados para el muestreo en ambientes
interiores. Por otro lado, se estudiara el desempeio en
cuanto a recuperacion, repetibilidad y reproducibilidad
que diferentes tipos de materiales (como fibra de vidrio,
fibra de cuarzo, PTFE o acetato de celulosa) presentan
como soporte de muestreo de MNPs atmosféricos.

Una vez desarrollada una metodologia de muestreo
robusta, se seleccionaran locales interiores que
potencialmente puedan presentar una carga elevada
de MNPs, como talleres de reparacién de calzado y
neumaticos, campos de césped artificial, gimnasios,
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tiendas de arreglos de ropa y plantas de tratamiento de Environmental Epidemiology. 2024; 34(2): 185-96.
residuos. Para evaluar el efecto que factores ambientales
y ocupacionales puedan tener sobre los niveles de estos
contaminantes, se prevén dos campafas de muestreo:
una en invierno y otra en verano. Posteriormente,
las muestras de MNPs adquiridas seran sometidas a
diferentes tipos de ensayos (SEM-EDX, micro-FTIR-ATR,
Raman, GC-QTOF) para determinar su composicién
fisicoquimica. Una vez conocida esta, se procedera al
estudio de posibles correlaciones entre los diferentes
parametros fisicoquimicos de los MNPs para estimar
la contribucién que diferentes actividades doméstico-
laborales tienen en el total de MNPs aéreos. Finalmente,
por medio de un modelo matematico de deposicion en
el tracto respiratorio, se conocerd la dosis de MNPs que
queda retenida en cada parte de este, evaludndose los
riesgos inhalatorios para cada ambiente estudiado.

Los resultados de este proyecto permitiran identificar
el impacto que diversas fuentes y factores ocupacionales
tienen sobre los riesgos potenciales que puede presentar
la inhalacién de MNPs por parte de trabajadores y usuarios
de los diferentes espacios estudiados. En consecuencia,
serdn de gran utilidad para la implementacion de
estrategias de mitigacion de estos riesgos en los ambitos
industrial, regulatorio y doméstico.
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