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RESUMEN

En la actualidad, una amplia gama de contami-
nantes son detectados en el ambiente con implica-
ciones en la salud y en la biodiversidad, su elevado 
número ha dificultado su estudio con métodos de 
experimentación in vitro e in vivo. Se implemen-
tó en el modelo del pez cebra un sistema de bajo 
costo para evaluar el efecto de los contaminantes 
ambientales, utilizando la actividad motora como 
marcador de neurotoxicidad. Embriones fueron ex-
puestos a concentraciones de 0.05, 0.5, 5, 50 mg/l 
de arsénico inorgánico (Asi), 0.03, 0.3, 3, 10 mg/l de 
atrazina (ATR) y 14.5, 29.1, 43.6 mg/l de tiametoxam 
(TMX). La actividad motora aumentó en larvas ex-
puestas a ATR y Asi y disminuyó con dosis altas de 
TMX. Estos datos sugieren que el sistema implemen-
tado es sensible para detectar cambios en la con-
ducta motora en larvas del pez cebra, lo que puede 
contribuir positivamente al estudio de los contami-
nantes ambientales con potencial neurotóxico.
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ABSTRACT

Currently, a wide variety of pollutants are detec-
ted in the environment with implications for both 
health and biodiversity, its high number has made it 
difficult to study with in vitro and in vivo methods of 
experimentation. A low cost system was implemen-
ted to evaluate the toxic effects of environmental 
pollutants, using the motor activity as neurotoxicity 
marker in zebrafish model. Embryos were exposed to 
inorganic arsenic (Asi) 0.05, 0.5, 5, 50 mg/l, atrazine 
(ATR) 0.03, 0.3, 3, 10 mg/l and thiamethoxam (TMX) 
14.5, 29.1, 43.6 mg/l. Motor activity increased in lar-
vae exposed to ATR and Asi and decreased with the 
high dose of TMX. These data suggest that system 
is sensitive for to detect changes in motor behavior 
in zebrafish larvae, which may contribute to increa-
se the study of environmental pollutants with neuro-
toxic potential.

INTRODUCCIÓN

Se estima que anualmente 2,000 nuevos químicos se 
suman al mercado global, de los cuales, la extensa 
mayoría no son sometidos a pruebas toxicológicas 
intensivas (Eaton & Gallagher, 2010). Las implicacio-
nes éticas, los altos costos e intensiva labor de ope-
ración son algunas de las causas que han limitado 
la capacidad de evaluación de los efectos tóxicos 
de los contaminantes sobre los diferentes modelos in 
vitro e in vivo. Aunque el uso de líneas celulares tiene 
claras ventajas operacionales, representa un siste-
ma biológico aislado y homogéneo que no permite 
predecir la interacción entre las múltiples variables 
en un organismo completo. Aunado a lo anterior, 
desde hace décadas es de gran preocupación el 
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efecto de los contaminantes ambientales sobre el 
desarrollo de los organismos. Numerosos estudios 
demuestran a los infantes como una de las pobla-
ciones más vulnerables a los efectos deletéreos de 
los contaminantes ambientales, los cuales incluyen 
alteraciones en el sistema inmune, respiratorio (Cao 
et al., 2016) y nervioso (Tolins, Ruchirawat, & Landri-
gan, 2014). 

Por tal motivo, la incorporación de herramien-
tas de alto rendimiento y bajo costo podrían contri-
buir a la identificación preliminar de sustancias con 
potencial tóxico. En los últimos años el pez cebra ha 
emergido como un organismo en la investigación 
biomédica por la facilidad y economía en su mane-
jo y mantenimiento y por sus cualidades biológicas 
con ciclos de vida reducidos que en 72 h completa 
su desarrollo embrionario y puede alcanzar la madu-
rez sexual a los 90 días (Peterson & MacRae, 2012). 
Este organismo ha demostrado tener mecanismos 
celulares y estructuras del sistema nervioso conser-
vados entre vertebrados (Lieschke & Currie, 2007), lo 
que ha permitido extrapolar el uso de pruebas neu-
roconductuales típicas de modelos murinos con una 
alta comparabilidad de los resultados (Steenber-
gen, Richardson, & Champagne, 2011). El pez cebra 
es un modelo con notables ventajas para el estudio 
del efecto de los contaminantes sobre el desarrollo. 
Su desarrollo externo es translúcido, sus embriones 
son numerosos en cada puesta, lo que permite la 
implementación de pruebas de alto rendimiento 
con múltiples réplicas.

La actividad motora es un parámetro documen-
tado por décadas en el campo de la psicofarmaco-
logía y de la toxicología, el cual es extensivamente 
utilizado en modelos murinos como un indicador de 
daño en el sistema nervioso por exposición a tóxicos 
(Bardullas et al., 2009; Wolansky, Gennings, DeVito, 
& Crofton, 2009), además de ser un método valida-
do en estudios de neurotoxicidad aguda y crónica 
realizados por organismos gubernamentales como 
la Environmental Protection Agency (EPA) (Crofton 
et al., 1991). Sin embargo, los costos de implemen-
tación del modelo del pez cebra con sistemas de 
crianza comerciales, así como los instrumentos de 
medición de la función motora en larvas, pueden 
alcanzar algunas decenas de miles de dólares, lo 
que limita la adopción de estos sistemas de medi-
ción por nuevos laboratorios. 

De forma reciente, un grupo desarrolló un pro-
grama de código abierto denominado LSRtrack 

(Zhou, Cattley, Cario, Bai, & Burton, 2014), el cual re-
gistra la actividad motora en múltiples individuos, lo 
que permite trasladar este método de análisis de la 
conducta al campo de la neurotoxicología y contri-
buir a la identificación de sustancias con potencial 
neurotóxico. Por tal motivo, este estudio tiene como 
objetivo el diseño y construcción de un sistema de 
bajo costo para la reproducción y crianza de pez 
cebra y posteriormente la optimización de las herra-
mientas para el análisis de la actividad motora con 
la intención de emplearse en la evaluación siste-
mática de contaminantes ambientales. La hipótesis 
del presente trabajo fue que la adopción de estas 
herramientas permitirá demostrar que la exposición 
al arsénico, a la atrazina y al tiametoxam es capaz 
de producir alteraciones sobre la actividad motora 
y conducta de tigmotaxis.

MATERIALES	Y	MÉTODOS

Construcción	de	un	sistema	para	la	reproducción	y	
crianza	del	pez	cebra	
El sistema se construyó con materiales locales de 
bajo costo y consiste en dos niveles con acuarios de 
vidrio de 15, 10, y 1.5 l (figura 1). Los acuarios des-
cargan sobre una canaleta de PVC a través de un 
tubo recubierto por un extremo con malla de nylon, 
el cual desemboca en un depósito de acrílico (sumi-
dero). Los primeros compartimentos permiten sepa-
rar por decantación los sólidos del agua, el líquido 
pasa a un tercer depósito en donde una bomba de 
impulsión de 150 l/h bombea el flujo hacia la lám-
para UV, el flujo es bombeado por una segunda 
bomba de impulsión de 350 l/h hacia un filtro bio-
lógico —consistente en un tubo hermético de PVC 
de 50 cm de diámetro que en su interior contiene 
1/2 k de esferas de poliestireno, estas esferas sirven 
como superficie para adhesión de bacterias benéfi-
cas que promueven la nitrificación y desnitrificación 
del agua—, finalmente, el agua regresa a través de 
un sistema de tuberías de PVC hacia ambos niveles, 
en donde válvulas de PVC grado alimenticio contro-
lan el flujo que alimenta los acuarios. En el interior del 
depósito sumidero se colocó un calentador de alto 
rendimiento de 300 W, el cual mantiene la tempera-
tura del sistema a 28.5 ºC. 

Protocolo	de	exposición		
Peces cebra adultos de aproximadamente 6 meses 
de edad fueron mantenidos a una temperatura de 
28 ± 1 °C con un ciclo de 14h/10h luz-obscuridad. 
Una noche antes del desove se colocaron trampas 
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para capturar los huevos y al siguiente día, una hora 
después de iniciar el ciclo de luz (8:00 am), los hue-
vos fueron recolectados, limpiados con medio E2 
(7.5mM NaCl, 0.25mM KCl, 0.5mM MgSO4, 75µM KH-
2PO4, 25µM Na2HPO4, 0.5mM CaCl2, 0.35mM NaH-
CO3) y colocados en cajas Petri a una densidad de 
25 embriones por caja. Los huevos no fecundados 
fueron descartados (Nagel, 2002). Las soluciones de 
trabajo (ATR) 0.03, 0.3, 3 mg/l (ChemService West 
Chester, PA, US); (Asi) 0.05, 0.5, 5 mg/l (J. T. Baker Phi-
llipsburg, NJ, US) y (TMX) 14.5, 29.1, 43.6 mg/l (Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, US) fueron elaboradas a partir 
de soluciones madre disueltas en medio E2 sin el uso 
de ningún disolvente orgánico. Los grupos control 
de cada tratamiento se mantuvieron en medio E2. 

Para cada tratamiento, incluso el grupo con-
trol, se realizaron tres réplicas. La exposición de los 
huevos fecundados a los diferentes tratamientos 
inició en la fase embrionaria a partir de las 2 h pos-
fertilización (hpf) y continuó hasta la fase larval en 
el séptimo día posfertilización (dpf), con recambios 
diarios de las soluciones. La incubación se mantuvo 
a una temperatura estable de 28 ± 1 °C en un ciclo 
de 14 h luz/10 h oscuridad. 

Montaje	de	la	actividad	motora	en	larvas
Finalizada la exposición se corroboró la ausencia de 
malformaciones y las larvas de 7 dpf fueron trans-
feridas al cuarto de grabación previamente clima-

tizado a 28 ± 1.5 °C. Un total de 24 larvas fueron 
colocadas sobre placas de 24 pocillos (Costar, # 
3526, Corning, NY, US) adaptadas para grabación 
previamente llenadas con medio E2 sin tóxicos. Para 
la grabación se utilizó una videocámara Flea3 (Point 
Grey Research) acoplada a un lente computar 
M6Z1212-3S sobre un soporte para cámara. Como 
fuente de iluminación se utilizó un luminario tipo led 
de 6500 K (General Lighting 04745-1) (figura 2a). La 
adaptación de las placas se realizó rebajando su al-
tura hasta 5 mm, con ayuda de una herramienta ro-
tativa de velocidad variable y su accesorio de corte 
#426 (Dremel 3000, D. F., México); posteriormente 
fueron pintadas en la parte exterior de los pocillos 
con pintura acrílica negra para producir un efecto 
de máscara durante la grabación. Se agregó un 
molde interno de agar bacteriológico a 1% llenan-
do los pocillos con aproximadamente 1.5 ml de agar 
(figura 2b). El montaje de videograbación se colocó 
dentro de una estructura de madera para evitar es-
tímulos externos. 

Análisis	de	la	actividad	motora	en	larvas	de	pez	cebra
Los registros de la actividad motora se realizaron en-
tre las 11:00 a.m. y las 14:00 p.m. con una duración 
de 20 min para cada videograbación, siguiendo el 
procedimiento descrito ampliamente en Zhou et al. 
(2014), con el uso de la herramienta de software de 
código abierto LSRtrack en MATLAB. Los datos pro-
porcionados fueron procesados con la finalidad de 

Figura 1. Diagrama esquemático del sistema de crianza de peces cebra. 
Elaboración propia.
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obtener medidas relevantes en términos de la acti-
vidad motora como marcador de neurotoxicidad. 
Para ello se generó un nuevo módulo de análisis a 
partir de los datos generados por LSRtrack (s. f.), el 
cual permite calcular y analizar las distancias tota-
les recorridas por cada una de las larvas. El software 
también permite realizar análisis considerando inter-
valos de tiempo, lo que puede utilizarse para medir 
la progresión temporal de la distancia total recorri-
da de la larva expuesta al contaminante. La fórmula 
general para el cálculo de la distancia recorrida por 
cada larva se estableció de la siguiente forma:

El nuevo módulo desarrollado también permi-
te la medición del comportamiento de las larvas en 
términos de su preferencia por mantenerse en los 
bordes. Se definió un círculo interior de 4 mm de ra-
dio (rCInterior) para el análisis de los datos. En este 
caso se utilizaron los datos reportados por LSRtrack 
en la matriz fishAreas, de dimensiones N x 4, que 
contiene las coordenadas posicionales de cada lar-
va en cada fotograma, para calcular el centroide 
de cada pocillo:

Esto permite calcular la región que contempla 
el círculo interior y verificar si para cada fotograma 
la larva se encuentra dentro de ella o en los bordes 
considerando su distancia euclidiana al centroide 
del pocillo:

El resultado permite calcular el total de fotogra-
mas para los cuales la larva se mantuvo fuera del 
círculo interior, utilizando para ello el valor rCInterior, 
lo cual se traduce en el porcentaje de fotogramas 
y tiempo que la larva estuvo en la zona de bordes. 

Estadística
El análisis de la actividad motora y conducta de tig-
motaxis se realizó con un análisis de varianza (AN-
DEVA) de una vía, seguido de una prueba post hoc 
LSD de Fisher para la comparación entre múltiples 
tratamientos, utilizando el software StatView versión 
5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, US). Los datos se pre-
sentan como un promedio ± error estándar (EEM). 
Significancia establecida como p≤0.05. 

RESULTADOS

Los resultados muestran un desarrollo normal de 
los organismos sin malformaciones visibles (figura 
3). Adicionalmente, no se observó una mortalidad 
con los tratamientos al finalizar la exposición mayor 
a 10% (datos no mostrados). En experimentos inde-

Figura 2. Diseño de equipo y material para el análisis locomotor en larvas de pez cebra. (a) Montaje para 
videograbación de placas, (b) placas de 24 pocillos con delimitación de agar en la periferia de los pocillos. 
Elaboración propia.
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pendientes la exposición durante 7 días a ATR, Asi y 
TMX generó alteraciones significativas en la activi-
dad locomotora en larvas de pez cebra. Las con-
centraciones de 0.3 y 3 mg ATR/L fueron suficientes 
para producir hiperactividad [F (3, 37)= 4.75, p= 
0.0065] (figura 4a). De la misma forma, las larvas ex-
puestas al Asi desarrollaron un aumento significativo 
en la actividad motora después de 7 días de expo-
sición a las dosis de 0.5 y 5 mg Asi/L [F (3, 79)= 6.69, 
p= 0.0004] (figura 4b). Un efecto de hipoactividad 
se observó en los individuos expuestos al insecticida 
TMX en donde una dosis de 29.1 mg TMX/L redujo la 
distancia total recorrida [F (3, 116)= 3.51, p= 0.0044] 
(figura 4c). 

Por otro lado, la exposición a ATR no produjo al-
teraciones en el parámetro de tigmotaxis [F (3, 52)= 
01.37, p>0.05] (figura 4d), mientras que las dosis de 
Asi de 5 mg Asi/L aumentaron el tiempo en los már-
genes [F (3, 92)= 2.58, p= 0.024] (figura 4e). Finalmen-
te, una dosis alta del insecticida TMX 43.6 mg dismi-
nuyó el tiempo en los márgenes [F (3, 116)= 4.51, p= 
0.0007] (figura 4f).

DISCUSIÓN

Acorde con la hipótesis inicial del presente trabajo, 
los resultados demuestran que la exposición durante 
etapas tempranas del desarrollo a tres tipos de con-
taminantes ambientales altera la actividad motora 
y la conducta de tigmotaxis en larvas de 7 días pos-
fertilización. La ATR es uno de los herbicidas más uti-
lizados en el mundo con más de 50 años en el mer-
cado. La exposición a este plaguicida se ha rela-
cionado con alteraciones en el sistema nervioso en 
modelos murinos, particularmente sobre el sistema 
dopaminérgico nigroestriatal, lo que parcialmen-
te explica los efectos deletéreos sobre la conduc-
ta motora (Bardullas, Giordano, & Rodríguez, 2011). 
Recientemente, un estudio demostró un aumento 
sobre la actividad motora en larvas de pez cebra 
de 5 dpf expuestas a 30, 100, 300 µg ATR/L (Liu et 
al., 2016), pero evaluadas con el uso de un software 
comercial de videoseguimiento, lo que sugiere la re-
producibilidad de los resultados con relación al uso 
de una herramienta de acceso libre.

Figura 3. Desarrollo larval de pez cebra. (a) Embrión de pez ce-
bra, 8 horas posfertilización (hpf); (b) embrión de 24 hpf; (c) larva 
de 72 hpf; (d) larva de 120 hpf. 
Elaboración propia.

Figura 4. Efectos sobre actividad locomotora y tigmotaxis en larvas de pez cebra por exposición a atrazina (n= 12-18), 
arsénico (n= 24) y tiametoxam (n= 30). Efecto de la atrazina (a), arsénico (b) y tiametoxam (c) sobre la actividad motora. 
Efecto de la atrazina (d), arsénico (e) y tiametoxam (f) sobre la conducta de tigmotaxis. 
* Diferente de grupo control p <0,05. 
Elaboración propia.
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Por otro lado, el Asi es considerado una de las 
substancias más ubicuas y tóxicas del planeta, con 
amplia presencia en el territorio nacional, en donde 
se han documentado concentraciones que superan 
la norma nacional de 0.025 mg Asi/l (Camacho, Gu-
tiérrez, Alarcón-Herrera, Villalba, & Deng, 2011; Del 
Razo et al., 2002). Asimismo, el impacto negativo del 
Asi sobre el sistema nervioso ha sido ampliamente 
descrito, tanto en humanos (Calderón et al., 2001), 
como en modelos animales. El Asi es un potente dis-
ruptor de la función motora en roedores adultos; es-
tudios anteriores demostraron que la exposición du-
rante 4 meses a dosis relevantes al medio ambiente 
de 0.5 y 5 mg Asi/l similares a las utilizadas en estudio 
generan hiperactividad en ratones C57Bl/6J (Bardu-
llas et al., 2009), lo que sugiere similitudes entre el pez 
cebra y el ratón C57Bl/6J en la sensibilidad ante un 
marcador de neurotoxicidad. 

En contraste con los contaminantes, el insecti-
cida TMX es un plaguicida de reciente creación y 
escasa información toxicológica, es el segundo del 
grupo de los neonicotinoides más comercializado 
en el mundo; hay que mencionar que el uso de es-
tos plaguicidas se ha asociado con el colapso en 
las colonias de abejas (Tomizawa & Casida, 2003). 
Recientemente un estudio reportó que en el pez 
cebra la exposición temprana a 45 µM o 60 µM de 
imidacloprid, un insecticida de la familia de neoni-
cotinoides, es capaz de producir alteraciones en la 
actividad motora en estadio larval y tener efectos 
persistentes durante la etapa adulta (Crosby, Bailey, 
Oliveri, & Levin, 2015), por lo que es plausible sugerir 
que el TMX puede producir afectaciones similares.

En el presente estudio se tomó ventaja de la ro-
busta conducta de tigmotaxis, o preferencia a per-
manecer cerca de los márgenes que el pez cebra 
exhibe, comportamiento evolutivamente bien con-
servado que exhibe una gran variedad de anima-
les (Stewart, Gaikwad, Kyzar, & Kalueff, 2012), por lo 
que en el presente estudio se incluyó el diseño de 
un algoritmo que permite analizar esta conducta en 
larvas como un parámetro de exploración y ansie-
dad (Hoy et al., 1999). De forma reciente, este mar-
cador ha sido trasladado al modelo del pez cebra y 
validado en larvas (Schnörr, Steenbergen, Richard-
son, & Champagne, 2012). Desde el conocimiento 
de los autores del presente, este es el primer repor-
te que sugiere posibles efectos relacionados con la 
ansiedad por exposición a dosis relevantes al medio 
ambiente de Asi, y una modesta disminución en los 
niveles de permanencia en el borde con una dosis 
alta de TMX. Sin embargo, una limitación de dicho 

algoritmo para la detección de tigmotaxis y futuros 
alcances de este estudio consiste en la necesidad 
de ser validado a través de una serie de retos farma-
cológicos con ansiolíticos y ansiogénicos.

De manera importante, los resultados del pre-
sente estudio demuestran que la actividad motora 
en larvas de pez cebra puede ser implementada 
como un parámetro de neurotoxicidad de manera 
eficaz y con alto costo-beneficio con la adopción 
de herramientas de videoseguimiento de libre ac-
ceso en comparación con los sistemas comerciales, 
cuyos costos pueden superar los 25,000 dólares. De 
la misma forma, la construcción de un sistema para 
la reproducción y crianza de pez cebra con mate-
riales de bajo costo genera un gasto de solo 800 dó-
lares, en comparación con los sistemas comerciales, 
entre $6,000 y 15,000 dólares. Este costo accesible 
se traduce en la posibilidad de que el modelo sea 
incorporado en nuevos laboratorios interesados en 
un modelo de bajo costo y alto rendimiento con 
múltiples aplicaciones en el campo de la toxicolo-
gía, como el estudio y evaluación de contaminan-
tes ambientales, así como de vigilancia de aguas 
residuales y mantos acuíferos.

CONCLUSIONES

Con la implementación de un sistema de reproduc-
ción y crianza, así como la adaptación de herra-
mientas de videoseguimiento de reciente creación, 
el presente estudio corroboró que la larva de pez 
cebra es un organismo valioso para la evaluación 
de marcadores de neurotoxicidad por exposición a 
contaminantes ambientales con una buena relación 
costo-efectividad. Los dos algoritmos de análisis de-
sarrollados permitieron evaluar con una adecuada 
sensibilidad los efectos de tres contaminantes de re-
levancia actual. Asimismo, en el caso del ATR y Asi, 
los datos fueron consistentes con la literatura repor-
tada para modelos murinos, lo que sugiere el poten-
cial del uso del pez cebra en sus distintos estadios, 
como un modelo que complemente la información 
toxicológica obtenida de roedores, amortizando las 
desventajas de estos modelos en cuanto a costo, 
espacio e implicaciones bioéticas.
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