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RESUMEN

Los bioensayos de toxicidad aguda constituyen una herramienta importante en los
laboratorios de investigacion para evaluar los efectos de sustancias potencialmente
contaminantes sobre organismos acudticos. En este tipo de ensayos, ademas del registro
de lamortalidad para la determinacion de la concentracion letal media (LC50), se realizan
observaciones de los signos clinicos presentados por los organismos, los cuales aportan
informacion relevante sobre la respuesta bioldgica de los organismos expuestos. Sin
embargo, en muchos casos, este tipo de observaciones se registran de forma cualitativay
mediante descripciones libres, lo que puede generar variabilidad en la interpretaciény

documentacion de los signos de toxicidad.

El presente Trabajo de Suficiencia Profesional (TSP) consiste en la elaboracion de un
formato y un procedimiento estandarizado para el registro observacional de signos
clinicos en peces sometidos a bioensayos de toxicidad aguda (LC50), tomando como
referencia un laboratorio de investigacion de biologia acuatica perteneciente a una
universidad. Para ello, se analizaron registros observacionales previamente generados,
con el fin de identificar limitaciones en la forma de documentar los signos clinicos.
Asimismo, se realizé una revision de guias y normativas internacionales, como las
establecidas por Guidelines for the Testing of Chemicals N°203 (OECD), la guia OCSPP
850.1075: Freshwater and Saltwater Fish Acute Toxicity Test de la Environmental
Protection Agency (EPA) y la norma ASTM E1562-00, Standard Guide for Conducting
Acute, Chronic, and Life-Cycle Aquatic Toxicity Tests with Polychaetous Annelids, con

el proposito de sustentar técnicamente la propuesta.

Se espera que la implementacion de este formato contribuya a mejorar la sistematizacion,

trazabilidad y consistencia de la informacion generada durante los bioensayos, facilitando



la interpretacion y comparacion de resultados entre ensayos y analistas. Ademas, esta
propuesta busca fortalecer la calidad de la documentacion interna del laboratorio,
optimizar sus procesos de control y aportar a la mejora continua de las précticas de

investigacion en el area de la ecotoxicologia experimental.

PALABRAS CLAVE: Ecotoxicologia, LC50, Signos clinicos, registro observacional,

estandarizacion



ABSTRACT

Acute toxicity bioassays are an important tool in research laboratories for evaluating the
effects of potentially contaminating substances on aquatic organisms. In this type of
assay, in addition to mortality records for determining the median lethal concentration
(LC50), observations of clinical signs presented by the organisms are carried out, which
provide relevant information on the biological response of exposed organisms. However,
in many cases, these observations are recorded qualitatively and through free-text
descriptions, which can generate variability in the interpretation and documentation of

toxicity signs.

The present Professional Sufficiency Work consists of the development of a standardized
format and procedure for the observational recording of clinical signs in fish subjected to
acute toxicity bioassays (LC50), using an aquatic biology research laboratory belonging
to a university as a reference. To this end, previously generated observational records
were analyzed in order to identify limitations in the way clinical signs were documented.
Likewise, a review of international guidelines and regulations was conducted, including
those established by the Guidelines for the Testing of Chemicals No. 203 (OECD), the
EPA's OCSPP 850.1075: Freshwater and Saltwater Fish Acute Toxicity Test, and the
ASTM EI1562-00 Standard Guide for Conducting Acute, Chronic, and Life-Cycle
Aquatic Toxicity Tests with Polychaetous Annelids, in order to provide technical support

for the proposal.

It is expected that the implementation of this format will contribute to improving the
systematization, traceability, and consistency of the information generated during
bioassays, facilitating the interpretation and comparison of results across assays and

analysts. Furthermore, this proposal seeks to strengthen the quality of the laboratory's



internal documentation, optimize its quality control processes, and contribute to the

continuous improvement of research practices in the field of experimental ecotoxicology.

KEYWORDS: Ecotoxicology, LC50, Clinical signs, observational recording,

standardization



.  INTRODUCCION

La contaminacion ambiental constituye uno de los principales desafios del mundo
contemporaneo. Con el crecimiento industrial y urbano, la produccién masiva de plésticos
y el vertimiento de residuos a los cuerpos de agua, los ecosistemas acuaticos se han
convertido enuno de los ambientes mas afectados. En ellos se ha registrado un incremento
progresivo en la concentracion de compuestos organicos, como el nitratoy el fosforo, que
favorecen la eutrofizacion y degradan la calidad del agua (1,2,3). Esta situacion plantea
la necesidad urgente de evaluar de qué manera dichas alteraciones afectan a los
organismos que habitan estos ecosistemas, en particular a los peces, cuya salud y

comportamiento sirven como indicadores sensibles del estado del ambiente acuatico (4).

En este contexto, los bioensayos de toxicidad en organismos acuaticos se han consolidado
como una herramienta fundamental dentro de la ecotoxicologia para evaluar los efectos
de sustancias quimicas presentes en el ambiente (4,5,6). Estos ensayos exponen
organismos vivos a diferentes concentraciones de una sustancia bajo condiciones
controladas, permitiendo analizar su respuesta fisioldgica y conductual. Uno de los
parametros mas utilizados es la concentracion letal media (LC50), definida como la
concentracion capaz de provocar la muerte del 50% de los organismos expuestos en un
tiempo determinado, generalmente 96 horas (4,7). Su determinacion, complementada con
el registro de la supervivencia, mortalidad, signos clinicos y estudios histologicos,
permite comprender de manera integral las alteraciones fisioldgicas y los dafos
metabolicos producidos por los contaminantes, asi como predecir sus efectos a largo plazo

en organismos acuaticos (4,8)

A nivel internacional, estos ensayos se encuentran regulados por guias técnicas

estandarizadas que establecen las condiciones experimentales, los tiempos de exposicion



y los criterios de evaluacion. Entre las mdas reconocidas se encuentran el Test No. 203:
Fish, Acute Toxicity Test de la OECD (7) y la guia OCSPP 850.1075: Freshwater and
Saltwater Fish Acute Toxicity Test de la Environmental Protection Agency (EPA) (9) que
definen aspectos como el nimero de organismos a emplear, las concentraciones de
ensayo, las condiciones ambientales y la frecuencia de observacion. Estas guias son la
referencia obligatoria en laboratorios de investigacion de biologia acudti ca para garantizar

la reproducibilidad y comparabilidad de los resultados.

Los signos clinicos se definen como cualquier manifestacion observable de alteracion
fisioldgica o conductual que presentan los organismos como respuesta a la exposicion a
un agente toxico (10). Ademés del registro de mortalidad, los bioensayos permiten
observar los signos clinicos presentados por los organismos durante la exposicion al
agente toxico. Estos incluyen modificaciones en los patrones de nado, pérdida de
equilibrio y funcion respiratoria anormal, entre otros (10,11). Estudios han demostrado
que estos signos pueden presentarse incluso antes de que aparezcan efectos letales o
alteraciones morfologicas visibles, lo que los convierte en indicadores tempranos y
sensibles de toxicidad (12,13). Asimismo, algunos compuestos son capaces de generar
alteraciones conductuales sin producir mortalidad inmediata, de modo que la evaluacion
conjunta de la mortalidad y los signos clinicos permite identificar con mayor eficiencia

el potencial toéxico de una sustancia (12,10).

A pesar de su importancia, el registro de los signos clinicos en los bioensayos suele
realizarse de manera cualitativay variable, lo que limita su andlisis e interpretacion (14).
Diversas investigaciones han evidenciado que, incluso bajo condiciones experimentales
similares, los métodos observacionales generan dificultades para comparar resultados,
particularmente cuando no se dispone de sistemas de registro estructurados (15). Se ha

destacado que las observaciones del comportamiento en peces presentan un alto grado de
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complejidad y pueden introducir variabilidad interpretativa, por lo que se enfatiza la
necesidad de emplear métodos cuantitativos y estandarizados (16).En este mismo sentido,
un estudio publicado en Frontiers in Toxicology concluye que la variabilidad en los
registros es un problema generalizado en toxicologia “in vivo”, y que mejorar la
estandarizacion constituye una medida clave para fortalecer la reproducibilidad de los
estudios (17). Esta variabilidad no solo afecta la reproducibilidad de las investigaciones,

sino también la confiabilidad de las conclusiones obtenidas (15,18).

El presente Trabajo de Suficiencia Profesional (TSP) se desarrolld en el laboratorio de
investigacion de biologia acudtica perteneciente a una universidad, espacio en el que se
realizan bioensayos de toxicidad aguda en peces con fines de investigacion cientifica.
Durante la ejecucion de estos ensayos, se identifico que el registro de los signos clinicos
de toxicidad se llevaba a cabo de forma no estructurada, sin contar con un formato
estandarizado que permitiera sistematizar la informacion de manera consistente entre
analistas y entre ensayos. Asimismo, se observd que la ejecucion de estos ensayos no
contaba con un procedimiento interno documentado, sino que se realizaba con base en la
interpretacion directa de las guias internacionales por parte de cada analista, lo que

dificulta la uniformidad metodologica entre ensayos.

Ante esta situacion, el proposito del presente TSP fue analizar los formatos
observacionales generados durante los bioensayos de toxicidad letal media (LC50)
realizados en dicho laboratorio, con el objetivo de identificar las limitaciones en la forma
en que se documentaban los signos de toxicidady, a partir de ello, desarrollar un formato
estandarizado que facilite su documentacion y sistematizacion. Como consecuencia, fue
necesario elaborar también un procedimiento interno, dado que todo formato utilizado en
un laboratorio debe estar respaldado por un procedimiento que indique cémo se realizan

los ensayos y qué materiales emplear. Dicho procedimiento se basa en una guia
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internacional, adaptada a las condiciones y al equipamiento disponibles en el laboratorio.
Para la elaboracidon de dicho procedimiento y formato, se tomaron como referencia guias
internacionales reconocidas, entre ellas el Test No. 203: Fish, Acute Toxicity Test de la
OECD (7), la guia OCSPP 850.1075: Freshwater and Saltwater Fish Acute Toxicity Test
de la Environmental Protection Agency (EPA) (9) y lanorma ASTM E1562-00, Standard
Guide for Conducting Acute, Chronic, and Life-Cycle Aquatic Toxicity Tests with

Polychaetous Annelids (19).

La implementacion de un procedimiento y formato estandarizado para el registro de
signos clinicos representa una contribucidon concreta a la mejora de la calidad de la
investigacion ecotoxicologica en el laboratorio. A nivel interno, facilitard la
interpretacion y comparacion de resultados entre ensayos, fortalecera la trazabilidad de la
documentacion frente a procesos de auditoria, estandarizara los criterios entre analistas y
reducira la variabilidad en la interpretacion de los signos de toxicidad, optimizando asi

los procesos de control de calidad.

Asimismo, este tipo de herramienta podria constituir un aporte al campo de la
ecotoxicologia experimental, al proponer un modelo de registro replicable en otros

laboratorios que promueva datos mas estructurados y comparables.



II.  OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales

Elaborar un procedimiento y un formato de registro de datos estandarizado para
anotar signos clinicos y dar seguimiento a bioensayos de toxicidad aguda (LC50)

€n peces.

2.2. Objetivos especificos

- Revisar normativas y guias internacionales (OECD N°203, OCSPP
850.1075 de la Environmental Protection Agency y ASTM E1562)
relacionadas con el registro de observaciones en bioensayos de toxicidad.

- Analizar formatos observacionales previamente utilizados en el laboratorio
con el fin de identificar variaciones y limitaciones en el registro de las
observaciones durante bioensayos de toxicidad aguda.

- Elaborar un procedimiento ajustado a las condiciones del laboratorio, con
base en directrices internacionales, para la ejecucion de ensayos de toxicidad
aguda (LC50) en peces.

- Elaborar un formato para el registro de signos clinicos y seguimiento de

bioensayos de toxicidad aguda (LC50) en peces.



1.

METODOLOGIA

3.1. Lugar de estudio

El presente trabajo de suficiencia profesional se desarrolld en el laboratorio de
biologia acuatica J. Javier Alvarado Diaz de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH), donde se ejecutan proyectos orientados a la
conservacion y reintroduccion de especies acuaticas, asi como bioensayos de
toxicidad en organismos acuaticos. El estudio se centr6 especificamente en el area

de ecotoxicologia.

3.2. Revision de lineamientos normativos internacionales aplicables a bioensayos

de toxicidad

Se realizd una revision de normativas y guias internacionales aplicables a
bioensayos de toxicidad aguda, incluyendo las establecidas por Guidelines for the
Testing of Chemicals N°203 (OECD) (7), la guia OCSPP 850.1075: Freshwater and
Saltwater Fish Acute Toxicity Test de la Environmental Protection Agency (EPA)
(9) y lanorma ASTM E1562-00, Standard Guide for Conducting Acute, Chronic,
and Life-Cycle Aquatic Toxicity Tests with Polychaetous Annelids (19).

La revision tuvo como finalidad identificar especificaciones técnicas relacionadas
con la ejecucion de los ensayos, la observacion y registro de signos clinicos, los
cuales comprenden cualquier manifestacion observable de alteracion fisioldgica o
conductual de los organismos expuestos. Para ello, se analizaron aspectos como las
condiciones experimentales, los tiempos de exposicion, la frecuencia de
observacion, los criterios de mortalidad y los requerimientos de documentacion, por
constituir elementos comunmente reconocidos como componentes esenciales en el

disefio de ensayos de toxicidad acuatica.
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La informacion recopilada fue organizada mediante una tabla comparativa (Tabla
2), lo que permiti6 identificar coincidencias y vacios en relacion con el registro
observacional de cada normativa. Asimismo, dicha revision fundament6 el disefio

del formato propuesto en el presente trabajo.

3.3. Obtencion y revision de formatos observacionales previos

Posterior ala autorizacion respectiva, se tuvo acceso a dos formatos observacionales
facilitados por la investigadora a cargo del area. Estos formatos corresponden a
bioensayos de toxicidad aguda (LC50) de una misma sustanciaen peces del género
Skiffia, realizados previamente por dos tesistas distintos en el laboratorio. La
eleccion de estos dos formatos fue en base a la disponibilidad en el laboratorio, dado
que los ensayos de toxicidad aguda (LC50) se realizan en funcidn de los proyectos
de investigacion especificos y no de forma rutinaria en el laboratorio.

Cada uno de los formatos proporcionados contiene el nombre de la especie en
estudio, la hora de registro, la réplica correspondiente, las concentraciones de la
sustanciaa las que fueron sometidos los organismos, asi como datos de mortalidad,
comportamiento y observaciones adicionales (véase Anexo 1).

Una vez obtenidos los formatos, se procedid a su revision y contraste con las
normativas correspondientes, con el fin de verificar si estos contienen todos los datos
y criterios relevantes para la realizacion de este tipo de ensayos. Asimismo, se
evaluo la claridad en la descripcion de los signos clinicos, la terminologia empleada

y el nivel de detalle con el que se registran dichos signos.
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3.4 Elaboracion del procedimiento y formato

3.4.1. Procedimiento para la ejecucion de ensayos de toxicidad aguda (LCS50) en

peces

El procedimiento fue elaborado para dar respaldo al formato de registro de signos
clinicos, ya que todo formato utilizado en un laboratorio debe estar respaldado por un
procedimiento interno que precise las condiciones y la forma en que debe aplicarse. Dicho
procedimiento se disefid siguiendo directrices internacionales, tomando como base la
revision de normativas previamente analizadas en el presente trabajo y adaptandolas a las
caracteristicas, materiales y equipos disponibles en el laboratorio. La estructura del
procedimiento comprende las secciones de objetivo, alcance, responsabilidades,
informacion general, metodologia de ensayo, datos y resultados, referencias y registros
(Tabla 1). Entre ellas, la seccion de informacion general especifica las condiciones del
ensayo, modelos biologicos y los materiales y equipos requeridos, mientras que la seccion

de metodologia detalla los aspectos técnicos para una correcta ejecucion del ensayo.

Asimismo, el procedimiento incorpora un formato de registro observacional, orientado a
garantizar una adecuada documentacion de los signos clinicos durante el desarrollo de los

ensayos de toxicidad letal media (LC50) en peces.
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TABLA 1. Estructura del procedimiento para la realizacion de ensayos de

toxicidad letal media (LC50) en peces.

. Objetivo del documento elaborado
OBJETIVO
. Sustancias evaluadas en el ensayo
ALCANCE
. Personas responsables de realizar y
RESPONSABILIDADES supervisar el ensayo
, . Condiciones generales del ensayo
INFORMACION . Modelos bioldgicos
GENERAL . Materiales y equipos
. Duracion de la prueba (Fecha y hora)
) . Validacion de la prueba
METODOLOGIA DE * Preparacion del organismo, calidad del agua
ENSAYO + Calculo y preparacion de concentraciones de
sustancias a evaluar
. Eleccion de la dosis
* Observacion de signos clinicos y mortalidad
. Procesamiento de los datos
DATOS Y RESULTADO . Organizacion de la informacién para su
interpretacion
* Documentos usados para la elaboracion del
REFERENCIA procedimiento
REGISTRO + Formatos que son usados para la recopilacion
de informacién
HISTORIAL DE CAMBIOS . ftem donde se recopila todas las
modificaciones que tenga el documento

13




3.4.2. Formato para el registro de signos clinicos y seguimiento de bioensayos de

toxicidad aguda (LC50) en peces

La elaboracion del formato de registro observacional se realizd con la finalidad de
estandarizar la recopilacion de informacion relacionada con los signos clinicos
observados durante los bioensayos de toxicidad aguda (LC50) en peces, asi mismo

también contempl¢ el registro de parametros experimentales.

Para su elaboracidn, se tom6 como base la revision de los formatos observacionales
previamente utilizados en el laboratorio (Anexo 1), lo que permitid identificar
limitaciones en la forma de documentacidén. Asimismo, se consideraron lineamientos y
directrices de normativas internacionales aplicables a ensayos de toxicidad, con el

proposito de respaldar técnicamente el formato propuesto.

El formato fue elaborado priorizando la adecuada organizacién y registro de la
informacion. Este incluye secciones correspondientes a los datos generales del ensayo
como: la especie en estudio, las condiciones experimentales, las concentraciones
evaluadasy el nimero de réplicas, calidad del agua, medicion de nitrato y nitrito y registro
de la mortalidad. De igual modo contd con una seccion para el registro observacional de
los signos clinicos, los cuales se encuentran codificados, es decir tienen asignado un
numero con la finalidad de facilitar su registro en el formato durante el ensayo y mejorar
laclaridad de la documentacion interna del laboratorio. Dicha numeracion no corresponde
a ningun nivel de gravedad, sino que cumple inicamente una funcién organizativa. Los
signos clinicos incluidos en el formato fueron determinados a partir de la revision de las

normativas internacionales analizadas en el presente trabajo.
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IV.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Revision de lineamientos normativos internacionales

Para la revision normativa se seleccionaron tres guias internacionales de referencia
en ecotoxicologia acuatica: la OECD N°203, la EPA OCSPP 850.1075 y la ASTM
E1562, las cuales representan los principales organismos internacionales de
regulacion ambiental. Aunque la ASTM E1562 esté orientada a poliquetos, su aporte
radicd en su estructura metodoldgica, permitiendo contrastar los pardmetros
mencionados a continuacion e identificar si se abordan consistentemente entre
normativas, independientemente de la especie.

Con base a la revision se identificaron los pardmetros fundamentales para ser
considerados dentro del formato, los cuales fueron: la duracion del ensayo, la
frecuencia de observacion, registro de signos clinicos, condiciones experimentales
y criterios de mortalidad.

La duracion del ensayo es un criterio fundamental, ya que determina el periodo
durante el cual los organismos estan expuestos al toxico y permite la deteccion de
efectos letales y subletales en condiciones estandarizadas (1,6). La frecuencia de
observacion es igualmente relevante, pues una mayor frecuencia permite detectar de
forma oportuna la aparicion de signos clinicos y mortalidad, reduciendo el riesgo de
subestimar los efectos del toxico (15). El registro de signos clinicos constituye un
parametro esencial, ya que proporciona informacion sobre la respuesta bioldgica de
los organismos mas alld de la mortalidad, permitiendo identificar efectos subletales
que pueden anticipar dafios a largo plazo (2,3). Las condiciones experimentales,
incluyendo temperatura, pH, oxigeno disuelto, fotoperiodo y calidad del agua, deben
controlarse y registrarse obligatoriamente, dado que cualquier variacion en estos

factores puede alterar la respuesta de los organismos al toxico y comprometer la
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validez de los resultados (1,6). La temperatura influye directamente en el
metabolismo de los organismos; el pH puede modificar la toxicidad efectiva de los
compuestos evaluados; y el oxigeno disuelto, de no controlarse, puede generar
signos clinicos por hipoxia que se confundan con efectos del toxico (1,14).
Finalmente, los criterios de mortalidad deben estar claramente definidos para
garantizar uniformidad entre observadores y ensayos (6).

Del analisis comparativo (Tabla 2) se destaca que las tres normativas coinciden en
establecer una duracion de 96 horas para ensayos de toxicidad aguda y en requerir
el registro de la sustancia evaluada, la especie, las concentraciones y el resultado de
LC50 como requerimientos minimos de documentacién. Sin embargo, se
identificaron diferencias relevantes en cuanto a la frecuencia de observacion, el
registro de signos clinicos y el control de condiciones experimentales. La guia
OECD N°203 resulto ser la mas completa en estos aspectos, al establecer una
frecuencia de observacidon mas estricta, incluir una lista detallada de signos clinicos
subletales observables en peces y definir parametros de calidad del agua mas
especificos. Por ello, fue seleccionada como principal referencia metodoldgica para
la elaboracion del procedimiento y el formato de registro desarrollado en el presente

trabajo.

TABLA 2. Comparacion de criterios metodologicos segin OCSPP 850.1075,

OECD N.° 203 y ASTM E1562

OCSPP 850.1075 OECD N°203 ASTM E1562

Ejecucion de los
ensayos

Duracion de 96h en
sistemas estaticos,
semi estaticos o de
flujo continuo

Duracion de 96h en
sistemas  estaticos,
semi estaticos o de
flujo continuo

Ensayos agudos,
cronicos 'y de ciclo de
vida con poliquetos.
La ejecucion depende
de laespeciey del tipo
de prueba
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Observacion y
registro de signos
clinicos

La guia pide anotar

cualquier s1gno
toxico visible
(mortalidad,

comportamiento o
apariencia anormal)

Registrar mortalidad
y signos clinicos
visibles de manera
mas detallada (posee
una lista amplia con
signos subletales )

En poliquetos se
registran
principalmente
supervivencia,
muerte, reproduccion
y desarrollo.

Cambios de
comportamiento

No especifica cudles
son  esos  signos
clinicos concretos

Describe varios
cambios de
comportamiento, es
la guia mas detallada

No lo aborda de
manera especifica

Condiciones
experimentales

Exige controlar
temperatura,  pH,
oxigeno  disuelto,
fotoperiodo, tipo de
agua y ausencia de
alimentacion
durante el ensayo

Controla
temperatura, pH,
oxigeno,  salinidad
cuando aplica, luz,
tamafio de los peces y
calidad del agua

Las
dependen
especie.

condiciones
de la

Tiempos de

exposicion

Duracion minimade
96 horas

Duracion fija de 96
horas

96 horas para agudo,
mas de 96 horas para
cronico 'y varias
semanas o0 meses para
ciclo de vida

Frecuencia de

observacion

La mortalidad se
registra a las 24, 48,
72 y 96 horas. Los
signos clinicos no
tienen  frecuencia
definida.

Observar al menos
dos veces dentro de
las primeras 24 horas
y luego dos veces al
dia en los dias 2 al 4

Registrar la
mortalidad cada 24
horas

Criterios de

mortalidad

Ausencia de
movimiento visible
ni reaccion al tocar
la base caudal

Ausencia de
movimiento visible

En poliquetos se
consideran muertos
por coloracion blanca
opaca, inmovilidad y
falta de reaccion al
estimulo suave.

Requerimientos
de
documentacion

Reportar el nombre
de la sustancia,
dosis, especie,
condiciones del
ensayo, agua,
controles, resultados
LC50, analisis
estadistico

sobre la
peces,

Informe
sustancia,
condiciones,
preparaciones,
concentraciones
medidas, métodos
estadisticos, LC50 y
signos clinicos.

Documentar
materiales, especies,
condiciones
experimentales, agua,
alimento, duracion,
observaciones
bioldgicas, resultados
estadisticos, LC50 y
cumplimiento de
criterios de validez
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4.2. Revision de registros observacionales previos

Se realizd la revision del formato actual del laboratorio, correspondientes a dos ensayos

de toxicidad letal media, desarrollados por dos tesistas distintos (Anexo 1).

En primer lugar, se observo que el registro en la seccion de comportamiento serealizé de
forma libre, sin contar con categorias ni escalas definidas. No obstante, se identifico el
uso de algunas abreviaturas por parte de cada tesista; sin embargo, estas no se encontraban
estandarizadas ni codificadas, lo que genera dificultades al momento de interpretar dicha

seccion.

En cuanto a la variabilidad de la terminologia, se evidencié que un mismo tesista utilizo
diferentes términos para referirse a un mismo signo clinico. Por ejemplo, inicialmente
registrd el nimero de organismos ubicados en el fondo de la pecera y, horas mas tarde,
consigno el término “pérdida de flotabilidad”, lo que permite inferir que ambos registros
hacian referencia al mismo signo clinico. De manera similar, empled los términos
“hiperventilando” y “boqueo” para describir un mismo signo, evidenciando falta de

consistencia terminologica.

Respecto al nivel de detalle, se identificd una inconsistencia entre los tesistas, ya que uno
de ellos utilizaba inicamente abreviaturas para el registro de signos, mientras que el otro

proporcionaba descripciones mas especificas.

Por lo expuesto, se evidencia la existencia de dificultades en la interpretacion de los
registros, lo que a su vez limita su comparabilidad entre ensayos realizados en el mismo
laboratorio, incrementando el grado de subjetividad. Ademas, el formato evaluado carece
de algunos items que la guia OECD N.° 203 establece como requerimientos dentro de la

documentacidn, como por ejemplo los parametros fisicoquimicos del agua, condiciones
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ambientales del ensayo e informacion sobre la norma técnica empleada, aspectos que la

guia OECD N°203 establece como requerimiento de documentacion (7).

Estas limitaciones resultan relevantes, ya que diversos estudios sefalan que los signos
clinicos observados en peces representan indicadores sensibles a la exposicion de
contaminantes. Entre ellos, las alteraciones conductuales destacan por manifestarse
tempranamente, incluso antes de la aparicion de efectos letales o dafios morfologicos
visibles (20,16) Por ende, un registro organizado de estos signos clinicos y segin lo
establecido por las normas ayudara a complementar la evaluacion ecotoxicologica y
mejorar la interpretacion de los efectos fisioldgicos generados por los contaminantes

(20,21).
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4.3. Elaboracion del procedimiento experimental y formato de registro de datos

Como resultado de lo expuesto anteriormente, se elabor6 un procedimiento experimental
y un formato para bioensayos de toxicidad aguda (LC50) en peces; donde se detalla como
realizar la evaluacion y la toma de datos, los cuales se presentan en el Anexo 2 y Anexo

3, respectivamente.

El procedimiento experimental incorpora aspectos relacionados con la preparacion de
ensayos, acondicionamiento de organismos, validacion experimental, calidad de agua y
procesamiento de resultados. Su elaboracion tomdé como base las normativas
internacionales previamente analizadas, adaptandolas a las condiciones y recursos
especificos del laboratorio, lo que constituye un beneficio para la trazabilidad documental

y el control metodolégico.

Por otro lado, el formato fue elaborado para sintetizar la recopilacion de la informacion
correspondiente a los ensayos generales, parametros fisicoquimicos del agua, mortalidad
y registro observacional de signos clinicos. La incorporacion de esta seccion se debe a los
requerimientos identificados en la revision normativay a las deficiencias encontradas en

el formato previo del laboratorio.

Con respecto al registro observacional, el formato incorpora una clasificacion
estructurada de de signos clinicos organizados en tres categorias: pérdida del equilibrio,
comportamiento anormal de natacion y funcion respiratoria anormal (véase Tabla 1
Anexo 2). Dichos signos fueron tomados de la lista de efectos subletales observables
descrita en la guia OECD N.° 203, por ser la normativa que proporciona el mayor nivel

de detalle en este aspecto.
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Con el fin de estandarizar la terminologia empleada durante los ensayos, se elabor6 una
tabla de referencia (Tabla 1), incluida en el procedimiento, que contiene la clasificacion
completa de los signos clinicos, sus definiciones y los sindénimos identificados en la
literatura y en los registros previamente revisados. No obstante, debido a la amplitud de
signos clinicos que pueden presentarse durante un bioensayo de toxicidad aguda, se
consider6 poco practico incluir la totalidad de ellos en el formato de registro. Por esta
razon, el formato incorpora unicamente un cuadro resumen con los principales signos
clinicos reportados con mayor frecuencia en la literatura, cada uno con su respectiva

codificacion.

A cada signo clinico incluido en el formato se le asigndé un codigo numérico de
elaboracion propia, cuya funcién es exclusivamente organizativa. De este modo, el
analista consigna el codigo correspondiente al signo observado junto con la cantidad de
organismos afectados, permitiendo un registro mas rapido y estandarizado durante el
monitoreo experimental. Cabe sefialar que dicha codificacion no implica ningtin orden de

importancia ni jerarquia de gravedad entre los signos clinicos.

La implementacion de este sistema de codificacion permite ademas reducir la variabilidad
terminologica identificada en los registros previos, al eliminar la necesidad de redactar
descripciones libres durante el ensayo y establecer un vocabulario comun para todos los
analistas del laboratorio. Estudios recientes sefialan que la estandarizacion de los métodos
de observaciodn y registro es clave para mejorar la reproducibilidad y comparabilidad de

los resultados en estudios ecotoxicoldgicos (15,17,20).
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V.

CONCLUSIONES

La revision de guias y normativas internacionales, permitié la identificacion
de criterios metodologicos y pardmetros observacionales importantes para la
elaboracion de un procedimiento aplicable a bioensayos de toxicidad aguda
en peces.

El analisis de los formatos observacionales previos evidencio variaciones en
la forma de documentar las observaciones conductuales y experimentales, lo
que dificulta la uniformidad y trazabilidad de la informacidn obtenida
durante el bioensayo.

La elaboracion del procedimiento y del formato permitié establecer una
propuesta orientada a mejorar la sistematizacion y trazabilidad de la
informacion generada durante los bioensayos de toxicidad aguda (LC50) en
peces dentro del laboratorio.

La elaboracién de un procedimiento segiin lo establecen los sistemas de
gestion, permitid establecer una secuencia organizada para la ejecucion y
seguimiento de ensayos de toxicidad aguda (LC50), contribuyendo a una
mayor sistematizacion en el desarrollo de los bioensayos y en el registro de
informacion experimental.

La incorporacion de una escala de evaluacion basada en puntajes favorece
una interpretaciéon mas uniforme de los signos clinicos observados y facilita

el analisis comparativo de las respuestas registradas durante el ensayo.
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ANEXOS

ANEXO 1: Formatos de registro previamente empleados en el laboratorio

Formato correspondiente al tesista 1.

Esp.2cie: Skiffia francesae
i NO3-N
Horario mg/L Mortalidad Comportamiento Observaciones
Nominal
Replical | Control o N3
100 O N2
200 () N3
400 o A superbion
800 8] Asupecl, (A + paguefio)
1200 o)
Replica2 | Control O N2
100 (o) \\1_*
200 [V} N h“wo'
400 ) N
800 [e} 2 loroy0ande
1200 [e) 4 superfiow
Replica3 | Control o N3
100 (@) 7.2
200 (o) Aen\a sugerbiag
400 O Ny M
800 Fo) N3
1200 Q A Yoo aie de (G Supertos
1 horas
Replical | Control 3 N3
100 0 NT
200 6) A super
400 (6] 2 .‘.ugr w
800 O A Superbiea  bipoachwdnd
1200 ) Lowrogen
Replica2 | Control S N
100 o) by
200 o) A NP
400 o 2 W
800 0 Nipoackiyisad
1200 Q 4 A
Replica3 | Control Q Eg::;
100 Q \
200 Q 2 Sogerfun, A &P
400 Q Alondo 4 8P
800 ) 2\0((0}20
1200 Q £0NA0 net ANAO
2 horas s
Replical | Control [\ !L“"
100 0 N}
200 0 2 Susocfacky
400 a i &?‘W
800 9 W qpp
1200 9 3londo pe
Replica2 | Control [§) NY
100 Q Lwackuiad




NO3-N

Horario mg/L Mortalidad Comportamiento Observaciones
Nominal
200 i) % supeckcn Abogulg
400 0 %0
800 9 agedia yupoacindns
1200 (o] Adonde
Replica3 | Control o NY
100 o % supiha ockwla
L ) Asugechion ARY
400 [s)
800 g Mipackwadad
1200 nAY mﬁs el
‘3horas
Replical | Control (o) Ny
100 ) N}
200 Q A’WMM e
400 3 A ¢
800 o) 5, 2BR
1200 0 3 0 hm.?sh!m 209
Replica2 | Control . N
100 o Yupoachiusias
200 Q 2 supt voguen BP
400 o 1 '
800 S hipackidad
1200 <) 1 fonda ; hupoostwidnd
Replica3 | Control o} A (33
100 ) qm
200 0 1.
400 o me AP
T
1200 o) 2t e AWy
4horas
Replical | Control o 3
100 0 Ao
200 o losaeo \lewops
400 O 12 superam hogotd
800 Q A t JRP
T
Replica2 | Control A N3
100 R Alenido
200 a A W,J_‘{m 2 AP
400 Q 3 (otido hypoactndad ;2AP, hipotvonhlatn,
800 8}
1200 8 %'ﬁﬁﬁf 3 ’f‘; :ﬂi:;amm RP
Replica3 | Control 3 ¥ i
100 m
200 Q | Decbon 2RO
400 S 3londo Iymachised
1200 0 4RP 1 Lande,
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- NO3-N
Horario mg/L Mortalidad Comportamiento Observaciones
Nominal
Replica1l | Control 0 Amgo
100 0O 4 el
200 [ Asudann A foaagey 2 AP
m O U .A“‘
50 R |1 7T T T2 TV,
1200 0 3tondo, Anade welwods BB ARy Yoantn
Replica2 | Control [0} N3
100 o) 2{ondo
200 ) 2 sugackon 2 A0 higoackuidad
400 Q 3Londe 2 AP
800 Q Awﬂgmk ARP
1200 0 A Lon
Replica 3 | Control 0 Qs.‘pd'-m
100 g 2 QW}A L2RY
200 A S,Mm 2. 8¢
400 0 5
800 [s) 4
1200 [®) 2 {ondo ;A aaduvs Uncduda) Aty
6horas
Replical | Control 0
100 \©) Pk%ﬁn_w
200 (o) 3 medlo mimockiidas
800 Q Poccs PaCITn P
1200 8] 3lands By
Replica2 | Control o) N
100 0 2tomo
200 O 2
=) TR
800 Q 2tonde  4AP
1200 0 [Asvgect Alondo <1 ctoods edindo .4 % beguip Wigoachivil, |
Replica3 | Control 0 NY
100 0
200 (o)
400 8}
800 0O
1200 [®)
12 horas
Replical | Control Q
100 o
200 O
400 8}
800 A
1200 o
Replica2 | Control O
100 8
200 o
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» NO3-N
Hc. ario mg/L

Nominal
400

800

1200

Replica3 | Control

100

200

400

1200

A Sugeck aao00atd0 S tendo, 4Aooueo ;1 egadmad, A cooKsc

Replica1 | Control

100

200

400

800

1200

Replica2 | Control

100

200

400

800

1200

Replica3 | Control
100

200

400

800

1200

36 horas |~
Replical | Control
100

200

400

1200

Replica2 | Control
100

200

400

800

1200
Replica3 | Control
100
200
400
800
1200

> M0 BN .Orﬁon>00 r*’o»'lNGoO'-"NOlOOOOw%%Oo P rloPlolsl*Pb §
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~ Horario mg/L | Mortalidad oM
Replical | Control (6] N7
100 0 2 fondo 4 1 ForaRo :
200 A 300, A o de UolabihdGd , BWY
400 A mm&r&pw,mmrhu
800 2| Acdern 2 ¥y, Rondo, bogeo '
1200 3 | A iania ;2 %ndo Hy, Bogues , Migoochudad shooapande |
Replica2 | Control 0 N3
100 A | Avogus ,2hf ; Adttanio.
200 2 | Apdida Polaidad 3R 4y, Yol
400 O | 2 Wipoochidae  Hy, es@sme ,lbogutd
800 A Awutedo ) Jdanio ", Y Wiy bogied /(oo agomande
1200 . -4 Bamwﬂ
Replica 3 | Control D i — —E{emd
8" 5 Sk A 2 Bt
200 a3 4 km {W =
400 2
800 _ﬁ‘_wﬂw
1200 2 'Lmu.da)
60 STH
Replkal Control Q
100 o wmmm
400 0 A ﬁmb-
800 A
1200 0 '2&m~o VN AaNd,
Replica2 | Control 0 N3
100 O | Alendo, 2Mu ,\agtsvidad :
200 2 | A joodo nosweo Yiu AP, A comenlande buligentbeda |
400 4 —
800 2 ’ v
1200 A A _telonie ;2 fondos esgpsmos Hv. bodo
Replica3 | Control 0 Ny
100 [ ASigecky Cmedg -
200 A Alendo .2 boguto Wy B, Amma’ Amgnl 4 #anio |
400 A 1 Wﬁ!\l L
800 2 i
1200 — -
72 horas
Replical | Control 0 N3 A basnyes
100 V) A ¥
200 ° 4 oo hypach
S - =
800 0 - W Al
1200 2 2 '
Replica2 | Control o ﬂq
100 0 A
200 o A
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= NO3-N _
' Horario | mg/L Mortalidad > Comportamiento Observaciones
G Nominal
400 0 Afondo ;. ecpamos jsalias;Hy;bogueo AP, acipo quNe
800 4 A itAanio. 42 fondo , Hy ; boovea 2 A0
a 1 Alfordo MY, ROQRO JA ¥iania
Replica3 | Control O 1| A swerficie.
100 0 1
200 O | Apusida & flodabkdad ae, nado acstade |
= 0 2{ondo /. espasmos sbnncasty
800 o .
1200 & s
‘84 horas 2 i
Replica1 | Control O | N% iy =
200 A | % Condo, esposmas, My, 3 fondo hiackivdad /4 kidoig
:g © - | Jfondo Hy, perdida e equidads
20 P
Replica2 | Control (v} N3
100 (o 2 fonda, hipo acknded ;€
200 A A ¥danio A fondo Wy, AP
400 A e
800 0 A fondo W
1200 9 ANy fondo
Replica3 | Control 0 N3
100 o N3
200 4 Atedanto LA » AP jterddo. de CQuiliade
400 ° 2tondo estosmes YN
1200 - B
Replica 1 | Control o NS 3
100 A : : .
200 Q _ém"m, mﬁm [SaiN ..
m - ~—
800 4 _Akiapio
1200 = -
 Replica2 | Control (v} N3
100 (o) A _tondo YN, nade movimenio\ento ;A foode espycanog WY
200 Q Afodo AR :
400 - =
800 A | Aedenio, 0uerpo cutvo
1200 4G 3
Replica3 | Control (o) N3
100 Q a4m ;2 Lot
200 (<) A (ondo
400 4 AWy o
800 - -
1200 = | =
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Formato correspondiente al tesista 2

Especie: i) (i Taya EHL"F"Q lg reea g
Horario | NO3-N | Hora | Mortalidad Comportamiento Observaciones __
X e
=1 H:'ms‘lrnal
0.5 .
horas 4.0
Feplical | Contral (&) H-rl RS
T30 10 |9 oo Q M, E- 1
73E, W0 ame| O € -fo WN-lo
T 400 @10 O r--ln:l'r. [N
Tan B0 |13 20| O C- 10, wig
[og | 800 1B 29 O C-lo, 0-1(
Replica? | Control [ ba- lo, o0
100 e} Welo, 1O
200 8] -y, w=l0
200 0 t-lo | Nl o
600 a C-lg , w-ic
200 O 'E'.'!,C\r_. [N
Replica3 | Control ) L-\p
100 [ et B-1 D
200 O L-\o N-{Q
400 0 [ M e -
600 & L-lg, w-lo
800 o N-lg, €10
Lhoras | 8 30
Replical | Control [n] EA0 , ma— b0 comduman
100|330 O E 10, poto
W00 g .35 o Cbo g 8- 3
400 |g 4o ] £d9, N (B
600 14 sg . E-lo, w-lO
800 | q.aq o C-1o, Moo
Replica? | Control o o E-F=- 10 ,w-10
100 & o C-19, &0
00 0 O C-\Q, N-fe
400 O G-y, m=|0
GO0 - = Lo, wmig
800 & F-_to
Replica3 | Control 5 E-F-i1o =10
100 o o, n 1o
200 Q C- ic, M-1O
400 I C-lo, M-10
600 [a C-1g, M-18
. 00 a - lny L R3-10
b izacign £n b Bguseuy, Fooedo- Lol Supg-Frtar = 5 Eemedio - B

La L:w*:,n L

h‘:‘iutq h

P"”"&u e Tyl b.og

P
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/I:nrariu NO3-N | Hora | Mortalidad Comportamiento Observaciones
AN
Nominal
2 horas
Replical | Control =) £ - ;:A",ﬂ_l_ﬂ-m
100 | e an (] E-io rale
200 |4 4¢ G E-WC_ , paid
400 qd40 [ E-Vv0 |, gt
600 930 8! E-i0 , pwaao
800 lwoo| E-\a  p-ig
ReplicaZ | Control |1- - - o E-\g a6
100 | O t-\o ' w-ig
200 - (8] E\G, motn
" 400 o [} E_\Q'  wela
600 o (0, N-g
800 [u] L-13 - w-ta
Replica3 | Control =] L= Foedo - M-t a
100 ] W=y o E-1nm
200 o E4a _ w-lo
400 ] E-ip ,,r (e
600 s} E-1o w10
B0 8] C-10 | waa
3 horas '
Replical | Contral i ) L-1a, M-la
100 I3 3o o C-lg w-12
200 hig 35 O E-18 ,u-10
400 la 4o (8] C-10 -t ay
600 | g 50 [} -8, -y o
800 |panl o Cid, wig
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ANEXO 2: Procedimiento para la ejecucion de ensayos de toxicidad aguda (LC50)

€1 peces

LABORATORIO DE BIOLOGIA ACUATICA

Cadigo y Version:
LBC-PR-001

AREA DE ECOTOXICOLOGIA

Fecha de Emisi6n:

PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA EN PECES

Pagina | 1de 15

1. Objetivo:

- Establecer el procedimiento para la ejecucion del ensayo de toxicidad aguda

(LC50) en peces basado en la OECD N°203.

2. Alcance:

Conforme al protocolo de implementacion, los productos a trabajar son:

Productos conteniendo formas de nitrégeno

3. Responsabilidades

Los estudiantes, tesistas y pasantes responsables de la ejecucion del ensayo

son los encargados de realizar las pruebas y completar los formatos de registro

correspondientes, de acuerdo con lo establecido en el presente documento.

El asesor o profesor a cargo, es responsable de revisar y verificar el

cumplimiento del presente procedimiento.

4. Definiciones:

LCso (Concentracion Letal Media): Concentracion de la sustancia de ensayo

que mata el 50% de los peces dentro de un periodo de exposicion.

Signo clinico: alteraciones conductuales, fisioldgicas o morfoldgicas

observables en los peces expuestos a la sustancia de ensayo, que reflejan una

respuesta adversa al toxico y permiten evaluar la progresion de los efectos

antes de la mortalidad.
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5. Procedimiento

5.1. Generalidades

- Se realiza el presente procedimiento en concordancia con el protocolo de

implementacion de la Guia OECD 203.

- Los ensayos deben realizarse bajo condiciones controladas, empleando

organismos en adecuado estado fisioldgicoy previamente aclimatados, a fin de

garantizar la validez de los resultados.

5.2. Modelos Biologicos, materiales y equipos:

5.2.1.

5.2.2.

Modelos Biologicos
-La especie a utilizar serd seleccionada conforme a los requisitos
del estudio y el escenario de exposicion ambiental, debiendo

pertenecer a las especies recomendadas en el Anexo 2 de la OECD
N°203.

Materiales:

-Peceras de vidrio de 15L

-Agua filtrada

-Probeta de 1L

-Red con mango para acuario

-Guantes descartables de latex

-Respirador con filtro

-Fiola
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523

- pipetas

-Alimento para peces en hojuelas y Artemia sp
Equipos:

-Termostato

-Equipo multiparamétrico

-Timer (Equipo para el fotoperiodo)
-Mangueras y conexiones

-Espectrofotometro

5.3. Metodologia de Ensayo

5.3.1.

53.2.

Principio de la Prueba
Los peces se exponen a la sustancia de ensayo durante un periodo
de 96 horas. La mortalidad y comportamiento son registradas cada
hora las primeras 6 horas, luego se realiza un registro cada 12 horas
hasta terminar la prueba para determinar la LCs.

Validacion de la Prueba

Para que una prueba sea valida se deben cumplir las siguientes
condiciones:

e Lamortalidaden el control no debe superar el 10% al final de

la prueba.
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o Se deben mantener condiciones constantes en la medida de lo

posible a lo largo de la prueba.

e La concentracion de oxigeno disuelto debe ser al menos 60%

del valor de saturacion del aire durante toda la prueba.

e Debe demostrarse que la concentracion de la sustancia de

prueba no varia significativamente respecto a la concentracion

nominal durante el ensayo.

5.3.3. Descripcion del método

- Obtencion de los organismos

Durante los meses de mayor actividad reproductiva de la especie

se debe llevar a cabo la captura de hembras gravidas. Para este

propdsito, se utilizaran trampas tipo nasa complementadas con

sebo para facilitar el proceso.

Posteriormente, los ejemplares se deben trasladar al laboratorio y

acondicionar en acuarios destinados a su monitoreo. Las hembras

se alimentaran con hojuelas de alimento para peces y Artemia sp.

hasta el nacimiento de las crias.
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-Preparacion de los peces

Las crias se deben separar de las hembras para evitar el riesgo de
canibalismo. Posteriormente, deben ingresar a los ambientes de
experimentacion y mantenerse en peceras con capacidad de 15 L
de agua filtrada hasta alcanzar los 21 dias de edad, previo a su

utilizacion en la prueba.

Adicionalmente, los organismos deben pasar por un periodo de
aclimatacion de siete dias en agua con la calidad requeriday que

cumpla con las siguientes condiciones:

-Fotoperiodo: 12 horas Luz; 12 horas Oscuridad (Diario)

-Temperatura: 22°C £0.5

-Concentracion de oxigeno: Al menos del 80 % del valor de la

saturacion del aire.

-Alimentacién: diariamente hasta 24 horas antes de iniciar la

prueba.

Después de 48 horas, se registra la mortalidad y se aplican los

siguientes criterios:

-Si la mortalidad es superior al 10% de la poblacion en siete dias:

se rechaza todo el lote.
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-Si la mortalidad esta entre el 5 y el 10% de la poblacion: la

aclimatacion continuara por siete dias adicionales.

-Si la mortalidad es inferior al 5% de la poblacién: se acepta todo

el lote.

-Agua

Los acuarios se llenaron con agua del grifo filtrada con un filtro de
sedimentos de polipropileno, carbon activado, membrana de ultrafiltracion
y luz ultravioleta, y se mantuvierona 22 +0.5 °C, pH 7 £0.5 y 7 £0.5 mg/L

de oxigeno disuelto.

Nota: Si se utilizara agua reconstituida, los reactivos utilizados para la
preparacion son de grado analitico y el agua usada (tipo I o tipo II) debe

ser de conductividad igual o menor que 10 uScm.

-Distribucion de peces:

Una vez terminada la aclimatacion, los peces son distribuidos
aleatoriamente en las peceras de 15 L el mismo dia del ensayo. Los cuales

contienen la dosis a trabajar.
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5.3.4. Eleccion de la dosis:

Las dosis ensayadas son determinadas, en funcion de la informacion de:

a) Fuentes bibliograficas

b) Limite de la prueba descrita en la guia (seccién 5.3.7).

5.3.5. Procedimiento

-Condiciones de exposicion

> Duracion:96 horas

> Fotoperiodo: 12 horas luz; 12 horas oscuridad (diario)

» Temperatura: 22 +0.5 °C

» Concentracion de oxigeno: Al menos 60% del valor de

saturacion del aire.

> Alimentacion: Ninguno

> Perturbacion: Evita los trastornos que puedan alterar el

comportamiento de los peces.

-Medicion de nitratos y nitritos

Las concentraciones de nitrito y nitrato seran medidas al inicio y al término

de la prueba mediante absorbancia a 543nm y (220nm, 275nm),

respectivamente; siguiendo la metodologia por colorimetria descritas en la

Asociacion Americana de Salud Publica.
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-Numero de peces

Diez peces por cada concentracion de ensayo con tres réplicas cada uno 'y

para el control.

-Concentracion de prueba

Se preparan cinco concentraciones en una serie geométrica. Un ensayo

preliminar realizado correctamente permite un adecuado intervalo de

concentraciones.

-Control

Se utiliza un grupo control sin adicion del reactivo de ensayo, el cual

también contard con réplicas, previamente descrito.

5.3.6. Observaciones

Los peces se observan cada hora las primeras 6 horas y luego en un intervalo de

12 horas hasta acabar el experimento. Son considerados muertos cuando no hay

movimiento visible y si al toque de péndulo caudal no se produce reaccion. Los

peces muertos son retirados y se registra la mortalidad. Las alteraciones

conductuales observadas durante el ensayo seran registradas en el formato (LBA-

FR-001).
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Para facilitar la recopilacion y estandarizacion de la informacion, cada signo

clinico serd identificado mediante un c6digo numérico. En la Tabla 1 se presentan

los signos evaluados y sus respectivas definiciones.

Tabla 1. Tabla de signos clinicos observados en peces

PERDIDA DEL EQUILIBRIO

Signo clinico

Definicion Sinonimos

Orientacion horizontal | Pérdida del equilibrio | Inclinacién lateral, pérdida
anormal mostrando del reflejo de
orientacioén/postura enderezamiento
horizontal anormal en la
columna de agua
Orientacion vertical | Postura con la cabeza hacia | —
anormal arriba o hacia abajo

Pérdida del
flotabilidad

control de | Flotaciéon en superficie o | —
hundimiento hacia el fondo
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COMPORTAMIENTO ANORMAL DE NATACION

Signo clinico Definicion Sinonimos
Hipoactividad Disminucion de la | Letargo, apatia, debilidad,
actividad espontanea inmovilidad, inactividad,
cese de la natacion, quietud
Hiperactividad Incremento de la actividad | Natacion erratica,
espontanea movimientos rapidos
Natacion en sacacorchos Movimientos rotatorios | Rodar, espiral, natacion en
alrededor del eje | espiral, movimientos
longitudinal; circulares
frecuentemente en rafagas
Convulsiones Contracciéon muscular | Crisis, espasmos
involuntaria y | musculares, temblores,
descontrolada estremecimientos,
vibracion
Tetania Rigidez de la musculatura | Paralisis
corporal (intermitente o
permanente)
Conducta anormal en | Seleccion anormal de | Saltos, permanencia en

superficie

profundidad, cerca de la
interfaz agua/aire

superficie, cerca/debajo de
la superficie

Conducta anormal en el
fondo

Seleccion  anormal  de
profundidad, cerca de la

base del tanque

Buceo, permanencia en el
fondo, reposo/orientacion

cerca del fondo
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Sobre reaccion al estimulo | Respuesta de huida o | Hiperexcitabilidad,
sobresalto a  estimulos | hiperactividad tras
visuales, tactiles o | estimulo/amenaza
vibratorios

Baja reaccion al estimulo | Ausencia de respuesta a | Inactividad tras
estimulacion externa estimulo/amenaza

Pérdida del | Pérdida de agregacién e | Aislamiento social
comportamiento de | interaccién social entre
cardumen peces
Formacion  densa  de | Incremento en la | Hacinamiento
cardumen agrupaciéon compacta de
peces
FUNCION RESPIRATORIA ANORMAL
Signo clinico Definicion Sinonimos

Hiperventilacion Incremento de la frecuencia | Respiracion rapida/intensa,
de movimientos | movimientos branquiales
operculares, con posible | fuertes, opérculos muy
apertura bucal y opérculos | abiertos
extendidos

Hipoventilacion Disminucion de la | Respiracion reducida, lenta

frecuencia de movimientos
operculares

o débil

Ventilacion irregular

Movimientos ventilatorios
operculares irregulares

Espasmos
esporadicos

respiratorios
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Boqueo

Movimientos de boca y | “Piping”
opérculos en la superficie
del agua, con toma de aire

Sacudidas de cabeza

Movimientos laterales | —
rapidos de la cabeza

Asimismo, los parametros de calidad de agua, incluyendo pH, oxigeno disuelto y

temperatura, seran medidos diariamente utilizando un equipo multiparamétrico

debidamente calibrado.

5.3.7. Limite de la prueba

Un ensayo limite se puede realizar a la concentracion de 100 mg/L del reactivo

evaluado, con el fin de demostrar que el LC50 es mayor que esta concentracion.

La prueba limite debe ser realizada utilizando un minimo 7 peces con el mismo

namero en el control.

Previamente, se realiza un ensayo cuando no se tiene informacion de los efectos

de las concentraciones de la sustancia de estudio, con el fin de delimitar

concentraciones limite.
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5.4. Datos, Informe y resultados

5.4.1. Tratamiento de Resultados

Se reporta el porcentaje de mortalidad acumulada para cada periodo de exposicion

frente a la concentracion de manera grafica. Se emplea el analisis estadistico de

Kaplan-Meier para evaluar la supervivenciay el método estadistico de Spearman-

Karber para determinar la LC50.

Cuando los datos obtenidos son inadecuados para el uso de métodos estandar de

calculo de la LC50, la concentracion més alta que no cause mortalidad y la mas

baja concentracion de la produccion de 100% de mortalidad se debe utilizar como

una aproximacion para la LC50 (lo que se considera la media geométrica de estas

dos concentraciones).

5.4.2. Informe

El informe de ensayo debe incluir la siguiente informacion:

1. Sustancia de ensayo: Datos de identificacion, naturaleza fisica

cuando sea relevante.

1. Especie: nombre cientifico, variedad, tamafo, tratamiento previo,

etc.

iii. Condiciones de la Prueba: Método empleado (estatico)
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a. Concentracion de oxigeno disuelto, valores de pH y

temperatura de las soluciones de ensayo a intervalos

de 24 horas.

b. Concentraciones utilizadas.

c. Numero de peces en cada solucion de ensayo.

5.4.3. Resultado

- Concentracion maxima que no cause mortalidad en el periodo de prueba.

- Concentraciéon minima que cause 100 % de mortalidad en el periodo de prueba.

- Mortalidad acumulada para cada concentracion, valores de LC50, con el 95% de

limites de confianza, de cada uno de los periodos de observacion si fuera posible.

- Grafico de curvas de concentracion y mortalidad al final de la prueba.

- Método estadistico utilizado para determinar los valores de la LC50.

- Mortalidad en los controles.

- Incidentes en el transcurso de la prueba que podrian haber influido en los

resultados.

- Signos clinicos observados en peces.
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DATOS DEL PRODUCTO A ANALIZAR:

Producto

Marca

Lote : Fecha de
vencimiento

DATOS DEL ORGANISMO ACUATICO:

Nombre Cientifico : Nombre Comun
Edad : Rango de tamafio
Fotoperiodo

DATOS DE LA PRUEBA:

Norma Técnica

Fecha de inicio de analisis: Fecha de fin de analisis:

Duracion (h) :

Rango de concentraciones a evaluar: mg/L
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TABLA 1. CONCENTRACIONES NOMINALES Y CANTIDAD DEL PRODUCTO
UTILIZADO EN LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA.

Concentracion nominal (mg/L) Cantidad del producto (g/L)

Concentracion 1

Concentracion 2

Concentracion 3

TABLA 2. PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL AGUA

Horario

concentracion | Temp | Oxigen | Oxigen | Conduc
nominal °C 0 0

(mg/L) %L mg/L | ps/cm

TDS

mg/

Salinida | pH
d

ppt

0 horas

Control

Cl

C2

C3

24 horas

Control

Cl

C2

C3

48 horas

Control

Cl
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C2

C3

72 horas

Control

Cl

C2

C3

96 horas

Control

Cl

C2

C3

Donde C1, C2, C3 representan las concentraciones a evaluar

TABLA 3. MEDICION DE NITRATOS Y NITRITOS

N° de
réplica

MEDICION INICIAL

MEDICION FINAL

concent NITRATO NITRITO NITRATO NITRITO
racion
nomina | Abs. | Abs NO; Abs | NO, | Abs | Abs NO; Abs | NO,
: 0 —N —N —N —N
(mgL) | nm | 275 | mgL |543| mg/L |220|275| mgL |543| mg/L
nm nm nm nm nm

Donde Abs. Se refiere a la absorbancia a la que se mide la concentracion
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REGISTRO OBSERVACIONAL:

En la tabla 4 se presentan los codigos asignados a cada comportamiento evaluado

durante el ensayo.

TABLA 4. CODIGOS DE SIGNOS CLINICOS

Signo clinico Cadigo Signo clinico Cadigo
Orientacion horizontal anormal 1 Sobre reaccion al estimulo 11
Orientacion vertical anormal 2 Baja reaccion al estimulo 12
Pérdida del control de flotabilidad 3 Pérdida del comportamiento de 13

cardumen

Hipoactividad 4 Formacion densa de cardumen 14
Hiperactividad 5 Hiperventilacion 15
Natacion en sacacorchos 6 Hipoventilacién 16
Convulsiones 7 Ventilacion irregular 17
Tetania 8 Boqueo 18
Conducta anormal en superficie 9 Sacudidas de cabeza 19
Conducta anormal en el fondo 10
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TABLA 5. REGISTRO DE SIGNOS CLINICOS DE LOS PECES DURANTE EL

ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA.

. ., L. N° de
Tiempo | Concentracion N° de Codigo . .
: . 1 organismos | Observaciones
(Horas) | nominal (mg/L) | réplica | observado
afectados
TABLA 6. RESULTADOS DE MORTALIDAD
N° de N° de concentrac MORTALIDAD
réplica | Organismos 16n
nominal 1|2 4151612243648 [60| 72|84 |96
Utilizado h h|h|h|h|h|h|h|h|h|h]|h
(mg/L)

(1) Mortalidad = Numero de peces muertos/ nimero de peces ensayados;(2)
%Mortalidad= (numero de peces muertos / nimero de peces ensayados)
x100.
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OBSERVACIONES:

RESULTADO

(*) LC50 dato obtenido del anélisis estadistico Spearman-Karber

RESPONSABLE ASESOR O PROFESOR FECHA DE
DEL ENSAYO A CARGO REPORTE
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