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RESUMEN EJECUTIVO
La presente investigacion, evaluo el perfil toxicoldgico de los extractos vegetales de
Tagetes zypaquirensis utilizando el modelo animal de pez cebra (Danio rerio) como
plataforma de ensayo biotecnoldgico. La investigacion se fundamentd en la creciente
necesidad de validar la seguridad de compuestos bioactivos de la flora andina antes de su
potencial aplicacion farmacoldgica. Para ello, se obtuvo el aceite esencial (AE) mediante
hidrodestilacion con trampa de Clevenger y el extracto etandlico (EE) a través de
maceracion fria y liofilizacion, estandarizando ademas un protocolo de emulsificacion
con Tween 20 que garantizo la estabilidad de los compuestos lipofilicos del AE en el
medio acuoso, se utilizo6 DMSO como vehiculo para el EE.
Los bioensayos, realizados bajo la normativa OCDE 236, revelaron una toxicidad
diferencial critica. El aceite esencial exhibi6 una letalidad extrema con una Concentracion
Letal Media (CL50) y de Malformaciones (CE50) inferiores al 0.0001%. Por su parte, el
extracto etandlico mostrd una toxicidad moderada dosis-dependiente, con una DT50 de
49.91 mg/L en el desarrollo embrionario y una CL50 de 43.93 mg/L en especimenes
juveniles.
Durante el analisis morfologico, se identifico y documentaron efectos teratogénicos
severos provocados por la exposicion temprana a los diferentes extractos, incluyendo
edemas pericardicos y del saco vitelino, torsion de la cola, arritmias cardiacas y mal
formacion de estructuras y cola. Estos hallazgos demuestran que los extractos de T
zypaquirensis ejercen un impacto significativo sobre la viabilidad y el desarrollo
temprano de vertebrados, proporcionando una base cientifica esencial para la regulacion
de dosis y el manejo seguro de esta especie en futuras aplicaciones terapéuticas.
Palabras clave: Aceite esencial, extracto etandlico, Tagetes zypaquirensis, Teratogénico,

toxicidad, CL50, CT50



ABSTRACT
The present study evaluated the toxicological profile of plant extracts from Tagetes
zypaquirensis using the zebrafish (Danio rerio) animal model as a biotechnological assay
platform. This research was driven by the increasing need to validate the safety of
bioactive compounds from Andean flora prior to potential pharmacological applications.
To this end, the essential oil (EO) was obtained via hydrodistillation using a Clevenger-
type apparatus, while the ethanolic extract (EE) was produced through cold maceration
and lyophilization. Furthermore, an emulsification protocol using Tween 20 was
standardized, ensuring the stability of the lipophilic compounds of the EO in the aqueous
medium, whereas DMSO was utilized as the vehicle for the EE.
The bioassays, conducted in accordance with OECD Guideline 236, revealed critical
differential toxicity. The essential oil exhibited extreme lethality, with a Median Lethal
Concentration (LC50) and a Median Effective Concentration for malformations (EC50)
below 0.0001%. Conversely, the ethanolic extract showed moderate dose-dependent
toxicity, with a DT50 0f49.91 mg/L during embryonic development and an LC50 0f43.93
mg/L in juvenile specimens.
Morphological analysis identified and documented severe teratogenic effects resulting
from early exposure to the different extracts, including pericardial and yolk sac edemas,
tail flexure, cardiac arrhythmias, and malformations of various structures and the tail.
These findings demonstrate that 7. zypaquirensis extracts exert a significant impact on
the viability and early development of vertebrates, providing an essential scientific basis
for dose regulation and the safe management of this species in future therapeutic
applications.
Keywords: Essential oil, ethanolic extract, Tagetes zypaquirensis, teratogenic, toxicity,

LC50, TCS0.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES

El reconocimiento de Danio rerio (pez cebra) como modelo animal se formalizo a
finales de la década de 1960. Su empleo inicial se destaco en estudios pioneros dirigidos a la
identificacion de fenotipos recesivos derivados de genomas maternos (Haffter et al., 1996).
Mas tarde, durante la década de 1990, D. rerio alcanz6 una notable popularidad, especialmente
en investigaciones de genética del desarrollo. Estas investigaciones fueron cruciales al
determinar la utilidad y viabilidad del pez cebra como modelo animal de vertebrados,
identificando mutaciones especificas que impactan su proceso de embriogénesis (Driever et al.,
1996; Haffter et al., 1996). A pesar de la extensa aplicacion y los estudios genéticos previos, la
secuenciacion completa del genoma del pez cebra comenz6 mas tarde, en el afo 2001, en el
Instituto Wellcome Trust Sanger. Este esfuerzo ha permitido la caracterizacion de un genoma
que comprende mas de 26,152 genes codificadores de proteinas (Collins et al., 2012; Howe et
al., 2013).

Para el afio 2009, el proyecto EnsembleCompara GeneTrees desarrolld un sistema
computacional para la prediccion ortdloga en vertebrados. Mediante la aplicacion del algoritmo
BLAST y la generacion de los arboles genéticos de Ensembl, este sistema reveld que al menos
el 71.4% de los genes codificadores de proteinas en humanos poseen un gen ortélogo en el
modelo animal D. rerio. Esta proporcion se eleva significativamente hasta un 82% cuando se
consideran exclusivamente los genes relacionados con enfermedades humanas, subrayando de
manera enfatica la relevancia del pez cebra como modelo para ensayos biomédicos, genéticos
y biotecnologicos (Howe et al., 2013; Vilella et al., 2009). Bajo este contexto, la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Economico (OCDE), en colaboracion con el Consejo de la

Union Europea, establecid un conjunto de normativas que regulan el uso de la especie como



modelo de investigacion. Estas directrices especifican los requisitos necesarios para validar los
ensayos aplicados sobre D. rerio. La implementacion de esta nueva regulacion, junto con el
conocimiento exhaustivo de su genoma, ha catalizado un aumento exponencial en el nimero de
investigaciones, superando actualmente los 50,000 resultados indexados en repositorios clave
como el NCBI (National Center for Biotechnology Information) y The Zebrafish Information
Network (ZFIN).

En el ambito nacional, la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador (PUCE) fue
pionera en el establecimiento de un bioterio dedicado a la investigacion con pez cebra en 2019,
conocido como Bioterio para la Investigacion en Peces Cebra (BIPC-PUCE). Este proyecto fue
uno de los ganadores del concurso INEDITA 2018-2023, organizado por la Secretaria de
Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion (Senescyt) y el Programa de las Naciones
Unidas para el Desarrollo [PNUD] (Senecyt & PNUD, 2018). El BIPC-PUCE inici6 operaciones
con un total de nueve cepas de D. rerio, facilitando el desarrollo de investigaciones en areas
criticas como la toxicologia y la teratogénesis de compuestos vegetales bioactivos y
contaminantes derivados de la industria minera, ademas de ensayos enfocados en la regeneracion
y proliferacion celular. Posteriormente, la implementacion de D. rerio como modelo animal de
investigacion ha sido adoptada por otras instituciones académicas relevantes, incluyendo la
Universidad de Cuenca y la Universidad Central del Ecuador. En estas instituciones se ha
investigado el efecto teratogénico de extractos alcoholicos derivados de especies vegetales como
Ruta graveolens (Ruda), Phyllantus anisolobus (Barbasco), Lantana camara (Lantana) y
Mimosa pudica (Mimosa), evaluando su impacto sobre el desarrollo embrionario del pez cebra
(Peralta et al., 2022).

1.1.1. Aplicaciones de D. rerio en ensayos biomédicos
La relevancia del pez cebra (D. rerio) en la investigacion biomédica quedd establecida

cuantitativamente en 2012, al ser objeto de estudio en aproximadamente 2,500 articulos



cientificos. La utilidad de este modelo abarca una amplia gama de ensayos para la deteccion de
enfermedades genéticas y estudios de ecotoxicidad, tales como los realizados por Sanchez-
Olivares et al., (2021), donde se expusieron embriones e individuos adultos a concentraciones de
arsénico inferiores a 0.05 mg L™ para determinar la Concentracion Letal Media (CL50) y analizar
los efectos de este contaminante, prevalente en ambientes acuaticos, sobre su desarrollo. De igual
modo, se ha investigado el efecto teratogénico de diversos pesticidas utilizados en actividades
agricolas, con el objetivo de establecer concentraciones letales e identificar alternativas de control

(Cassar et al., 2020; Gongalves et al., 2020; Hussain et al., 2020).

Ademas, en este contexto, D. rerio no ha sido utilizado tinicamente para la evaluacion de
contaminantes ambientales, sino para el estudio toxicoldgico y farmacolégico de extractos
vegetales con potencial terapéutico. Estas investigaciones han determinado tanto la bioactividad
como la CL50 de los componentes presentes en extractos de especies como Ruta graveolens
(ruda), Phyllanthus anisolobus (barbasco), Allophylus edulis (chal-chal), Matricaria recutita
(manzanilla) y Cornus capitata (cornejo del Himalaya), entre otras (Adeyemi et al., 2015;
Modarresi Chahardehi et al., 2020; Tewari et al., 2025), abriendo paso al estudio de bioactividad
y posible toxicidad de otras especies vegetales, tales como 7. zypaquirensis y su posible

aplicacion farmacolégica.

1.1.2. Aplicacion de Tagetes zypaquirensis en investigaciones de farmacologicas

Alvarez et al., (2015), Castillo & Panama, (2023) y Tapia, (2012) en sus estudios sobre
la evaluacion de la bioactividad de 7. zypaquirensis demostraron su potencial como agente
nematicida sobre nematodos Meloidogyne spp y antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus
(Bsa.P+) -(ATCC 6538), Escherichia coli (E.coliWBLEE)-(ATCC 9637), Psudomonas
aeruginosa (PAE)-(ATCC 27853), Salmonella gallinarum ATCC 9184, Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, Candida albicans ATTCC 10231 respectivamente.

Actualmente, existe una limitacion en la informacion disponible respecto a otros
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estudios toxicologicos o de bioactividad especificos que involucren a 7. zypaquirensis. Sin
embargo, la investigacion con otras especies del género Tagetes ha revelado un significativo
potencial bioactivo, que incluye efectos antimicrobianos, antimicéticos, antiinflamatorios,
antioxidantes, nematicida y, en algunos casos, un posible efecto antitumoral (Kannan et al.,
2024; Siddiqa et al., 2025; Taype-Landeo et al., 2021). Esta evidencia indirecta sugiere un
campo prometedor para la exploracion de 7. zypaquirensis, permitiendo caracterizar tanto los
efectos embriotoxicos, teratogénicos y citotoxicos en modelos complejos como D. rerio y su
posterior aplicacion en la industria farmacéutica, aportando evidencia cientifica respecto a la

seguridad y potencial farmacologico del extracto.

1.2. PROBLEMA

El desarrollo de la industria quimica, alimentaria y farmacéutica depende
significativamente del suministro de compuestos bioactivos derivados de extractos o aceites
esenciales vegetales. Estos productos naturales son cruciales en la busqueda de soluciones a
desafios sanitarios globales, como la emergencia de la resistencia antimicrobiana y la necesidad
de nuevas farmacoterapias. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
aproximadamente el 40 y el 90% de la poblacion mundial, sobre todo sus estados miembros,
recurren a la medicina tradicional basada en plantas para la atencion primaria de salud, lo cual
evidencia su relevancia terapéutica (Organizacion de las Naciones Unidas, 2025). No obstante,
esta popularidad global plantea una preocupacion critica en salud publica: el uso empirico,
indiscriminado o no regulado de extractos vegetales y el desconocimiento de los potenciales
efectos a largo plazo, la toxicidad cronica y las interacciones farmacologicas con compuestos
sintéticos (Organizacion Mundial de la Salud, 2013, 2025; Oyebode et al., 2016).

A pesar de los avances en la investigacion de productos naturales, muchas de las
evaluaciones toxicoldgicas y farmacologicas de estos compuestos se realizan en modelos in

vitro, los cuales, si bien ofrecen datos preliminares valiosos, son insuficientes para predecir



con precision la respuesta de un organismo complejo. Las respuestas fisiologicas, metabolicas
e inmunoldgicas en un entorno celular aislado no siempre reflejan la realidad de un sistema
bioldgico completo, como el de los seres humanos. Por ello, se vuelve indispensable el uso de
modelos animales bien caracterizados, que permitan observar posibles alteraciones
morfolégicas, celulares, moleculares o bioquimicas en un entorno in vivo, proporcionando una
base de evidencia cientifica s6lida para validar o descartar el uso seguro de compuestos
bioactivos vegetales.

Por otro lado, el empleo de modelos animales en la investigacion cientifica plantea sus
propios desafios, tanto éticos como logisticos. Las preocupaciones sobre el bienestar animal,
el sufrimiento innecesario y la obligacién moral de minimizar el dafo han llevado a un debate
constante en la comunidad cientifica, lo que subraya la necesidad de encontrar un equilibrio
entre la busqueda de avances cientificos y el respeto hacia el bienestar animal (Organizacion

Mundial Sanidad animal, 2023).

1.3. JUSTIFICACION

Tagetes zypaquirensis, una planta de la familia Asteraceae nativa de regiones andinas
de Sudamérica, ha sido objeto de numerosos estudios que han revelado sus significativas
propiedades medicinales. Sus extractos contienen compuestos bioactivos como flavonoides y
terpenoides, conocidos por su actividad antioxidante, antiinflamatoria 'y
antimicrobiana(Alvarez etal., 2015; Barrera et al., 2009; Salehi et al., 2018a; Taype-Landeo et
al., 2021). El potencial antioxidante es crucial para mitigar el estrés oxidativo asociado a
diversas patologias, mientras que las propiedades antiinflamatorias ofrecen una via para el
tratamiento de enfermedades cronicas. En el dmbito biomédico, los extractos del género
Tagetes han demostrado un efecto antimicrobiano frente a multiples patdégenos y un
prometedor potencial agente anticancerigeno al inducir la apoptosis selectiva en células

tumorales sin afectar la viabilidad celular normal (Salehi et al., 2018a). Este perfil fitoquimico



posiciona a la planta como un candidato valioso para el desarrollo de nuevos antibidticos
naturales y terapias alternativas a las ya existentes. Sin embargo, la aplicacion clinica segura y
efectiva de estos extractos requiere la realizacion de estudios exhaustivos de toxicidad y
farmacocinética (Singh et al., 2024).

La evaluacion de la toxicidad de principios activos, tanto de fitofdrmacos como de
compuestos de la industria quimica general, constituye un paso obligatorio en el desarrollo de
nuevos medicamentos. La validacién de estos compuestos exige el uso de modelos animales
vertebrados para determinar los efectos adversos de su administracion(Linares Méarquez &
Jiménez Capriles, 2023).

Una de las estrategias para la evaluacion toxicologia de estos compuestos es el uso de
modelos animales para determinar los efectos adversos de su administracion. Bajo este
contexto, el pez cebra se destaca como una opcioén altamente viable debido a la alta relacion
ortdloga entre la informacién genética que comparte con los seres humanos, lo que permite
extrapolar los resultados obtenidos en el modelo animal hacia individuos mucho mas
complejos(Crouzier et al., 2021; Teame et al., 2019).

En este contexto, el pez cebra se destaca como un modelo preclinico altamente
eficiente, teniendo en cuenta los siguientes factores clave:

1. Homologia Genética: La alta relacion ortdloga entre el genoma de D. rerio y el
humano permite una extrapolacion rigurosa de los resultados obtenidos en el modelo a
sistemas bioldgicos mas complejos(Crouzier et al., 2021).

2. Alineacion Etica y Logistica: Su tamafio reducido, elevada fecundidad, facilidad de
manejo y rapido desarrollo ofrecen una alternativa mas econdmica y eficiente en
comparacion con modelos murinos, logrando una estricta adhesion a los principios de
Reemplazo, Reduccion y Refinamiento (3R) en la investigacion animal (da Silva et al.,

2023; Lammer et al., 2009)



3. Transparencia In Vivo: La transparencia de los embriones de D. rerio en etapas
tempranas posibilita la observacion directa y en tiempo real del progreso de los efectos
toxicos o los cambios inducidos por la exposicion a compuestos activos, farmacos y
contaminantes (Teame et al., 2019).

4. Plataforma Teratogénica: Su rapido desarrollo embrionario lo convierte en una
plataforma ideal para evaluar la teratogénesis y predecir mecanismos de accion-
respuesta, facilitando la prediccién de efectos en grupos vulnerables como mujeres
gestantes, recién nacidos y poblacion infantil (Adeyemi et al., 2015).

En Ecuador, las investigaciones sobre extractos vegetales con potencial biomédico son de
gran relevancia, dada la vasta biodiversidad local. La incorporacion del modelo D. rerio en
estas investigaciones es esencial para la determinacion precisa de los efectos beneficiosos y
toxicos de los compuestos bioactivos (Teame et al., 2019). Instituciones como la Universidad
de Cuenca han implementado activamente el uso del pez cebra en el estudio de plantas
endémicas, promoviendo asi la valoracion de los recursos naturales del pais y la apertura de
nuevas vias para el desarrollo de nuevos posibles farmacos. En conclusion, la integracion de
D. rerio como modelo experimental para investigar la toxicidad de extractos derivados de T.
zypaquirensis, representa un avance fundamental en la biomedicina ecuatoriana. Este enfoque
no solo optimiza la comprension de los efectos de los compuestos naturales bajo un marco ético
riguroso, sino que también eleva la calidad y el impacto de la investigacion en la region,
contribuyendo al desarrollo de soluciones terapéuticas seguras basadas en la riqueza

fitoquimica nacional



1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

OBJETIVOS

GENERAL:
Evaluar los efectos toxicoldgicos de los extractos de 7. zypaquirensis en dos etapas de

desarrollo de Danio rerio.

ESPECIFICOS

Establecer la dosis minima téxica y la DT50 del extracto de 7. zypaquirensis sobre el
desarrollo embrionario del modelo animal D. rerio

Determinar la toxicidad aguda de los extractos de 7. zypaquirensis sobre ejemplares
juveniles del pez cebra.

Estandarizar un protocolo para ensayos de toxicidad aguda en ejemplares del modelo

animal D. rerio

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cudl es la concentracion maxima tolerada de los extractos vegetales de T.
zypaquirensis sobre el modelo animal Danio rerio y qué no producen efectos negativos
sobre su desarrollo?

(Qué efectos toxicologicos presentan los extractos vegetales de 7. zypaquirensis sobre

el desarrollo embrionario y viabilidad de Danio rerio?



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1. El género Tagetes

El género Tagetes, perteneciente a la familia Asteraceae, es originaria de América del
Sur y Centroamérica y comprende aproximadamente 56 especies. En condiciones naturales, las
plantas de este género crecen el climas templados-tropicales con temperaturas que oscilan
desde los 14 °C a los 28.6 °C, asi como en ambientes que propicien de un suelo fértil con un
pH ligeramente alcalino (Salehi et al., 2018a) adicionalmente, las plantas del género Tagetes
han sido utilizadas en la medicina popular debido a sus propiedades medicinales. Diversos
estudios han mostrado su potencial como agente antimicrobiano, nematicida, antiinflamatorio,
antioxidante, neuroprotector y antiartritico, estas bioactividades se encuentran atribuidas por la
presencia de diferentes metabolitos secundarios: flavonoides, cumarinas y terpenos (Ibrahim

et al., 2018; Riaz et al., 2020a).

2.1.1. Clasificacion y clave taxonomica de Tagetes. Zypaquirensis

La taxonomia es una rama de la ciencia que se encarga de clasificar a los seres vivos en
diferentes categorias jerarquicas y tiene como objetivo la organizacion de la diversidad
bioldgica existente: organismos y microorganismos (Moore et al., 2010). La tabla 1 detalla la
jerarquia taxonomica de la planta de estudio.

Tabla 1.

Clasificacion taxonomica de T. zypaquirensis

Jerarquia taxonémica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales




Familia Asteraceae

Género Tagetes

Especie Tagetes zypaquirensis

La clave taxonomica para la identificacion y recoleccion de 7. zypaquirensis (Figura 1)
es: arbustos de hasta 80 cm de altura y olor agradable, tallos delgados con multiples
ramificaciones que terminan en flores amarillas con 8 pétalos, semillas negras similares a las
de un comino y hojas con bordes irregulares (Castillo & Panama, 2023).

Figura 1.

Identificacion de Tagetes Zypaquirensis

2.1.2. Caracterizacion quimica del Aceite esencial de Tagetes zypaquirensis

La caracterizacion quimica consiste en identificar y cuantificar los componentes
quimicos (Metabolitos secundarios) presentes en los aceites esenciales con el fin de conocer su
biocompatibilidad con otros compuestos y su potencial bioactivo (Dima & Dima, 2015), lo
cual, representa un punto critico para el desarrollo de pruebas de toxicidad en modelos
animales. Por ello, es necesario conocer todos los componentes del AE con el fin de poder

profundizar en los resultados del ensayo y atribuirlos a los mismo. La Tabla 2 describe los
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compuestos representativos del AE extraido, siendo los més representativos los monoterpenos
oxigenados con un 96.4% (Castillo y Panama, 2023).

Tabla 2.

Grupo de compuestos del aceite esencial de T. zypaquirensis

Grupo de compuestos Abundancia
relativa (%) £ SPOw

Hidrocarburos mh 1.30 + 0.04
monoterpénicos
Monoterpenos oxigenados om 94.60 + 031
Hidrocarburos sh 0.60 + 0.09
sesquiterpénicos
Sesquiterpenos 0s 0.50 +  0.03
oxigenados
Otros derivados no nt 0.40 + 0.00
terpénicos
Identificacion total (%) 97.30 + 0.23

Nota: mh: (hidrocarburos monoterpénicos), om: (monoterpenos oxigenados), sh: (hidrocarburos
sesquiterpénicos), nt: (compuestos no terpénicos)

A su vez, Castillo y Panama (2023), en su estudio de caracterizacion por método de
cromatografia de gases establecen una lista mas detallada de los compuestos presentes en el
AE de T. zypaquirensis, mismos que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3.

Composicion quimica del aceite esencial de T. zypaquirensis

Compuestos Lri. Clase  Abundancia = SD (%)

relativa (%)

(E)-tagetenona 1240 om 44.5 + 0.04
(Z)-tagetenona 1231 om 16.9 + 0.10
(Z)-tagetona 1153 om 16.8 + 022
Dihidrotagetona 1051 om 11.4 + 0.18

verbenona 1210 om 2.0 + 0.20
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(Z)-B-ocimeno 1036 mh 1.3 + 0.04

isopiperitenona 1271 om 1.1 + 0.02
(E)-tagetona 1144 om 1.1 + 0.01
biciclogermacreno 1496 sh 0.6 + 0.09
a-terpineol 1191 om 0.4 + 0.0l
Acido 2-butenoico, 1115 nt 0.4 + 0.00

2-metil-,2-metil-2-

propenil éster, (E)-

globulol 1583 0s 0.3 + 0.03
4-Hidroxi-B- 1431 om 0.2 + 0.02
ciclocitral

espatulenol 1577 0s 0.1 + 0.01
(Z)-miroxido 1132 om 0.1 + 0.01
1,8-cineol 1031 om 0.1 + 0.00

Nota: Lr.i: (indice de retencion lineal), Clase: (Grupo de compuesto), SD: (Error estandar).

2.2. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son sustancias que, aunque no son fundamentales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, tienen funciones importantes en la defensa contra
patogenos, en la interaccion con otros organismos y en la adaptacion a diferentes condiciones
ambientales. Sin embargo, no son esenciales para la supervivencia de la misma, ni estd
involucrada con sus mecanismos metabolicos primarios (Tholl, 2015).

En el caso de T. zypaquirensis, se han identificado en varios estudios a los flavonoides

y terpenos como los metabolitos clave que contribuyen a sus actividades biologicas.

2.2.1. Terpenos
Los terpenos son compuestos orgdnicos formados por unidades de isoprenos

(hidrocarburos con 5 4tomos de carbono). Estos metabolitos poseen una amplia gama de
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bioactividades entre los que se incluyen como agentes antimicrobianos, neuroprotectores y
antiartriticos (Lopez et al., 2012)
2.2.1.1. Monoterpenos oxigenados

Entre los terpenos, los monoterpenos son el grupo mas pequefio representados por una
sola unidad de isopreno (5 atomos de Carbono), volviéndolo un compuesto altamente volatil
(Tholl, 2015). El grupo de los monoterpenos comprende varios subgrupos como los aciclicos,
los mono, bi y tricliclicos, asi como los hidrocarburos monoterpénicos oxigenados
Los monoterpenos oxigenados son aquellos monoterpenos que poseen en su estructura quimica
un atomo de oxigeno, como el caso del linalol, mentol, el geraniol y la tagetona o tagetenona.
2.2.1.1.1 E- tagetenona

La E- tagetona, perteneciente al grupo de cetonas monoterpenos aciclicos (monoterpeno
oxigenado- Figura 2) es un componente principal del aceite esencial en especies vegetales del
género Tagetes, como se ha reportado en varios estudios de tamizaje fitoquimico realizado en
diferentes especies (Riaz et al., 2020b; Salehi et al., 2018a; Torres-Martinez et al., 2022)
La presencia de este metabolito, sobre todo en aceites esenciales de flores y hojas de estas
especies, es muy importante para llevar a cabo estudios de toxicidad por su efecto bioldgico en
el control de algunas plagas del género Coleoptera y Tenebrionidae, asi como de algunas
enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas e hipertension ((Riaz et al., 2020b; Stefanazzi
et al., 2006; Zanovello et al., 2021; Zavala-Ocampo et al., 2022).

Figura 2.

E- tagetona: (5E)-2,6-dimetil-octa-5,7-dien-4-ona

YT
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2.2.2. Flavonoides

Estos compuestos son reconocidos por sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias. Los flavonoides contrarrestan los radicales libres, salvaguardando las células
del dano causado por la oxidacién. También regulan las vias de sefializacién celular
relacionadas con la inflamacion, disminuyendo la generacion de mediadores inflamatorios

(Wang et al., 2023).

2.3. Bioactividad del género Tagetes

La bioactividad de un compuesto natural se refiere a su capacidad para interactuar con
organismos vivos y producir un efecto bioldgico (Stefanazzi et al., 2006). Por lo tanto, puede
aplicarse a diferentes areas del conocimiento como la quimica, medicina y farmacologia.
2.3.1. Antimicrobiano

Es la capacidad de una sustancia para inhibir el crecimiento de microorganismos
procariontes como las bacterias (Torres-Martinez et al., 2022).
2.3.2. Nematicida

Tipo de pesticida o agente capaz de producir un efecto destructivo para la eliminacion
de parasitos nematodos (Aynar et al., 2017).
2.3.3. Antioxidante

Es la capacidad de una sustancia para atrapar y neutralizar los radicales libres y prevenir
el dafio oxidativo en las células (Benitez-Estrada et al., 2020).
2.3.4. Antiinflamatoria
Es la capacidad de una sustancia para reducir la inflamacion causada por la generacion de algun
tipo de dafio celular o de los tejidos, bloqueando ciertos agentes o rutas que pueden generar

inflamacion (Estrada et al., 2011).
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2.4. Pruebas de toxicidad en modelos animales

Los ensayos toxicoldgicos en peces son fundamentales para evaluar el impacto de

contaminantes en los ecosistemas acudticos. Estos estudios permiten determinar la toxicidad

de diversas sustancias mediante la observacion de efectos adversos en organismos acudaticos

bajo condiciones controladas.

2.4.1. Tipos de Ensayos de toxicidad

Los ensayos de toxicidad se clasifican principalmente en agudos y cronicos:

Ensayos de toxicidad aguda: Evaltan los efectos letales o subletales de una sustancia
en un corto periodo, generalmente entre 24 y 96 horas. Estos ensayos determinan la
concentracion letal media (CLso), que es la concentracion de una sustancia que causa la
muerte del 50% de los organismos expuestos.

Ensayos de toxicidad crénica: Se enfocan en los efectos a largo plazo de exposiciones
a bajas concentraciones de contaminantes, evaluando pardmetros como crecimiento,

reproduccion y comportamiento.

2.4.2. Efectos de 1a Toxicidad Aguda en Peces

La exposicion aguda a contaminantes puede provocar una variedad de efectos adversos en

peces, dependiendo del tipo de sustancia y su concentracion:

Metales pesados: El cadmio puede causar deformaciones esqueléticas y dafio renal en
peces. El mercurio deteriora las branquias y causa pérdida de equilibrio, mientras que
el plomo afecta el sistema hematologico y neurologico. El arsénico afecta parametros
hematoldgicos, bioquimicos e ionoregulatorios, con bioacumulacion en higado y rifion.
(Sanchez-Olivares et al., 2021)

Pesticidas: El fipronil, un insecticida, ha mostrado una CLso de 0,08 mg/L en Poecilia

reticulata, provocando hiperexcitacion, letargia y nado erratico. El glifosato, un
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herbicida, presentd una CLso de 3,14 mg/L en la misma especie, con alteraciones en el
patrén de nado(Gongalves et al., 2020; Hussain et al., 2020)
- Efluentes industriales: Estudios con Gambusia affinis expuestos a efluentes industriales
mostraron una CLso de aproximadamente 15 mg/L, indicando alta letalidad. (Gongalves
et al., 2020)
2.4.3. Importancia de los Ensayos Toxicologicos
Estos ensayos son esenciales para:
- Evaluar la calidad del agua y detectar la presencia de contaminantes.
- Establecer limites permisibles de sustancias toxicas en cuerpos de agua.
- Desarrollar estrategias de mitigacion y politicas ambientales para proteger la
biodiversidad acuatica.
La seleccion de especies bioindicadoras, como Danio rerio, Poecilia reticulata y Gambusia

affinis, es crucial debido a su sensibilidad a contaminantes y facilidad de manejo en laboratorio.

2.5. La OCDE como organismo regulatorio para la experimentacion animal
La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) juega un

papel crucial en la regulacion de la experimentacion animal a nivel internacional. La OCDE ha
desarrollado una serie de directrices y principios que buscan armonizar las practicas de
investigacion con animales entre sus paises miembros, promoviendo asi estdndares altos de
bienestar animal y calidad cientifica.
2.5.1. Guias de la OCDE

Las guias de la OCDE, tales como las contenidas en el Manual sobre el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio, proporcionan directrices detalladas sobre:

- Disefio experimental: Como disefiar estudios que proporcionen datos fiables mientras

se minimiza el uso de animales.
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- Cuidado y manejo de animales: Procedimientos para el manejo adecuado de los
animales de laboratorio para asegurar su bienestar.
- Evaluacion y mitigacion del dolor: Estrategias para evaluar y reducir el dolor y el
sufrimiento de los animales durante los experimentos.
2.5.2. Cumplimiento de Normativas Internacionales

Las guias de la OCDE exigen que todos los paises implementen politicas nacionales
que reflejen las mejores practicas internacionales. Esto incluye la creacion de comités de ética
en investigacion, programas de capacitacion para el personal involucrado y mecanismos de
monitoreo para asegurar el cumplimiento de las normativas.

La formacion de comités de ética en investigacion es un pilar fundamental en la
implementacion de normativas internacionales. Estos comités estan encargados de revisar y
aprobar los protocolos de investigacion, asegurando que se cumplan los estandares éticos y
legales. Ademads, garantizan que los estudios se realicen de manera responsable y respetuosa
con los sujetos de investigacién, ya sean humanos o animales. La OCDE enfatiza la
importancia de la transparencia y la rendicion de cuentas en todas las etapas del proceso de

investigacion.

2.6. Marco legal

La investigacion cientifica que emplea animales como modelos experimentales debe
regirse por estrictas normativas legales y €ticas para asegurar el bienestar animal y la validez
cientifica de los estudios. En Ecuador, estas normativas estan en consonancia con las directrices
internacionales, incluyendo las establecidas por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA, también conocida como OIE), poniendo énfasis en las tres R: reemplazo, reduccion y
refinamiento, con el objetivo de minimizar el uso de animales y mejorar las condiciones de los

experimentos (Organizacion Mundial Sanidad animal, 2023).
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La experimentacion in vivo en Ecuador esta regulada por la Agencia de Regulacion y
Control Fito y Zoosanitario (Agrocalidad), la cual, promueve la proteccion de la naturaleza y
garantiza la integridad, mantenimiento y bienestar de los animales, supervisando y controlando
las actividades de investigacion, conforme a lo establecido en el articulo 71 de la Constitucion
de la Republica del Ecuador de 2008.

En el ambito de las normas de produccién organica, especificamente el articulo 9, se
reconoce a los animales no humanos como sujetos de derechos que los protegen contra todo
tipo de maltrato y explotacion, asi como a una muerte digna, instantanea e indolora, por lo cual,
toda accidn innecesaria que atente contra este derecho serd sancionado con base en el articulo
249 del Codigo Organico Integral Penal (COIP, 2021)

“Cualquier infraccion cometida sobre los derechos animales seran sancionados con una
pena preventiva de libertad de 2 a 12 meses”.

El articulo 244 del Reglamento General de la Ley Organica de Sanidad Agropecuaria
establece que el uso de animales en actividades de investigacion, educacion o culturales debe
seguir los lineamientos internacionales de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA), segun el capitulo 7.8 del Coédigo Sanitario para Animales Terrestres. Estos
lineamientos incluyen la aplicacion de la regla de las 3R (reemplazo, reduccion y refinamiento),
el establecimiento de un marco de supervision, la evaluacion ética, la garantia de formacion y
competencia del personal, el origen de los animales y la atencion veterinaria (Codigo Sanitario
para Animales Terrestres, 2023; OMSA, 2023).

Asimismo, el articulo 247 del mismo reglamento exige que las instituciones y empresas
que utilicen animales para estos fines formen un comité de ética conforme a las directrices de
Agrocalidad. Este comité debe estar integrado por un equipo multidisciplinario que incluya
cientificos con experiencia en investigacion animal, veterinarios y un miembro de la

comunidad sin vinculacion directa con la ciencia. Este equipo es responsable de revisar
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detalladamente las propuestas de investigacion, evaluando tanto el lugar donde se realizaran
los estudios como el cumplimiento de los estdndares éticos (Codigo Sanitario para Animales
Terrestres, 2023)as, de la revision inicial de las propuestas, el comité de ética debe asegurar
que el personal involucrado en la investigacion esté adecuadamente capacitado en el manejo y
cuidado de los animales. Esto garantiza que todos los procedimientos se realicen de manera
¢tica y conforme a las normativas vigentes, protegiendo el bienestar de los animales y

asegurando la integridad cientifica de los estudios.
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

3.1 Enfoque

La presente investigacion tiene un enfoque cuantitativo, ya que se buscé medir de forma
objetiva y sistematica los efectos toxicologicos del extracto vegetal de 7. zypaquirensis sobre
el modelo animal D. rerio, a través de la cuantificacion de variables bioldgicas como la tasa de
supervivencia, frecuencia de malformaciones, movilidad, entre otras. Este enfoque permite el
uso de herramientas estadisticas para el analisis de datos, su correcta validacion y replicabilidad

(Hernandez, 2014).

3.2. Tipo de investigacion

Este estudio es de nivel correlacional, que busca identificar las relaciones causales entre
la exposicion a distintos extractos vegetales y las respuestas fisiologicas y morfoldgicas del
modelo animal Danio rerio.

Si bien en una primera instancia se requiere una fase exploratoria para determinar
posibles principios activos con efectos toxicos, y posteriormente una fase descriptiva para
registrar y caracterizar sistematicamente los efectos observados (malformaciones, letalidad o
alteraciones en la conducta locomotora), el objetivo final de esta investigacion es relacionar
estos efectos seglin la concentracion y tipo de extracto administrado. Por ello, el andlisis de los
resultados se orientara a establecer relaciones causa-efecto, apoyado en el control de variables,

el disefio experimental riguroso y la aplicacion de pruebas estadisticas.

3.3. Diseiio de investigacion
Para el cumplimiento de ambos objetivos se realizaron 2 disefios experimentales:
Objetivo 1.- Se utiliz6 un Disefio completamente aleatorizado (DCA) tomando en cuenta las

concentraciones usadas en cada uno de los tratamientos, asi como sus respectivos controles.
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Objetivo 2.- Se utilizo un Disefio de Parcela Dividida (DPD), siendo el tipo de extracto la
parcela principal y su concentracion como la subparcela dentro del estudio.

La asignacion de unidades experimentales se menciona en el andlisis estadistico.

3.4. Obtencion de materia vegetal
El muestreo de Tagetes zypaquirensis se realizd en la provincia de Imbabura, canton

Ibarra, parroquia Angochagua, sector Zuleta, coordenadas: -78.09445, 0.22135

3.4.1 Preparacion de la muestra vegetal

Se utilizaron unicamente las hojas de la planta como fuente del aceite esencial y para el
extracto etanolico (EE) de T zypaquirensis. En ambos casos, se lavaron las muestras con agua
corriente y secaron bajo sombra durante 28 horas a temperatura ambiente (24+1°C) hasta llegar
a un maximo del 10% de humedad relativa. Finalmente, la materia vegetal se triturd y se pesé
en un analizador de humedad marca Radwag, para determinar el correcto porcentaje de

humedad de la materia vegetal después del secado (Casado, 2018).

3.5. Extraccion del aceite esencial de 7. zypaquirensis por hidrodestilacion

La extraccion del aceite esencial se llevo a cabo usando la técnica de hidrodestilado con la
trampa de Clevenger y siguiendo el protocolo estandarizado JBOl en el laboratorio de
biotecnologia vegetal de la Universidad Técnica del Norte (Anexo 1). Para su desarrollo se peso
25 g de materia vegetal seca y previamente triturada, se colocd dentro del balon de destilacion y
se adiciond 500 mL de agua destilada a una temperatura de 96°C durante 2 horas.
Al final del proceso, el aceite esencial obtenido se almaceno en un frasco ambar cubierto de papel

aluminio a 4°C.

3.6. Maceracion etandlica de T. zypaquirensis
Se pesd 100 g de hojas secas y trituradas y se humectaron con 500 mL de etanol al 96%

dentro de un matraz, se selld6 herméticamente y macerd durante un periodo de 7 dias en oscuridad
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y a una temperatura de 25 + 1 °C. Posteriormente, el extracto se filtré usando filtros Whatman de
22 um y se concentrd a sequedad utilizando un rotavapor, a 40°C, 300 rpm y 175 mbar , durante
un periodo de 45 minutos (Alves-Pimenta et al., 2024; Roca et al., 2009).

Por ultimo, el extracto fue liofilizado a - 40 °C durante un tiempo de 48 horas y transferido a un

frasco de tapa rosca y se almaceno en un refrigerador a 4°C (Tapia, 2012).

3.7. Eleccion del emulsificante

Para realizar las pruebas de toxicidad es necesario que el AE de T. zypaquirensis se mezcle
con el medio embrionario EA2 (medio acuoso); para lo cual se prepararon 5 microtubos donde
cada uno contenia 100pL de medio embrionario EA2, 100 pL del AE puro y 100 puL de una
solucion de DMSO (Dimetilsufoxido) al 96%, 75%, 50%, 25% y 0.01% respectivamente. Las
soluciones de DMSO se prepararon previamente diluyéndolo en agua destilada estéril.

Adicionalmente, se prepararon otros 5 microtubos que contenian los 100 pL del medio
EA2y 100 pL del AE puro, mas 100 pL del tensioactivo Tween 20 a las mismas concentraciones
utilizadas en el DMSO. Por otro lado, el extracto liofilizado de 7' zypaquirensis se disolvio en 100
uL de DMSO al 0.01% disuelto en medio EA2.

Finalmente, todos los tubos se mezclaron en el vortex en 4 ciclos de 60 segundos con un

reposo de 10 segundos entre ciclos y se homogenizaron usando ultrasonicacion durante 4 ciclos
de 10 minutos con un reposo de 1 minuto entre ciclos, hasta obtener una emulsion visualmente

homogénea.

3.8. Preparacion de las soluciones de estudio

Las soluciones stock compuestas por aceite esencial o el extracto etandlico liofilizado de
T’ zypaquirensis se prepararon con base en los resultados de las pruebas de emulsificantes, siendo
la primera una mezcla homogénea de AE [10%] + Medio embrionario EA2 + Tween 20 [0.01%)]

y la segunda el EE [200 mg/L] + Medio embrionario EA2 + DMSO [0.01%].
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3.8.1. Preparacion de los tratamientos
Partiendo de las soluciones stock [10% AE y 200 mg/L EE], se realizaron distintas

diluciones (Figura 3), utilizando medio embrionario EA2 como solvente, hasta llegar a las
concentraciones requeridas para el ensayo: 1.9%, 1%, 0.05%, 0.04%, 0.03%, 0.001% y
0.0001% del AE (Castillo & Panama4, 2023) y una concentracion de 9.6, 19.2, 38.4, 75.0 y 150
mg/L e inferiores para el extracto etanolico (Herrera & Sandoval, 2019a). El porcentaje de Tween
y DMSO se mantuvo a una concentracion maxima de 0,01% en solucion, disolviéndolo en medio
el embrionario.

Figura 3.

Preparacion de los tratamientos mediante disoluciones a partir de un Stock
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3.9 . EJECUCION DEL PRIMER OBJETIVO
3.9.1. Mantenimiento de peces cebra y produccion de huevos fertilizados

Para obtener embriones viables, se empled una poblacién de peces adultos en fase
reproductiva, criados en condiciones controladas de laboratorio (Tabla 4), libres de cualquier
indicio de infeccion o enfermedad. Todos los especimenes fueron mantenidos en peceras con
agua libre de cloro y una temperatura interna de 26 + 1 °C. Todos los parametros fisicoquimicos
del agua en las peceras se monitorearon regularmente y se ajustaron segin los estandares
establecidos por la OCDE- DOC236: Ensayo de toxicidad aguda en embriones de pez cebra

(FET), tal y como se mencionan en la Tabla 4 (Peralta et al., 2022).
Tabla 4.

Parametros fisicoquimicos del agua de mantenimiento de Danio rerio.

Parametros fisicoquimicos Rango

Variables de control diaria

pH 6.5-8.5
Conductividad 300-1000 puS/cm
Oxigeno disuelto 6-6.5 mg/L
Temperatura 26+1°C

Variables de control semanal

Amonio < 0,02 mg/L
Nitrito < 0,01 mg/L
Nitrato <50 mg/L

Dureza total 30-35 mg/LL

Una vez identificados los peces adultos en su fase reproductiva (8-12 semanas de vida:
presentan un incremento en su actividad e interacciones con otros peces en las horas de luz, y
las hembras presentan un vientre mas redondo y voluminoso), se separaron en peceras
exclusivas para el desove, equipadas con una malla de poliestireno previamente desinfectada y

provistos de un sistema de filtracion e iluminacion conforme al protocolo establecido en las
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instalaciones: Filtracion por esponjas activas y fotoperiodo de 14 horas luz-10 oscuridad. Se
mantuvieron los parametros fisicoquimicos descritos en la Tabla 4.

La recoleccion de los embriones se realizd luego de una hora después del desove,
durante el inicio del periodo de iluminacion. Posteriormente, se examind la viabilidad de los
embriones utilizando un estereomicroscopio [Olympus SZ61] y se eliminaron aquellos que no
estaban fecundados o no eran viables (desarrollo anormal, corion roto, presencia de
coagulacidn), se desinfectaron tal y como se describe en el Anexo 2, y finalmente, se colocaron
en cajas Petri estériles junto con 25mL medio embrionario EA2 a 27 £ 1 °C durante un méximo
de 2 horas.

3.9.2. Ensayo de toxicidad en embriones de D. rerio

El ensayo se realiz6 utilizando embriones fecundados, previamente desinfectados con
una solucion de hidroxido de sodio a 40ppm y azul de metileno 1%, en una etapa previa a la
blastulacion a las 2 horas post fecundacion (hpf). Para ello, con ayuda de una pipeta Pasteur,
se tomaron uno a uno los embriones y se colocé un embridn por cada pocillo, en placas de 24
pocillos, previamente acondicionadas durante 24 horas con cada una de las concentraciones,
mismo medio que fue sustituido con ImL de cada tratamiento antes de comenzar el ensayo. La
distribucion del ensayo se realizé tomando 14 embriones por cada tratamiento. Ademas, de los

controles positivo, negativo, el control de solvente y un control interno de placa (Figura 4).
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Figura 4.

Esquema del disenio experimental en embriones

Concentracion 1 Concentracion 3 Concentracion 5 Control positivo
(34-dicloroanilina)

EOB|(] 9p ouislul jonuoy

Concentracion 2 Concentracion 4 Control negativo Vehiculo
(Medio embrionario) (DMS0 0.1%)

Control interno
(Medio embrionario)

Como control positivo se utilizo el reactivo 3,4-dicloroanilina a una concentracion de
40 mg/L, medio embrionario EA2 como control negativo y una solucion de DMSO 0.01%
como control de solvente segun lo establecido por la OCDE.
Finalmente, todos los embriones se observaron bajo el estereomicroscopio y microscopio
invertido a las 24, 48, 72 y 96 horas después de aplicado el respectivo tratamiento.
3.9.3. Validacion del Test
La OCDE determina los siguientes criterios de validacion para ensayos de toxicidad en
embriones:
e La tasa global de fecundacion de todos los huevos recogidos debera ser mayor o igual
que el 70% en el lote sometido a ensayo,
e La temperatura del agua debe mantenerse a 26 = 1°C en los recipientes de ensayo
durante toda su duracion,
e La tasa global de supervivencia de los embriones en el control negativo (agua de
dilucioén) y, si procede, el disolvente deberd ser mayor o igual que el 90% hasta el final

del periodo de exposicion de 96 horas,
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e Laexposicion al control positivo (3,4-dicloroanilina para el pez cebra) debera dar como
resultado una mortalidad minima del 30% al final del periodo de exposicion de 96
horas,

e Latasa de eclosion en el control negativo y del solvente debera ser mayor o igual que
el 80% al final del periodo de exposicion de 96 horas,

e Al final del periodo de exposicion de 96 horas, la concentracion de oxigeno disuelto
en el testigo negativo y a la concentracion de ensayo méaxima deberd ser mayor o igual
que el 80% de la saturacion.

3.9.4 Evaluacion del desarrollo embrionario
Las principales observaciones de letalidad/toxicidad luego de cumplido el tiempo de
tratamiento se incluyen en la Tabla 5 para embriones y en la Tabla 6 para individuos juveniles.

Tabla 5.

Parametros de letalidad/subletalidad en embriones de D. rerio

Criterios de evaluacion de letalidad Tiempo de exposicion

24 h 48h 72 h 96 h

Coagulacion X X X X
No desprendimiento de la cola X X X
No formacion de somitas X X X
Ausencia de latido cardiaco X X X
Retraso o falta de eclosion X
Muerte X X X

Criterios subletales de valoracion de desarrollo

Formacion de somitas X
Desarrollo normal de ojos X X X X
Movimientos espontdneos X X X X

formacion de edemas

Criterios de valoracion de teratogénicidad
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Malformacion de colas X X X X

Malformacién de columna X X X
Deformacion de yema X X X X
Retraso general del crecimiento X X X X

Las unidades se tomaron como niimero de embriones afectados por cada efecto estudiado en la

Tabla 5 y se expresaran en unidades de porcentaje (Ecuacion 1).

Embriones afectados
[—— — % 100]
Embriones totales del tratamiento

Ecuacién 1. Porcentaje de embriones afectados/enfermos

3.10. EJECUCION DEL SEGUNDO OBJETIVO
3.10.1. Ensayo de toxicidad por exposicion

Para la exposicion de los peces cebra se asignaron un total de 8n peces en etapa juvenil
(n: numero de tratamientos, incluyendo los controles), con 1 mes de edad y se colocaron en
placas de 24 pocillos. Para ello, se partioé de las soluciones stock, disueltas directamente en el
agua de las peceras de mantenimiento hasta alcanzar la concentracion requerida. El tiempo de

exposicion fue de 96h, se mantuvieron los pardmetros fisicoquimicos expuestos en la Tabla 4.

Tabla 6.

Parametros de letalidad/subletalidad en especimenes juveniles D. rerio

Tiempo de exposicion

Criterios de evaluacion de letalidad 24 h 48h 72 h 96 h
No movimiento del opérculo X X X X
Muerte X X

Criterios subletales de valoracion de

desarrollo (Neurodegenerativo)

Nado deficiente X
Ataxia X X X X
Nado invertido X X X X
Cabezazos X
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3.11. ANALISIS ESTADISTICO
3.11.1. Primer objetivo
Tras las 96 hpf de exposicion, se contaron los embriones vivos, muertos y malformados

totales y se realizod un analisis de regresion no lineal PROBIT para calcular la concentracion
toxica media (CT50) y la concentracion efectiva de malformaciones (CE50) con un valor de
confianza del 95% (p < 0,05). Finalmente se calcul¢ el indice teratogénico (TI) utilizando la
relacion CL50/CE50 (Cardoso, 2022).Por otro lado, los datos sobre las alteraciones del
desarrollo embrionario y los efectos teratogénicos se analizaron mediante la prueba de Fisher
con una significancia p < 0.05.
3.11.2. Segundo objetivo

Para el segundo objetivo se siguié un Disefio Completamente al Azar y se realizd un
ANOVA factorial (AxB), siendo (A) el tipo de extracto, y (B) los tratamientos o dosis
empleados, en consecuencia, se registraron los tiempos de exposicion (24h, 48h, 72h, 96h) y
la concentracion del extracto suministrada sobre la mortalidad de los embriones y especimenes

juveniles de D. rerio mediante un analisis de regresion no lineal Probit.

3.12. EJECUCION DEL TERCER OBJETIVO
La estandarizacion del protocolo para la aplicacion del modelo animal D. rerio en ensayos
de toxicidad, ecotoxicidad y teratogénicidad, se realizd6 tomando en cuenta los resultados

obtenidos en el objetivo 2.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Adecuacion de peceras

Las condiciones fisicoquimicas del agua en las peceras se mantuvieron constantes como
se muestran en la Tabla 8, la temperatura promedio registrada fue de 25.85°C, con una
desviacion estandar de +0.366, manteniéndose dentro del rango requerido de 26 + 1 °C. El valor
medio del oxigeno disuelto fue de 6.48 mg/L, cumpliendo con el criterio de saturacion minima
del 80%, tal como exige el apartado 9(f) del documento 236 de la OCDE. Asimismo, los valores
de pH se situaron en un promedio de 7.80, dentro del intervalo permitido de 6.5 a 8.5, sin
cambios mayores a 1.5 unidades durante el ensayo. Finalmente, la conductividad presentd un
promedio de 439.25 uS/cm, lo cual es adecuado para mantener la estabilidad i6nica del medio
de exposicion. Estos resultados (Tabla 7) confirman que la calidad del agua durante las 96 horas
del ensayo fue apropiada y cumple con los requisitos exigidos por la Organizacion para la
Cooperacion y Desarrollo Econdmico, junto a la Unidén Europea.

Tabla 7.

Condiciones fisicoquimicas del agua en el mantenimiento de D. rerio

Parametros fisicoquimicos del agua

Dias de los ensayos pH Conductividad OD Temperatura

pS/em mg/L °C
1 8,43 446 6,6 26
2 7,82 434 6,8 26
3 7,68 418 6,7 26
4 7,89 419 6,7 25
5 7,90 428 6,7 26
1 7,13 438 6,3 26
2 7,4 440 7,3 26
3 7,16 453 6,5 25
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4 8,2 466 6,4 26

5 7,6 434 6,3 26
1 7,7 431 6,5 26
2 7,7 436 6,4 26
3 7,8 435 6,4 25
4 8,62 446 6 26
5 8,77 455 6 26
1 7,61 452 6,4 26
2 8,57 450 6,5 26
3 7,2 440 6,4 26
4 7,36 431 6,4 26
5 7,47 433 6,3 26
Promedio 7,80 439,25 6,48 25,85

4.2. Eleccion del emulsificante

Los ensayos de emulsion realizados con el aceite esencial de Tagetes zypaquirensis
evidenciaron diferencias notables en la estabilidad segin el emulsionante utilizado. Para el
DMSO, aunque inicialmente se logré una aparente mezcla con el medio embrionario, al cabo
de 5 minutos se observo una clara separacion de fases (Figura 4a) indicando inestabilidad de
la emulsion. Por el contrario, la formulaciéon empleando Tween 20 como agente tensioactivo
permitid obtener una emulsion estable, sin separacion visible de fases durante el periodo de
observacion de 24h (Figura 4b), Este resultado mostré una mayor eficiencia del Tween 20 para
vehiculizar el aceite esencial de T. zypaquierensis en medios acuosos, tal y como lo sugiere
Alvarez et al., (2015) en su ensayo sobre la evaluacion nematicida de este tipo de extracto. Sin
embargo, este resultado en la eleccion del emulsificante contrasta con lo reportado por
Fernandez et al., (2023a) & Khan et al., (2023), donde se utiliz6 DMSO como agente
emulsificante en aceites esenciales de especies como 7. minuta y T. multiflora, obteniendo la
estabilidad deseada del tratamiento.

Estas diferencias respecto al emulsionante seleccionado podrian atribuirse tanto a las
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variaciones de la composicion fitoquimica de los diferentes aceites esenciales, las
concentraciones que se usaron e incluso las condiciones experimentales bajo las cuales se
llevaron a cabo los ensayos.

Figura 5.

Ensayos de emulsion. A). Solucion Stock usando DMSO, B). Solucion Stock usando Tween 20

4.3. Validez del test

Tras el proceso de desove se obtuvieron un total de 500 embriones, con una tasa de
fertilizacion del 93,33 %, valor que supera el minimo establecido por la directriz OCDE-236
(> 70 %). Este resultado garantiz6 la disponibilidad de una cohorte adecuada y viable para la
realizacion de los ensayos de toxicidad aguda en el modelo animal.

La sensibilidad del modelo se confirmo utilizando un total de 42 embriones, divididos en
3 repeticiones por cada control utilizado (Tabla 8), donde se obtuvo una tasa de mortalidad
promedio del 100% en el control positivo (C+), evaluado con 3,4-dicloroanilina, excediendo
ampliamente el valor minimo de 30%. Asimismo, la tasa de supervivencia promedio en el
control con solvente y el control negativo fue del 91.67%, superando el valor minimo exigido
del 80%, lo que asegura un correcto manejo de la técnica, selecciéon y manipulacion de los
embriones objeto de estudio. Finalmente, la concentracion promedio de oxigeno disuelto hasta
el final del ensayo en cada tratamiento fue de 6.42mg/L o un 89.2% aproximadamente, lo que

garantizo las condiciones ambientales Optimas para el desarrollo embrionario del pez.
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Tabla 8.

Criterios de validez para ensayos de toxicidad sobre D. rerio

Criterio de aceptacion  Promedio

Parametro de validacion [%o] [Yo]

Tasa de fertilizacion >70 93,33
Tasa de supervivencia [C-] >90 91,67
Tasa de mortalidad [C+] >30 100

Tasa de supervivencia

[solvente] >80 91,67
Oxigeno Disuelto > 80 89.2

El cumplimiento de todos los pardmetros de control (Tabla 8), aseguran la robustez,
sensibilidad y validez cientifica de los datos obtenidos en la evaluacidon toxicologica del

extracto vegetal.

4.4. Pruebas de teratogénicidad - aceite esencial 7. zypaquirensis

Los resultados de las pruebas de teratogénicidad evaluados en embriones a las 96 hpf se
resumen en la Tabla 9. Sin embargo, como el aceite de 7. zypaquirensis mostrd un alto nivel
de toxicidad que desencadena en la muerte del embridon se considerd Uinicamente el valor de
letalidad.
Tabla 9.

Porcentaje de letalidad: Aceite esencial.

Concentracion (%) Letalidad 1 (%) Letalidad 2 (%) Promedio de letalidad (%)

C+ 100 100 100
C- 5 0 2.5

1.9 100 100 100
1 100 100 100
0.5 100 100 100
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0.4 100 100 100

0.3 100 100 100
0.001 100 100 100
0.0001 90 85 87.5

Nota: letalidad 1 y letalidad 2 hacen referencia al promedio de letalidad de cada repeticion del ensayo*

Los embriones de pez cebra fueron expuestos durante 96 horas a distintas
concentraciones del aceite esencial de Tagetes zypaquirensis (0.001% a 1.9%) para evaluar su
efecto letal. En concentraciones de 1.9% o superiores, se observé una letalidad del 100% en
ambas réplicas, indicando una fuerte toxicidad del extracto a partir de este umbral. Incluso en
concentraciones relativamente bajas como 0.001%, 0.03%, 0.04% y 0.05%, la letalidad fue del
100% en todos los casos.

La exposicion a las concentraciones mas elevadas (> 0.001%) gener6 mortalidad
inducida por la coagulacion total del embrion desde las 2 primeras horas de exposicion, lo que
indica un fuerte efecto embriotoxico, asociado posiblemente a metabolitos secundarios capaces
de dafiar la membrana corionica del embriodn, tal y como se muestra en la Tabla 10. De igual
manera, la disminucion progresiva de la letalidad a concentraciones cercanas al 0.0001%
permite evaluar el umbral de toxicidad del extracto sobre el desarrollo del modelo animal,
registrandose una tasa de letalidad del 90% y 85% en las réplicas 1 y 2 respectivamente. Esto
sugiere una clara relacion dosis-respuesta, donde a medida que disminuye la concentracion del
aceite esencial, también disminuye su efecto letal sobre los embriones.

Aunque no existen suficientes evidencias bibliograficas del uso de 7. zypaquirensis
sobre D. rerio, se han reportado ensayos de toxicidad aguda llevados a cabo en otros modelos
animales como en nematodos del género Meloidogyne spp, donde el AE de T. zypaquirensis a
una concentracion de 0.8 pg/mL, present6 una alta accion nematicida (Alvarez et al., 2015).

Estos resultados se soportan en el estudio del perfil fitoquimico del AE de T.
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zypaquirensis y otras especies del género Tagetes, asi como en las caracteristicas fisiologicas
del modelo animal utilizado. Desde el punto de vista fisicoquimico, los compuestos
mayoritarios identificados en los aceites esenciales de diversas especies de Tagetes, seglin lo
reportado por Alvarez et al., (2015); Salehi et al., (2018b) & Castillo y Panama (2023), son
(E)-Tagetona, (Z)-Tagetona, (Z)-tagetenona, (E)-tagetenona, Trans- Tagetona, Verbenona y 4-
etil-4-metil-1-hexeno y presentan caracteristicas estructurales que favorecen su permeabilidad
a través de membranas bioldgicas, como un bajo peso molecular (126~152 g/mol) y una
naturaleza lipofilica, derivada por su esqueleto hidrocarbonado con un tnico grupo carbonilo
polar que ademas de facilitar la difusion pasiva a través de las membranas celulares, puede
incrementar la reactividad de la molécula al interactuar con proteinas y lipidos asociados a la
membrana que cubre al embrion y generando como resultado un fuerte efecto embriotoxico
por desestabilizacion de la membrana o induccion de estrés oxidativo (Boussery et al., 2008;

Chemtob, 2004; Mittal, 2017; Singh et al., 2024).
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Tabla 10.

Efectos de letalidad del aceite esencial de T. zypaquirensis

Dosis /Tiempo

(horas)

C+

24

48

72

96

Observaciéon
-Se observd la coagulacion
total del nucleo embrionario
(CE) a las 2 horas post-
fecundacion (phf).
-El corion se mantiene integro
y estable
-Desarrollo normal del
espécimen.
24 hpf: Periodo de
segmentacion y formacion de
estructuras fisicas.
48 hpf: Periodo faringeo-
formacion de cola (C), cabeza

(Cz), somitas (S) y vejiga

' natatoria (Vn), pesencia de

latido cardiaco.
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1.9%- 0.001%

0.0001%

72 hpf: Fase previa a la
eclosion- Separacion de cola y
conteo de hasta 72 somitas.

96 hpf: Eclosion

-Se observd la coagulacion
total del embrion entre las
primeras 12 hpf

-Las concentraciones mayores
al 1% destruyeron el corion
(Cr), regando el contenido
intracelular al medio.

-Existe un pequefio retraso en
el proceso de desarrollo
embrionario de D. rerio

-Un 80% de los embriones
coagularon entre las primeras

48 hpf.
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4.5. Pruebas de teratogénicidad — Extracto etandlico (EE) T. zypaquirensis
La evaluacion de la teratogénicidad del extracto etandlico de 7. zypaquirensis reportada
a las 96 horas en embriones de pez cebra (D. rerio) revel6 una fuerte actividad embriotdxica

dependiente de la concentracion, tal y como se muestra en la Tabla 11.
Tabla 11.

Porcentaje de letalidad del extracto etandlico.

Tratamiento [mg/L] Tasa de mortalidad [%]

(C+): 0,4 100
T1: 150 100
T2: 75 52,38
T3:38.4 47,62
T4:19.2 35,71
T5: 9.6 30,95
Vh: 0.01 28,57
C-:0 2,38

*Los resultados mostrados en la tabla representan el promedio de 3 repeticiones utilizando un total de 42

embriones.

El tratamiento 1 [150 mg/L] indujo una letalidad del 100% lo que establece un umbral
de toxicidad aguda significativo para el extracto, observdndose una relacion dosis-respuesta
donde, conforme se reduce concentracion del EE el porcentaje de mortalidad disminuye
(Grafica 1).

Grafica 1.

Relacion Dosis-Respuesta en la teratogénicidad
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Los tratamientos 2, 3, 4y 5 [75 mg/L, 38.4 mg/L, 19.2 mg/L y 9.6 mg/L] mostraron
una disminucion en los porcentajes de mortalidad de 52.38%, 47.61%, 35.71% y 30.95%
respectivamente. Cabe mencionar que la muerte embrionaria se dio mayormente por la
coagulacion de la yema entre las 24 y 48h de exposicion, es decir pasada la fase de blastulacion,
al inicio de la etapa de segmentacion y gastrulacion. Sin embargo, los embriones expuestos a
las dosis de 38.4 - 75 mg/L que no coagularon, presentaron un retraso general en su proceso de

desarrollo.

4.6. Pruebas de toxicidad aguda

Los resultados para las pruebas de toxicidad aguda usando el extracto etanolico de 7.
zypaquirensis mostraron efectos similares a los realizados sobre embriones, sin embargo,
debido a la letalidad del extracto se tomaran en cuenta ambos valores tal y como se observa en
la Grafica 2 y 3.

Grafica 2.

Relacion dosis-respuesta de letalidad en alevines de D. rerio.
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Como se puede observar en la Gréfica 2, existe una disminucion en la mortalidad de los
alevines conforme la dosis de tratamiento disminuye, siendo que a concentraciones de 75 mg/L,
38.4 mg/L y 19.2 mg/L los porcentajes de mortalidad disminuyeron en 66.66%, 25% y 20.83%
respectivamente. Sin embargo, se presentd un valor atipico con respecto a la dosis mas baja del

tratamiento [9.6 mg/L], el cual se omitié debido a que se obtuvo un porcentaje de mortalidad
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igual al 54.16%, este resultado pudo deberse a diversos factores como en la elaboracion de los
extractos e inclusive en la manipulacion de los alevines al momento del traspaso de sus peceras
a las cajas multipocillos donde se llevo a cabo el ensayo.

Ademas de lo expuesto anteriormente, el extracto etan6lico administrado a los alevines,
presentd efectos de toxicidad aguda observada a concentraciones de 75, 38.4 y 19.2 mg/L
(Gréfica 3). Se observd torcion a nivel de la columna- escoliosis en el 37.5 % de los
especimenes expuestos a 75 mg/L, seguido de un 29.16% para 38.4 mg/L y un 8.33% para 19.2
mg/L, arritmia cardiaca (88-100 Ipm) en un 25%, 12.5% y 4.1% respectivamente,
malformacion de la cola, edemas pericardicos en el 6%, 8.33% y 0% respectivamente y edemas
de vejiga natatoria en un 13 %, 0% y 4.16% respectivamente (Anexo 5). Dichos efectos (Figura
6) se mostraron desde las 24 horas de exposicion a los tratamientos y se comprobaron a partir
de las 48 de exposicion.

Grafica 3.

Relacion dosis-respuesta de toxicidad en alevines de D. rerio
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Figura 6.

Efectos teratogénicos observados en D. rerio

Tr-MC: Torcion/ Malformacion de la cola, NC: No formacion de la cola, ESV: Edema del saco
vitelino, EP: Edema pericdardico, MCZ: Malformacion del corazon (Posible causa de la arritmia

cardiaca).

Estos resultados contrastan con los reportados por Chaniad et al., (2021), donde
evaluaron extractos etandlicos de Tagetes erecta en modelos murinos ICR, reportando que la
dosis letal fue superior a 2000 mg/kg de peso corporal, siendo esta la mayor concentracion
ensayada, sin observarse mortalidad. Asi mismo, present6 que dosis de 50 mg/mL = 50 g/L no
generaban mortalidad en especimenes adultos de Artemia salina mientras que dosis mucho
menores [< 150 mg/L] del extracto etanolico de 7. zypaquirensis si generaron mortalidad tanto
en embriones como especimenes juveniles de D. rerio. De igual forma, Cuellar, (2023) reportod
que dosis de hasta 500 pg/mL = 500 mg/L del extracto de 7. erecta, aunque evidenciaron
citotoxidad en células de cancer de pulmon, no presentd efectos toxicos en ratones C57BL/6
infectados con estas células cancerosas y mucho menos mortalidad, contrastando con la alta

sensibilidad observada en D. rerio y el efecto que tiene sobre su desarrollo. Por el contrario,
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lannacone et al., (2017) reportaron que extractos de 7. minuta si presentaron letalidad sobre
huevos de Chrysoperla asoralis y Orius insidiosus en concentraciones de 12,5 mg/mL a 200
mg/mL, mientras que muestra letalidad en individuos adultos a concentraciones superiores a
100 mg/mL, siendo atin dosis muy altas en comparacion a las utilizadas en estos ensayos.

De acuerdo con la literatura cientifica consultada sobre el tamizaje fitoquimico en otras
plantas del género Tagetes, se determind la presencia de diferentes metabolitos secundarios
flavonoides como acido gélico, benzoico, cumadrico y ferulico; flavonoles y flavononas como
la quercetina 3-O.arabindsido y el kaempferol 3,7- O diglucosido; asi como algunas cumarinas
que pueden conferirle al extracto su efecto toxicologico (Barrera et al., 2009; Camacho et al.,
2019; Roca et al.,, 2009; Siddiga et al., 2025). Dichos metabolitos funcionan como
antioxidantes naturales que, en principio pueden proteger las células del dafno oxidativo, sin
embargo metabolitos como la quercetina y el kaempferol pueden inducir un efecto pro-

oxidativo a altas concentraciones (Sobhy et al., 2023).

4.7. Concentracion Letal Media (CL50)
El anélisis PROBIT para el calculo de la concentracion letal media (CL50) dio como resultados
los valores de la Tabla 12 y se presentan en las Graficas 4, 5 y 6. Los datos del mismo se

encuentran en los anexos 2, 3 y 4.
Tabla 12.

LC50 de los extractos a 96 hpf de prueba

Extracto Aceite esencial: Extracto etandlico: Extracto etandlico:
Embriones Embriones Alevines

LC50 [mg/L] <0.001% 27.32 43.93

TC50 [mg/L] 49.91

R? 1.000 0.981
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Grafica 4.

CL50 extracto etandlico de T. zypaquirensis: embriones
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Con base en la Tabla 12 y los graficos 4,5 y 6, se evidencia que el CL50 para el extracto
etandlico en alevines [43.93 mg/L] es casi el doble en comparacion con el CL50 para embriones
[27.32 mg/mL] y un CT50 de 49.91 mg/L, dado que los embriones son mas propensos a sufrir
dafios o alteraciones durante su desarrollo, asi como durante su manipulacion. Para el aceite
esencial se reportan valores inferiores al 0.0001%, lo que resulta extremadamente toxico para
los embriones.

Siendo asi, el valor de CL50 del extracto etandlico de 7. zypaquirensis observado en
este estudio, resultd ser mucho menor a los reportados, segun (Escobar et al., 2009; Shirazi et
al., 2014), al CL50 75 £ 5y 70 £ 4 y 194,34 ug/mL para las lineas celulares KB, HepG2 y
Vero respectivamente, de igual forma al CL50= 17,28 ug/mL para el tratamiento de Aedes
aegyypti reportado por Sartor et al., (2025), y una CL50 21.35 ug/mL y 149 ug/mL para
epismastigotes y amastigotes intracelulares respectivamente; los cuales, si bien no son
vertebrados, permiten tener un punto de referencia desde el cual pueden partir otros ensayos
utilizando concentraciones simliares. Por otro lado, el valor del CL50 para el aceite esencial de
T. zypaquirensis se encuentra muy cercano a lo reportado por (Fernandez et al., 2023b) en su
investigacion usando el aceite esencial de 7. multiflora sobre Artemia salina, siendo una CL50
igual a 0.00144%, misma que presenta una composicion fitoquimica muy similar a 7.
Zypaquirensis.

Finalmente, los valores de CL50 encontrados para el extracto etanolico (27.32 y 43.93
mg/L), se consideran menores a los reportados por Vidal et al., (2009), quién evalu¢ el efecto
toxicologico del extracto etanolico de 7. patula sobre larvas y pupas de 4. aegyypti L, siendo
su CL50= 0.07 mg/mL y 0.0891 mg/mL y a lo reportado por (Herrera & Sandoval, 2019b) ,
quién utilizo los extractos etandlicos de 7. minuta y T. erecta sobre Meloidogyne spp, teniendo

un CL50 de 0.00177 mg/mL y 0.00173 mg/mL.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Los valores de fertilizacion (>90%), supervivencia (>90% en C—), mortalidad eficaz en
C+ (100%) y condiciones fisicoquimicas del agua demuestran que los resultados son
confiables y cientificamente validos.

Dada la alta tasa de letalidad generada por concentraciones muy bajas del aceite
esencial [<0.0001%] no es posible determinar la DT50 del mismo, por lo cual se tomara
como DT50 y DL50 valores inferiores al 0.0001%. para el caso del aceite esencial y
una DT50 49.91 mg/L para el extracto etandlico de 7. zypaquirensis sobre el modelo
animal D. rerio.

El extracto etanolico de 7. zypaquirensis posee una elevada toxicidad aguda en
especimenes juveniles de D. rerio, generando efectos como arritmias cardiacas,
malformaciones de la cola y corazoén, asi como la presencia de edemas a nivel de la
vejiga natatoria y pericardio a las 96 horas de exposicion a los tratamientos aqui
expuestos.

Los protocolos para ensayos de toxicidad aguda se determinaron con base en la
metoologia y los resultados obtenidos a lo largo del ensayo y se espera que puedan
optimizar el flujo de trabajo, manejo del modelo animal y control de cada uno de los

requerimientos necesarios para la validacion de los ensayos.

5.2. Recomendaciones

De ser posible se recomienda aislar los componentes mayoritarios del aceite esencial y
el extracto etanolico y evaluar su efecto toxicologico de forma individual, de igual
forma se recomienda probar diferentes métodos de exposicion de estos compuestos

sobre el modelo animal.
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Se recomienda repetir los ensayos que dieron como resultado valores atipicos, para
corroborar la informacion que se obtuvo durante los primeros ensayos, manteniendo un
control estricto sobre las variables de incubacion y sobre todo en la preparacion de cada
uno de los tratamientos.

Se recomienda evaluar otros solventes como medio para la dilucion del Aceite esencial
o en su defecto algunas mezclas que mejoren el proceso de emulsion de los aceites

esenciales con el solvente a utilizar.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo estandarizado JBO1: Extraccion de AE de 7. zypagquirensis.
1. Armar el equipo de extraccion de AE por hidrodestilacion (Figura 14) y cubrir la

trampa dean stark con papel aluminio.
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Figura 14. Equipo de extraccion de AE.

2. Colocar en el balon de destilacion 25g de materia vegetal seca previamente cortada
en trozos pequefios y afiadir aproximadamente S00mL de agua destilada.

3. Establecer las condiciones de operacion (temperatura 250°C). En un lapso de 30
min empieza el punto de ebullicion a partir del cual inicia el proceso de
condensacion y se precipita el AE.

4. La duracion de todo el proceso es de 2h en la cual se forman dos fases inmiscibles,
la acuosa y la del AE que son depositadas en la trampa dean stark. Abrir
cuidadosamente la trampa y retirar la fase acuosa.

5. Transcurrido las 2h, recolectar minuciosamente en un tubo de microcentrifuga o
en un tubo de ensayo el aceite esencial que se encuentra en la trampa.

6. Trasvasar el aceite esencial del tubo de microcentrifuga a un frasco ambar (si es
necesario, utilizar micropipeta) y cubrir con papel aluminio.

7. Etiquetar la muestra (Codigo de la muestra, fecha y nombres) y almacenar el frasco
ambar en la refrigeradora a 4°C para su posterior uso.

Repetir este proceso las veces que sean necesarias (Meloni et al., 2019).
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Anexo 2. Analisis Probit- Calculo del 1la CL50 del extracto etandlico en embriones

Repeticiones del Total Total Proporci Porcenta Lndela zvalue zvalue
experimento espécimen sujeto o6nde jede concentraci corregido
1 2 3 es S ajuste mortalid on
Concentracion n m nNn mMm n m muert ad
[mg/L] 1 1 2 2 3 3 oS

04 1 14 1 14 1 14 42 42 0,988 100,000 -0,916 #;NUM! 7,269
4 4 4

150 1 14 1 14 1 14 42 42 0,988 100,00 5,011 #;NUM! 7,269
4 4 4

75 1 8 1 6 1 8 42 22 0,523 52,381 4,317 5,0597 5,058
4 4 4 17

384 1 6 1 6 1 8 42 20 0,477 47,619 3,648 14,9402 4,942
4 4 4 83

92 1 5 1 5 1 5 42 15 0,360 35,714 2,955 4,6338 4,643
4 4 4 94

96 1 5 1 4 1 4 42 13 0,314 30,952 2,262 4,5027 4,515
4 4 4 99

001 1 6 1 3 1 3 42 12 0,291 28,571 -4,605 4,4340 4,449
4 4 4 51

0 1 1 1 0 1 0 42 1 0,035 2,381 #iNUM! 3,0192 0,000
4 4 4 48
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Anexo 3. Analisis probit- Calculo de la CL50 del extracto etandlico en juveniles

Repeticiones del Total Total Proporcio  Porcenta;j Lndela zvalue zvalue
experimento espécimene sujetos nde ede concentracio corregid
1 2 3 ] muerto ajuste mortalida h o
Concentracion ni mil1 n2 m2 n3 m3 S d
[mg/L]
04 8 8 8 8 8 8 24 24 0,980 100,000 -0,916  #;NUM! 7,054
150 8 8 8 8 8 8 24 24 0,980 100,00 5,011 #{NUM! 7,054
75 8 5 8 5 8 6 24 16 0,660 66,667 4,317 5,43072 5,412
7
384 8 2 8 1 8 2 24 6 0,260 25,000 3,648 4,32551 4,357
19,2 8 2 8 2 8 2 24 5 0,220 20,833 2,955 4,18778 4,228
2
96 8 5 8 4 8 4 24 13 0,540 54,167 2,262 5,10463 5,100
3
0,01 8 0 8 0 8 1 24 1 0,060 4,167 -4,605 3,26833 3,445
6
0 8 0 8 0 8 0 24 0 0,020 0,000 #iNUM! 2,946
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Anexo 4. Analisis Probit CT50 del extracto etanolico en juveniles

Repeticiones del Total Total Proporci Porcenta Lndela zvalue zvalue
experimento espécimen sujeto o6nde jede concentraci corregido
1 2 3 es S ajuste mortalid on
Concentracion n m nNn mMm n m muert ad
[mg/L] 1 1 2 2 3 3 oS
04 8 8 8 8 8 8 24 24 0,980 100,000 -0,916 #;NUM! 7,054
150 8 8 8 8 8 8 24 24 0,980 100,00 5,011 #{NUM! 7,054
75 8 4 8 4 8 3 24 11 0,460 45,833 4,317 4,8953 4,900
67
384 8 2 8 2 8 3 24 7 0,300 29,167 3,648 4,4514 4,476
78
192 8 2 8 1 8 0 24 3 0,140 12,500 2,955 3,8496 3,920
51
96 8 0 8 0 8 o0 24 0 0,020 0,000 2,262 #;NUM! 2,946
001 8 0 8 0 8 1 24 1 0,060 4,167 -4,605 3,2683 3,445
36
0O 8 0 8 0 8 0 24 0 0,020 0,000 #iNUM! #iNUM! 2,946

62



Anexo 5. Frecuencia de malformaciones

Concentracién Observacién Total # afectados | 7°
EE especimenes Afectados
Aritmia cardiaca 24 6 25,00
Edema natatorio 24 3 12,50
75 mg/L Escoleosis/ malformacion columna 24 9 37,50
Ataxia 23| - -
Edema pericartico 24 |- -
Aritmia cardiaca 24 3 12,50
Edema natatorio 24 0,00
38.4 mg/L Escoleosis/ malformacion columna 24 7 29,17
Edema pericartico 24 2 8,33
Ataxia 24 | - -
Aritmia cardiaca 24 1 4,17
Edema natatorio 24 1 4,17
19.2 mg/LL Escoleosis/ malformacion columna 24 2 8,33
Edema pericartico 24 |- -
Ataxia 24 | - -
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