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1. RESUMEN 

Aunque los efectos tóxicos del paracetamol (PCM) y ciprofloxacino (CPX) han sido 

estudiados muy ampliamente en las últimas décadas, el impacto que la mezcla PCM-CPX 

puede inducir en los organismos acuáticos es poco estudiada. El objetivo de este trabajo fue 

investigar los efectos teratogénicos y estrés oxidativo que los fármacos PCM, CPX y su 

mezcla inducen en embriones de Danio rerio. Además se investigó si la mezcla PCM-CPX 

induce efectos más severos en los embriones que los fármacos individuales. Para ello, los 

embriones de pez cebra (4 hpf) fueron expuestos a concentraciones ambientalemnte 

relevantes de PCM, CPX y su mezcla hasta las 96 hpf. Y a las 72 y 96 hpf, también se 

evaluaron los biomarcadores de estrés oxidativo(superóxido dismutasa, catalasa, glutatión 

peroxidasa, peroxidación lipídica, contenido de hidroperóxidos y carbonilos) en los 

embriones. Los resultados demostraron que el PCM, CPX y su mezcla redujeron la tasa de 

supervivencia de los embriones hasta en un 75%. Además, ambos fármacos indujeron 

alteraciones morfológicas en los embriones provicando su muerte. Las malformaciones más 

observadas fueron: escoliosis, malformaciones craneofaciales, hipopigmentación, retraso en 

el crecimiento, edema pericárdico. En cuanto al estrés exidativo, el análisis de respuesta 

integrada de biomarcadores (IBR) demostró que el PCM, CPX y su mezcla inducen daños 

oxidativos en los embriones. En conclusión, PCM, CPX y su mezcla pueden alterar el 

desarrollo embrionario del pez mediante una respuesta de estrés oxidativo.   
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2. ABSTRACT 

Even though the toxic effects of paracetamol (PCM) and ciprofloxacin (CPX) have been 

deeply studied in the last decades, the impact of the PCM-CPX mixture may induce in aquatic 

organisms is poorly known. Thus, the objective of this work was to investigate the teratogenic 

effects and oxidative stress that PCM, CPX, and their mixture induce in Danio rerio embryos. 

Moreover, we aimed to determine whether the PCM-CPX mixture induces more severe 

effects on the embryos than the individual drugs. For this purpose, zebrafish embryos (4 hpf) 

were exposed to environmentally relevant concentrations of PCM, CPX, and their mixture 

until 96 hpf. In addition, at 72 hpf and 96 hpf, we also evaluated the oxidative stress 

biomarkers (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase, lipid peroxidation, and 

hydroperoxides and carbonyl content) in the embryos. Our results demonstrated that PCM, 

CPX, and their mixture reduced the survival rate of embryos by up to 75%. In addition, both 

drugs, induced morphological alterations in the embryos, causing their death. The most 

observed malformations were: scoliosis, craniofacial malformations, hypopigmentation, 

growth retardation, pericardial edema. Concerning oxidative stress, our integrated 

biomarkers response (IBR) analysis demonstrated that PCM, CPX, and their mixture induce 

oxidative damage on the embryos. In conclusion, PCM, CPX, and their mixture can alter 

zebrafish embryonic development via an oxidative stress response. 

 

 

 



 
 
 
 

 

 
 
 

10 
     

3. INTRODUCCIÓN 

El consumo de analgésicos y antipiréticos, así como de antiinflamatorios no esteroideos 

(AINE), va en aumento debido a que se adquieren libremente, es decir, no requieren receta 

médica para su venta. Entre ellos, el AINE más conocido y consumido mundialmente es el 

paracetamol (PCM). Este fármaco es el más utilizado para dolor intenso y astrosis, para las 

úlceras gástricas y duodenales, gastritis y hernia de hiato, como tratamiento alternativo en 

caso de alergia a los salicilatos y en pacientes con hemofilia o que reciben anticoagulantes 

(Lau et al., 2016). Según el informe de ventas de mercado global de paracetamol para el año 

2018, mundialmente se obtuvieron ganancias de 740 millones de dólares estadounidenses. Y 

se prevé que para el año 2023 sus ventas aumenten a 780 millones de dólares.  

Como consecuencia de su elevado uso y de su degradación parcial (14-75%), cada día se 

vierten enormes cantidades de PCM en el medio acuático (Gutiérrez-Noya et al., 2021). 

Estudios recientes han reportado la ocurrencia de esta droga en cuerpos de agua en todo el 

mundo. La Tabla 1 muestra la ocurrencia mundial de PCM en ambientes acuáticos. En esta 

tabla se puede observar la mayor concentración de PCM encontrada en el efluente de la planta 

de tratamiento de aguas (PTAR) y en las aguas superficiales de 3,000 µgL-1 y 30.4 µgL-1, 

respectivamente.  

El paracetamol es biotransformado por el citocromo P450 (CYP450) en el hígado a través de 

las subfamilias CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A4, lo que provoca la formación de un metabolito 

muy inestable con gran afinidad por los grupos tiol N-acetil-p-benzoquinona-imina y puede 

causar modificaciones estructurales en las proteinas celulares y, por lo tanto, daños en el 
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ácido desoxirribonucleico (ADN), el ácido ribonucleico (ARN), así como estrés oxidativo 

(Moriarty & Carroll, 2016; Xu et al., 2008). Choi et al., (2018) mostraron que el PCM (10 y 

30 µgL-1) indujo daños histológicos en las branquias, daños estructurales en el riñón y 

disminución de los niveles de glucógeno en el hígado de Oncorhynchus mykiss, después de 

4 semanas de exposición. Además, Liu et al., (2019) demostraron que el PCM alteraba la 

expresión de Nrf1, un factor de transcripción relacionado con el sistema antioxidante, en 

Daphnia magna. Del mismo modo, Gutiérrez-Noya et al., (2021) señalaron que el estrés 

oxidativo inducido por el PCM producia teratogénesis en embriones de Cyprinus carpio. Así, 

los efectos adversos inducidos por el PCM están estrechamente relacionados con el aumento 

de la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) durante su proceso de 

biotransformación. 

Los antibióticos son también un grupo importante de medicamentos cuyo consumo mundial 

ha ido en aumento (González Peña et al., 2021). A este grupo pertenecen las 

fluoroquinolonas, utilizadas en la medicina humana y veterinaria para el tratamiento de 

multiples infecciones bacterianas (Ávila et al., 2019). Ciprofloxacino (CPX) es una 

fluoroquinolona de amplio espectro utilizada habitualmene para el tratamiento de 

enfermedades como la faringitis, la sinusitis y los dolores de oido, así como de enfermedades 

de las vías respiratorias como la neumonía y la bronquítis (Yi et al., 2017). 

Debido al abuso en su consumo y a su escasa biodegradabilidad, el CPX se ha detectado cada 

vez más en aguas residuales (Li et al., 2019) . Las tres principaes fuentes de entrada de CPX 

en aguas residuales son la industria, los hospitales y los hogares. En la Tabla 1 se muestra la 
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ocurrencia de CPX en diferentes entornos acuáticos alrededor del mundo. Hasta ahora, las 

concentraciones más altas de este fármaco encontradas en efluentes plantas de tratamiento 

de aguas (WWTP), efluentes hospitalarios y aguas superficiales fueron de 341 µgL-1, 38.6 

µgL-1 y 5 528 µgL-1, respectivamente.  

Al igual que el PCM, también se ha demostrado que el CPX puede generar estrés oxidativo 

y muerte celular al estimular la producción de ROS, afectando a los lípidos, el ADN y otros 

componentes celulares (Becerra & Albesa, 2002). Zivna et al., (2016) por ejemplo, 

informaron que la exposición de embriones de C. carpio a CPX (1 000. µgL-1 y 3 000 µgL-

1) provocó la muerte del 32% de los embriones. Además, Gomes et al., (2017) informaron 

que el CPX indujo estrés oxidativo en Lemna minor al perjudicar el flujo normal de electrones 

en la cadena respiratoria de transporte de electrones.  

Dado que el mecanismo de toxicidad de ambos fármacos es el estrés oxidativo, y este último 

se ha asociado a efectos teratogénicos en varias especies acuáticas. El propósito de este 

estudio fue evaluar los efectos teratogénicos y el estrés oxidativo que tienen el PCM, el CPX 

y su mezcla en embriones de Danio rerio. Además, también llevamos a cabo un análisis 

integrado de biomarcadores (IBR) para comprender mejor la influencia que tienen los 

biomarcadores de estrés oxidativo (peroxidación lipídica (LPX), contenido de 

hidroperóxidos (HPX), contenido de proteínas carboniladas (PCC), superóxido dismutasa 

(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX)) en los embriones de este pez. 
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 Tabla 1. Oucrrencia de paracetamol y ciprofloxacino en el mundo 

País Concentración 
(µg L-1) Matríz  

Paracetamol 
Brasil 30.4 Agua superficial Campanha et al., 2015 

Canadá 57.5 Efluente (PTAR) Ba et al., 2014 

Canadá 90.2 Efluente (PTAR) Ba et al., 2014 
China 150 Efluente (PTAR) Wu et al., 2012 

Colombia 39.25 Efluente (PTAR) Botero-Coy et al.,2018 

Costa Rica 13.21 Agua superficial Spongberg et al., 2011 
EE. UU. 1,000 Efluente (PTAR) Wilcox et al., 2014 

Italia 246 Efluente (PTAR) Verlicchi et al., 2012 
Japón 1.7 Efluente (PTAR) Okuda et al., 2008 

México 3,000 Efluente (PTAR) SanJuan-Reyes et al., 2015 
Spaña 246 Efluente (PTAR) Gomez et al., 2012 

UK 211.3 Efluente (PTAR) Kasprzyk-Hordem et al., 2009 

Ciprofloxacino 
Argentina 7.7 Agua superficial Teglia et al., 2019 

China 5.9 Agua superficial Wei et al., 2012 
EE.UU. 1.3 Efluente (PTAR) He et al., 2015 

India 5,528 Agua superficial Gothwal et al., 2015 
Pakistán 341 Efluente (PTAR) Riaz et al., 2017 

Portugal 38.6 Efluente hospitalario Santos et al., 2013 
Korea del sur 8.7 Efluente (PTAR) Sim et al., 2011 

Vietnam 0.25 Agua superficial Andrieu et al., 2015 
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4. MARCO CONCEPTUAL 

4.1. El agua, recurso vital y su contaminación 

El agua es el recurso vital más importante del mundo ya que es indispensable para la 

supervivencia de todos los organismos. La superficie terrestre está cubierta por agua salada 

en un 98%, el 2% restante es agua dulce, el 1.6% se encuentra capturada en los glaciares y 

sólo el 0.036% se encuentra disponible en ríos y lagos para su uso (Khatun, 2017). De 

acuerdo con HydroSHEDS, en el mundo existen un total del 8.5 millones de tramos fluviales 

individuales que representan 35.9 millones de Km de ríos en todo el mundo. Y alrededor de 

1.4 millones de lagos con una superficie promedio de 10 Ha. 

El término “contaminación” se refiere a la introducción de una cantidad excesiva de una 

sustancia en el medio ambiente; recursos hídricos, aire o tierra (Terera & Ngirande, 2010), o 

de varias sustancias que puedan modificar las cualidades naturales a tal grado que no pueda 

ser utilizada para un propósito específico, provocando así daños a la salud (Kais et al., 2013). 

La contaminación acuática puede ser generada por prácticas agrícolas, descargas domésticas, 

municipales, hospitalarias y descargas industriales. Estas actividades generan residuos que 

son incorporados de manera constante a diferentes ambientes acuáticos en donde se 

dispersan, concentran o persisten por largo tiempo afectando a la flora, fauna y salud humana 

(Goel, 2006). 
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4.2. Contaminantes emergentes 

El término “contaminantes emergentes” se refiere a compuestos que están presentes en el 

medio ambiente y que tienen la capacidad de ocasionar un impacto ecológico (Barceló & 

López, 2008; Calvo-Flores et al., 2017). Son compuestos de los que se tiene poco 

conocimiento y en muchas ocasiones se desconocen las consecuencias ambientales que 

pudieran ocasionar, razón por la cual no existe una regulación estricta, no están sometidos a 

un monitoreo rutinario o de control de emisiones y por lo tanto los métodos para su análisis 

es limitada (Paches, 2020). Generalmente son detectados en ambientes acuáticos en 

concentraciones que van desde ngL-1 a µL-1 (Dulio et al., 2018; Barceló & López, 2008). 

Los contaminantes emergentes incluyen muchos compuestos de diferente naturaleza: 

productos químicos, productos de cuidado personal, agentes tensoactivos, plastificantes, 

aditivos industriales, productos farmacéuticos y compuestos nuevos, y la mayoría de ellos 

presentan la característica de ser depositados constantemente en el ambiente (Janet Gil et al., 

2012). En la mayoría de los casos, las plantas de tratamiento de aguas residuales no cuentan 

con el diseño para eliminar totalmente estos contaminantes, lo que implica que sean vertidos 

a cuerpos de agua de manera directa (Murray et al., 2010).   

 

4.2.1. Productos farmacéuticos  

Actualmente los productos farmacéuticos son considerados contaminantes emergentes por 

presentarse en mayor concentración que otros compuestos en los ambientes acuáticos. Y 

considerando que los productos farmacéuticos son ampliamente consumidos a nivel mundial, 
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es muy probable que sean localizados en medios acuáticos, motivo por el cual son de especial 

interés. La llegada de los productos farmacéuticos puede ocurrir por diferentes factores como 

excreciones humanas, mala disposición doméstica, el uso agrícola, acuícola, los desechos 

industriales y las descargas de plantas de tratamiento de agua (Watkinson et al., 2009). 

Además los productos farmacéuticos cuentan con propiedades fisicoquímicas que les 

permiten ser transportados a ambientes acuáticos directamente o en subproductos de la 

biotransformación. Además, por sus propiedades fisicoquímicas pueden ser altamente 

riesgosos para los organismos acuáticos, ya que están diseñados para ejercer acciones 

biológicas específicas. Por ejemplo, aproximadamente el 30% de ellos son lipofílicos y no 

logran disolverse en agua. De esta manera pueden atravesar las membranas celulares y actuar 

dentro de ellas. Esto quiere decir que una vez en los cuerpos de agua, los fármacos pueden 

formar parte de la cadena alimenticia. Además, como parte de su metabolismo se pueden 

generar biomoléculas o subproductos que pueden tener mecanismos de acción diferentes a 

los establecidos y así ejercer un efecto negativo tanto en animales como en humanos. 

Entre los productos farmacéuticos más consumidos a nivel mundial se encuentran los 

analgésicos/antiinflamatorios y los antibióticos. Estos fármacos son cada vez más utilizados 

por el ser humano y por la veterinaria en actividades como la ganadería, acuicultura, y la 

avicultura (Gómez et al., 2006). 
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4.2.1.1. Analgésicos/antiinflamatorios 

Los analgésicos son el tipo de fármacos de mayor consumo mundial y son considerados como 

los de mayor automedicación al no requerir receta médica para su venta. Entre los 

analgésicos/antiinflamatorios se encuentra al paracetamol (PCM) y se han hecho estudios 

que reportan su presencia en diferentes cuerpos de agua; plantas de tratamiento de aguas 

residuales, descargas hospitalarias, ríos y lagos (Gómez et al., 2006). Diferentes autores han 

reportado las concentraciones de paracetamol y sus metabolitos en aguas superficiales y en 

organismos acuáticos (Fito-López et al., 2018; Gómez et al., 2006b; Tejada et al., 2014).    

En China, por ejemplo, han sido detectadas concentraciones máximas de PCM hasta 0.45 y 

0.51 µgL-1 en aguas superficiales y plantas de tratamiento de aguas residuales, 

respectivamente (Duan et al., 2020; Li et al., 2019b). En Chennai, India, Delhiraja & Philip 

(2020) se reportó la ocurrencia de 13.18 µgL-1 de este fármaco en aguas municipales. En el 

continente americano también ha sido reportada la ocurrencia de este fármaco. Por ejemplo, 

en Canadá, Greenham et al, (2019), reportaron la concentración de paracetamol hasta en 

141.3 µgL-1 en plantas de tratamiento de aguas residuales. Mientras que en Brasil, se reportó 

una concentración máxima de 42 y 133 µgL-1 en aguas de río y agua potable respectivamente 

(Raymundo-Pereira et al., 2019; Veras et al., 2019). En México también ha sido reportada la 

ocurrencia de este fármaco, en concentraciones de 2.6 µgL-1 en un efluente hospitalario 

(Pérez-Álvarez et al., 2018). 
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4.2.1.2. Antibióticos 

Los antibióticos también son considerados contaminantes emergentes al ser uno de los tipos 

de fármacos más consumidos en el mundo. El incremento en el consumo de antibióticos se 

basa principalmente en su efecto contra microorganismos patógenos en humanos y en 

animales, así como en la preservación de alimentos lo que permite descargas elevadas en 

cuerpos de agua. Autores han reportado la interacción de los antibióticos con mecanismos de 

defensa en organismos acuáticos. Entre los antibióticos con mayor reporte en cuerpos de agua 

se encuentran las quinolonas (Cartagena, 2011). Ciprofloxacino (CPX) es una quinolona 

considerada de amplio espectro. Este antibiótico también ha sido detectado en ambientes 

acuáticos siendo las descargas hospitalarias, descargas domésticas y agrícolas las principales 

fuentes de descarga de este fármaco (Cartagena, 2011; Ebert et al., 2011; Halling-Sorensen 

et al., 2000; Hartmann et al., 1998).  

Recientes estudios han reportado la ocurrencia de CPX en ambientes acuáticos. Adachi et al., 

(2013) detectaron una concentración máxima de 0.008 µgL-1 de CPX en aguas superficiales 

de Ozaka, Japón. Así mismo, en la India se reportó una concentración máxima de CPX de 

5,528 µgL-1 en aguas superficiales debido a descargas cercanas de plantas de tratamiento de 

aguas residuales (Gothwal & Shashidhar, 2017). En Brasil, Arsand et al., (2020) reportaron 

0.32 µgL-1 en aguas superficiales. Ciprofloxacino también ha sido detectado en otras partes 

del mundo como; aguas superficiales: Vietnam, 3.03 µgL-1, Sur de Antártida, 1.86 µgL-1, 

China, 0.01 ngL-1; plantas de tratamiento: Canadá, 2.5 µgL-1, Grecia, 0.59 µgL-1, China, 0.09 

µgL-1, México, 1.86 µgL-1: agua potable: China, 0.22 µgL-1 (Tran et al., 2019, Hernández et 
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al., 2019, Hanna et al., 2018,  Guerra et al., 2014, Papageorgiou et al., 2016, Hanna et al., 

2018, Estrada-Arriaga et al., 2016, Hanna et al., 2018).  

 

4.2.2. Efectos de los fármacos sobre especies acuáticas 

Los efectos tóxicos de los fármacos en ambientes acuáticos pueden ser muchos, sin embargo 

no son comprendidos en su totalidad. Se ha demostrado que los fámacos pueden afectar al 

sistema inmune, generar estrés oxidativo o afectar la funcionalidad de órganos, aún cuando 

se encuentran en concentraciones muy bajas (Cartagena, 2011). Muchos estudios han tratado 

los efectos negativos que los fármacos como PCM y CPX pueden ocasionar los organismos, 

en especial a los organismos acuáticos como D. rerio. Nogueira et al., (2019) expusieron 

embriones de D. rerio a diferentes concentraciones de PCM (5-3,125 µgL-1), indicaron que 

las concentraciones de 125 y 3,125 µgL-1 de PCM tuvieron efectos embrioletales sobre esta 

especie a 96 hpf. También reportaron que se presentó retraso en el desarrollo, escoliosis, 

desarrollo anormal de columna y falta de pigmentación. Indicaron que la falta de 

pigmentación se presentó principalmente a las 48, 72 y 96 hpf en la concentración de 625 

µgL-1 debido a que PCM podría modular la respuesta de pigmentación en las larvas 

expuestas. David & Pancharatna, (2009) indicaron que tras 7 días de exposición a la 

concentración de 100 µgL-1 de PCM se ocasionó letalidad del 50% de embriones de D. rerio. 

Detectaron diferentes malformaciones como alteraciones en el tiempo de eclosión, 

crecimiento y morfometría de las larvas, formación de cola/aletas y falta de pigmentación 

tras la exposición a diferentes concentraciones de PCM (1-100 µgL-1) por 7 días. Indicaron 
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que la falta de pigmentación fue una de las alteraciones que se presentó en mayor medida en 

la concentración de 100 µgL-1 y podría deberse a una afectación en las células encargadas de 

la distribución de pigmento tanto en las células de retina como en los melanóforos de la 

cabeza y región del saco vitelino, y aunque no afectó la supervivencia dio lugar a embriones 

albinos por la ausencia de pigmentos a lo largo de su cuerpo. David & Pancharatna, (2009) 

también han reportado retraso en la eclosión por la exposición a PCM. Ellos reportaron que 

los embriones expuestos a las concentraciones de 1, 10, 50 y 100 µgL-1 el proceso de eclosión 

se extendió hasta el día cinco. Xia et al., (2017) también reportaron retraso en la eclosión por 

AINE’s como ibuprofeno, diclofenaco y PCM (5-500 µgL-1). Indicaron que algunos AINE’s 

en altas concentraciones son capaces de disminuir los movimientos espontáneos en las 

primeras horas de desarrollo y lo relacionaron con la eclosión de los embriones al afectar la 

locomotividad. Zivna et al., (2016) evaluaron los efectos letales de CPX sobre embriones de 

C. carpio a las concentraciones de 1-3000 µgL-1 durante 33 días. Y reportaron que las 

concentraciones de 1,000 y 3,000 µgL-1 causaron muerte embrionaria del 29 y 32%, 

respectivamente. También se ha reportado que CPX altera las concentraciones de oxígeno en 

la etapa embrionaria de D. rerio ya que modifica las funciones respiratorias del corion 

acelerando o retardando el proceso de eclosión y por lo tanto los movimientos mecánicos de 

los embriones, y el intercambio de moléculas entre la superficie del tejido embrionario y el 

medio ambiente, y también se ha reportado que la ocurrencia simultánea de antibióticos como 

CPX con PCM podrían ocasionar un efecto toxico mayor en especies acuáticas (Korwin-

Kossakowski, 2012). Actualmente no hay estudios que traten acerca de los efectos tóxicos 
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conjuntos de un AINE y un antibiótico sobre embriones de D. rerio. Sin embargo, se ha 

demostrado que el uso concomitante de PCM y CPX puede provocar un retraso de la acción 

de PCM (Issa et al., 2006, 2007).  

 

4.3. Bioindicador Danio rerio  

El pez cebra (Danio rerio) es un organismo tropical de agua dulce originario del rio Ganges 

y sus afluentes en el norte de la India. En su hábitat natural se encuentra cerca del fondo del 

agua para evitar ataques depredadores (Tavares & Lopes, 2013). Actualmente se considera 

un modelo adecuado para investigar el desarrollo embrionario, genética, comportamiento, 

fisiología y nutrición. El pez cebra se clasifica como omnívoro, además ingiere gran cantidad 

de alimentos distintos (eurófago) como desechos de otros peces, larvas,  insectos y 

zooplancton. Y en investigaciones en las que se ha utililizado se ha demostrado que puede 

ser alimentado de diferentes tipos de alimentos, niveles de alimentación y nutrición. Sin 

embargo, en el laboratorio de investigación el pez cebra debe recibir el tipo y nivel adecuados 

de nutrientes en la dieta para garantizar la obtención de resultados de investigación 

razonables (Gonzales & Law, 2013). El pez cebra se ha vuelto un modelo biológico muy 

polular en los últimos años para evaluaciones toxicológicas y biomédicas. Una de las razones 

importantes para su uso es por que Danio rerio en sus primeras etapas de crecimiento es 

transparente y se desarrolla fuera del útero. Este proceso de desarrollo único en su especie 

permite estudiar los detalles del desarrollo a partir de la fecundación, además las técnicas 

moleculares disponibles en la actualidad permiten que este modelo pueda ser utilizado en 
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casi todos los aspectos de la biología a nivel mundial. El pez cebra cuenta con muchas 

ventajas sobre otras especies, las características más importantes son que su genoma se 

encuentra totalmente secuenciado, tiene alta fecundidad, el tiempo de crecimiento a la adultez 

es relativamente corto (3 meses aproximadamente), el desarrollo embrionario es rápido (24 

hpf) y la fertilización es externa. El embrión traslucido de esta especie permite el estudio en 

diferentes etapas de su desarrollo a partir de la embriogénesis. Y los embriones de esta 

especie forman sistemas de órganos completos como el digestivo, el corazón y el nervioso a 

partir de las 48 hpf. El pez cebra en su edad adulta mide 3-5 cm de largo, cuenta con rayas 

logitudinales y generalmente con una coloración dorada en cola y aletas, los machos y 

hembras adultos se diferencian a simple vista, los machos son delgados y largos, mientras 

que las hembras son un poco más voluminosas, tienen el vientre abultado y redondeado al 

cargar con los huevos y cuentan con una papila genital muy notoria (Figura 1).  

 

a) 

 

b) 

 

Figura 1. Diferencias visuales entre pez 

cebra a) macho y b) hembra  

(Modificado de Armengol, (2018)) 
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4.4. Etapas embrionarias de Dani rerio 

Las principales etapas de desarrollo embrionario de D. rerio son: segmentación, gastrulación, 

organogénesis y eclosión (Figura 2). El periodo de cigoto (0 – 0.15 hpf) comprende desde 

el momento de la fertilización hasta que ocurre la primera división celular. Posteriormente 

comienza la etapa de división celular (0.15 – 2.25 hpf) que comprende desde la primera 

división celular hasta las séptima división. En el periodo de blástula (2.25 – 5.15 hpf) 

continúan las divisiones celulares hasta que el cigoto toma forma esférica. En el periodo de 

gástrula (5.15 – 10 hpf) inician los movimientos morfogenéticos que permiten la formación 

de las capas germinales primarias (a partir de las cuales se forman tejidos y órganos). 

Posteriormente llega el periodo de segmentación (10-24 hpf) donde se empiezan a formar las 

somitas (precuersores de músculo y esqueleto) desde el tronco hasta la cola. Y se empiezan 

a notar algunos órganos. En el periodo de faríngula (24-48 hpf) se continua con el desarrollo 

morfológico, donde se empiezan a formar las aletas y el sistema circulatorio, aparece la 

sensibilidad a estímulos y se diferencian las células pigmentarias. En el periodo de eclosión 

(48-72 hpf) se completa la organogénesis y también se desarrolla la aleta pectoral. Y en el 

periodo de larva se ha completado la mayoría de la morfogénesis del pez, es apto para nadar 

y realizar búsqueda de alimento (Wolpert, 2011). 

 



 
 
 
 

 

 
 
 

24 
     

 

Figura 2. Ciclo de vida de Danio rerio (Wolpert, (2011). 

 

Esta especie acuática tiene la capacidad de reaccionar rápidamente a la presencia de 

contaminantes en el medio, y por este motivo ha sido considerada como un sistema biológico 

para la detección de contaminantes en sistemas acuáticos. Las investigaciones con esta 

especie se han podido llevar a cabo por que el huevo es semipermeable y muchos genes y sus 

funciones son muy similares a los de cuerpo humano hasta en un 85%. Existen muchos 

ejemplos de enfermedades humanas que se han modelado con éxito en el pez cebra como la 

distrofia muscular, melanoma humano, leucemia linfoblástica aguda, poliquistosis renal, 

nefropatía, insuficiencia renal aguda, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, 

infarto al miocardio, y muchas enfermedades metabólicas. Además existe una gran similitud 
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genómica de esta especie con los humanos, cuentan con la  presencia de órganos y sistemas 

de órganos, así como rutas metabólicas muy similares (Figura 3) (Teame et al., 2019). En el 

año 2010 esta especie acuática fue incorporada en el listado de animales empleados en 

procedimientos experimentales.  

 

 

 

Figura 3. Similitudes entre órgonos del pez cebra y el humano 

(Teame et al., 2019) 

 

4.5. Mantenimiento en el laboratorio 

Los peces se deben mantener en el laboratorio en agua con pH 8.0 aproximadamente, la 

temperatura del agua donde se desarrollan debe ser óptima entre los 27-29 ºC de manera 

constante, sin fluctuaciones bruscas de temperatura. En el caso de los embriones se ha 

reportado que la temperatura es un parámetro importante para el desarrollo de los mismos 

(27 ºC). Y de no controlarse se podrían generar cambios importantes en el desarrollo de los 
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embriones. Además se ha demostrado que la temperatura juega un papel importante en la 

disolución, adsorción y concentración de algunas sustancias aumentando su potencial tóxico 

(Tavares & Lopes, 2013). 

 

5. JUSTIFICACIÓN 

La ocurrencia de PCM y CPX en ambientes acuáticos en concentraciones ambientalmente 

relevantes se debe a su alto consumo a nivel mundial. Las descargas industriales, el uso 

veterinario, la mala disposición, descargas de plantas de tratamiento de aguas residuales 

municipales e industriales forman parte de la ocurrencia de estos fármacos. En muchas 

ocasiones PCM y CPX llegan a ser prescritos en conjunto, por lo que desde el punto de vista 

ambiental su ocurrencia no se presenta en forma individual, sino que también pueden estar 

presentes en conjunto o en una forma distinta a la original por la biotransformación o 

interacción con otros compuestos. Una vez que estos compuestos pasan a ser parte del 

ambiente podrían causar efectos negativos como daño a órganos y tejidos, alteraciones en la 

reproducción y en el comportamiento, alteraciones bioquímicas, estrés oxidativo, 

embriotoxicidad y teratogenicidad en organismos acuáticos como D. rerio, el cual es un 

modelo acuático por excelencia para la determinación e identificación de efectos 

ecotoxicológicos. Debido a los reportes de ocurrencia de PCM y CPX en ambientes acuáticos 

es necesario llevar a cabo estudios para la determinación de los efectos negativos que estos 

pudieran ocasionar sobre especies acuáticas y de esta manera aportar conocimiento para el 

control de sus emisiones. 
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Las concentraciones ambientalmente relevantes de PCM, CPX y su mezcla ocasionan 

embrioletalidad, teratogenicidad y estrés oxidativo sobre embriones de D. rerio a las 12, 24, 

48, 72 y 96 hpf? 

 

7. HIPÓTESIS 

La exposición a concentraciones ambientalmente relevantes de PCM, CPX y su mezcla 

inducirán efectos teratogénicos y alteraciones en el desarrollo embrionario de Danio rerio. 

 

8. OBJETIVO GENERAL  

Evaluar la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida por la exposición a concentraciones 

ambientalmente relevantes de PCM, CPX y su mezcla sobre el bioindicador Danio rerio. 

 

8.1. Objetivos específicos 

- Evaluar los efectos en el desarrollo embrionario de Danio rerio por la exposición a 

diferentes concentraciones de PCM y CPX. 

- Determinar la CL50 de PCM y CPX de embriones de Danio rerio.  

- Determinar la CE50 de malformaciones de PCM y CPX de embriones de Danio 

rerio. 

- Determinar el Indice Teratogénico (CL50/CE50) de PCM y CPX de embriones de 

Danio rerio.  
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- Identificar y cuantificar las malformaciones en el desarrollo embrionario de Danio 

rerio tras la exposición a diferentes concentraciones de PCM y CPX y su mezcla.  

- Determinar estrés oxidativo mediante diferentes biomarcadores en embriones de 

Danio rerio por la exposición a diferentes concentraciones de PCM, CPX y su 

mezcla.  

 

9. METODOLOGÍA 

9.1. Reactivos 

Paracetamol (N-acetil-4-aminofenol, número CAS: 103-90-2), fórmula lineal 

CH3CONHC6H4OH, pureza analítica del 99%. Ciprofloxacino (ácido 1-ciclopropil-6-fluoro-

4-oxo-7-(piperazin-1-yl)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxílico, número CAS 85721-33-1), 

fórmula lineal C17H18FN3O3 y pureza analítica ³98% se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO). Todos los reactivos mencionados en la metodología se adquirieron en la misma 

compañía, a menos que se haga referencia a otra empresa. 

 

9.2. Aclimatación y mantenimiento de los peces reproductores 

Los peces cebra utilizados en el estudio fueron de tipo salvaje (0.9 ± 0.5 g de peso y 3.5 ± 

0.5 cm de longitud) fueron adquiridos comercialmente (Aquanimals MX) siguiendo los 

requisitos solicitados en las directrices OCDE. Ningún pez presentaba signos visibles de 

enfermedad y estrés, ni malformaciones aparentes. Para su aclimatación los peces se 

mantuvieron en tanques de 120 L, a razón de un pez por cada dos litros de agua (12 horas de 
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luz por 12 horas de oscuridad). A lo largo del experimento el agua de cada tanque fue 

monitoreada y mantenida bajo as siguientes condiciones T: 26 ± 2 ºC, pH entre 7.2 – 7.6 y 

saturación de oxígeno: 85%. Además, el agua se cambió diariamente, manteniendo las 

características mencionadas. Los peces reproductores fueron alimentados con hojuelas 

comerciales (TetraMin Tropical Flakes®) [48% de proteína, 8% de grasa y 2% de fibra], dos 

veces al día (directriz de ensayo No. 203 para peces) y suplementados con Artemia sp una 

vez al día, 15 días antes de la producción de huevos. 

 

9.3. Producción de huevos  

Los huevos de Danio rerio se obtuvieron por fecundación natural. Se colocaron en los 

tanques de cría ocho machos y cuatro hembras (con gravidez visible) de 4 – 4.5 cm de 

longitud. Cada tanque contenía 12 L de agua del grifo previamente aireada, declorada y 

reconstituida con sales comerciales Instant Ocean® a (9 mg L-1). Además, todos los tanques 

contenían una trampa de cría (malla de 4x4 mm). A primera hora del dia siguiente se 

recogieron los huevos con agua ultrapura y blanqueados según los métodos de Westerfield, 

2007 y Vargas, 2011. Los ovocitos fecundados se clasificaron bajo un microscopio 

estereoscópico (Zeiss Stemi 305 a 10X de aumento) según el protocolo de Kimmel et al., 

1995. Se seleccionaron los ovocitos en estado de bástula media (equivalentes a 2.5 hpf) y se 

utilizaron para posteriores experimentos. 
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9.4. Prueba de embrioletalidad 

Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes: Paracetamol; 150, 300, 450, 600, 750, 

900, 1050 y 1200 µgL-1 y Ciprofloxacino: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, y 40 µgL-1 teniendo en 

cuenta su presencia en aguas superficiales, efluentes de plantas de tratamiento de aguas y 

efluentes hospitalarios. Además, se probaron cuatro mezclas binarias (M):   

Mezcla 1 (M1): correspondiente a las concentraciones más bajas de ambos fármacos (150 

µgL-1 de PCM y 5 µgL-1 de CPX).  

Mezcla 2 (M2): Correspondiene a la concentración efectiva de malformaciones 50 obtenida 

para cada fármaco de forma aislada (438.8 µgL-1 de PCM y 18.2 µgL-1 de CPX). 

Mezcla 3 (M3): Correspondiente a la concentración letal de embriones 50 obtenida para cada 

fármaco aislado (736.9 µgL-1 de PCM y 35.4 µgL-1 de CPX). 

Mezcla 4 (M4): correspondiente a las concentraciones más altas de ambos fármacos (1200 

µgL-1 de PCM y 40 µgL-1 de CPX). 

Todas las concentraciones se realizaron a partir de los estándares mencionados en la sección 

4.1. Además, se prepararon a partir de la solución madre en matraces volumétricos oscuros 

para evitar fotodegradación. 

Las pruebas de letalidad se basaron en el análisis FET (Fish Embryo Acute Toxicity). Se 

seleccionaron 144 huevos en la fase media de la blástula (2.5 hpf) y se distribuyeron 

aleatoriamente en placas de 24 pocillos (1 embrión por pocillo). Las placas se incubaron en 

cámaras bioclimáticas a 28 ± 1ºC, con ciclos de luz y oscuridad de 8:14 h. Todos los susteas 

eran estáticos con renovación diaria del medio. La temperatura y la humedad de la cámara 
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de incubación se controlaron hasta el final del ensayo. Se cuantificó el número de embriones 

vivos, muertos (coagulados o son latidos) y malformados a las 12, 24, 48, 72 y 96 hpf. Los 

datos obtenidos se utilizaron para calcular la CL50 y la CE50 de los embriones mediante una 

prueba de regresión lineal de máxima verosimilitud, y se calcularon sus respectivos intervalos 

de confianza del 95% (p<0.05). Este análisis se realizó con el software US-EPA ver 1.5, 

según el método Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). La relación CL50/EC50 

se utilize para determinar el índice teratogénico (IT). Si el valor de IT es >1, la sustancia debe 

considerarse teratogénica, pero si es <1 , la sustacia debe clasificarse como letal para el 

embrión Weigt et al., (2011).  

 

9.5. Evaluación de la puntuación de la morfología y las alteraciones del desarrollo 

embrionario  

Se utilizaron sistemas similares a los descritos en la sección 7.4. Las principales 

malformaciones inducidas por PCM, CPX y su mezcla se registraron basándose en la escala 

establecida por Kimmel et al., (1995) y Hermsen et al., (2011). Un embrión experimental es 

comparado con el embrión de referencia y recibe puntos para cada etapa en función de su 

etapa de desarrollo. Todas las desviaciones, por ejemplo, el desprendimiento incompleto de 

la cola, darán lugar a una menos puntuación que corresponde a un cierto grado de retraso en 

el desarrollo. La formación de la cola, la formación de las somitas, el desarrollo de los ojos, 

el movimiento del embrión, los latic¡dos de corazón, la circulación sanguínea, la 
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pigmentación de la cabeza y el cuerpo, la pigmentación de la cola, la presencia de la 

protuberancia bucal y la eclosión fueron todos lon puntos evaluados de desarrollo.  

Las malformaciones y otros efectos teratogénicos se registraron por separado como presentes 

o ausentes. A lo largo del experimento, se evaluaron las siguientes alteraciones: retraso en el 

proceso de eclosión, hipopigmentación, hemorragia en la cabeza, hemorragia en la cola, 

hemorragia en el saco, varios; malformaciones graves, estructura de la corda modificada, 

malformación de la cabeza malformación del corazón, malformación de la cola, edema 

pericárdico, escoliosis, deformación y edema del saco. Las malformaciones totales se 

expresaron como el porcetaje de embriones con al menos una malformación en comparación 

con el control. Se registraron las alteraciones del desarrollo embrionario presentadas por la 

exposición a los fármacos y sus mezclas en cada tiempo de exposición, y con estos datos se 

contruyeron las curvas de concentración-respuesta para PCM, CPX y sus mezclas binarias. 

 

9.6. Evaluación de estrés oxidativo en embriones de pez cebra 

Para esta prueba se utilizaron 40 sistemas. Los sistemas consistían en un gramo de embriones 

de pez cebra (correspondiente a 1600 embriones) en 4 L de agua. A cada sistema se le 

añadieron las concentraciones ambientalmente relevantes de PCM, CPX y las mezclas. Los 

sistemas se mantuvieron a temperatura constante (27ºC ± 1ºC). A las 72 hpf y 96 hpf, se 

seleccionaron al azar 800 embriones y se homogeneizaron con 1 mL de solución 

amortiguadora de fosfatos (pH 7.4) a 12,500 rpm. Los tiempos de exposición se 

seleccionaron teniendo en cuenta que en ese momento las larvas ya habían eclosionado y su 
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sistema enzimático antioxidante ya estaba funcionando. Para la evaluación del estrés 

oxidativo se determinaron los siguientes biomarcadores de oxidación celular: nivel de 

lipoperoxidación (Buege & Aust, 1978), contenido de hidroperóxidos (Jiang et al., 1992) y 

proteínas carboniladas (Levine et al., 1994). Además de las enzimas antioxidantes superóxido 

dismutasa (Misra & Fridovich, 1972), catalasa (Radi et al., 1991) y glutatión peroxidasa 

(Günzler & Flohé, 1985, modificado por Stephenson, (2000). Todos los resultados se 

realizaron teniendo en cuenta el contenido de proteínas determinado por el metodo de 

Bradford, (1976). Los experimentos se realizaron por triplicado.  

 

9.7. Índice integrado de respuesta a los biomarcadores (IBR) 

Se empleó el índice integrado de respuesta a los biomarcadores para analizar la influencia de 

los biomarcadores de estrés oxidativo en cada una de las concentraciones probadas y 

relevantes para el medio ambiente de PCM, CPX y sus respectivas mezclas binarias (Sanchez 

et al., 2013). Para la determinación del IBR, se compararon los biomarcadores de cada 

fármaco evaluado y de las mezclas (Xi) con los biomarcadores del grupo control (Xo). La 

relación entre Xi y Xo se transformó en logaritmo (Yi) para reducir la varianza. 

Posteriormente los valores de Yi se estandarizaron aplicando la fórmula Zi=(Yi-µ)/s, 

utilizando la media (µ) y desviación estándar (s) de Yi. A continuación se calculó el índice 

de desviación del biomarcador (A) mediante la diferencia entre Zi y Zo. Por último, los 

valores de A se trazaron en gráficos de estrella que representaban las respuestas integradas 
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de los biomarcadores. Además, se sumó el valor absoluto de A de cada biomarcador para 

obtener el IBR.  

 

9.8. Criterios de trazabilidad y validez de las pruebas 

Para garantizar la trazabilidad de los resultados, sólo se utilizaron lotes de huevos en los que 

la tasa de fecundación era superior al 90%. Asimismo, el grupo control no mostró más de un 

2% de alteraciones en su desarrollo en todos los tiempos de exposición.  

 

9.9. Aprobación ética 

Esta investigación fue evaluada y aprobada por el Comité de Ética e Investigación de la 

Universidad Autónoma del Estado de México (UAEM) con el fin de garantizar que el 

experimento se realizara de acuerdo con las normas y lineamentos institucionales para el 

cuidado de los animales (ID de aprobación UAEM.CEI.DCTF.REC.078.2020). También se 

consideraron las disposiciones refereidas en la norma oficial mexicana sobre cría, cuidado y 

uso de animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999). 

 

9.10. Análisis de datos 

La concentración letal media (CL50) y la concentración efectiva que induce el 50% de 

malformaciones (EC50) se calcularon mediante un análisis probit con regresión lineal de 

máxima verosimilitud (EPA Analysis Program v1.5). El índice teratogénico (IT) se obtuvo 

mediante la siguiente ecuación, IT = CL50/EC50. 
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Se realizó una prueba t de Student (de una cola) para identificar diferencias 

esadísticamente significativas entre los grupos de tratamiento y los controles (p<0.05, 

software IBM SPSS Statistics 22). Los estadísticos se realizaron sobre la base de los 

embriones afectados (embriones con efectos letales o teratogénicos); en primer lugar, se 

registraron las puntuaciones para cada concentración de PCM, CPX y mezclas binarias, luego 

se tomaron para el control y finalmente se realizó una comparación mediante la prueba t.  

Los datos de los biomarcadores de estrés oxidativo se examinaron mediante un análisis 

de varianza (ANOVA) de dos vías, considerencio como factores el tiempo (A) y la 

concentración (B). Las variaciones entre las medias se examinaron con el método de Student-

Newman-Keuls, usando el software SigmaPlot 12.3. Todos los biomarcadores de estrés 

oxidativo pasaron la prueba de normalidad. 
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10. RESULTADOS 

10.1. Pueba de embrioletalidad 

Paracetamol, Ciprofloxacino y las mezclas binarias mostraron un comportamiento 

dependiente de la concentración en el número de embriones muertos y malformados. El valor 

de CL50 de PCM fue de 736.9 µgL-1 con intervalos de confianza del 95% (647.2 – 853.9 µgL-

1). La CL50 de CPX fue de 35.4 µgL-1 (29.2 – 47.9 µgL-1). Los resultados de la mezcla de 

los dos fáramcos indicaron que la mezcla M4 mostró el mayor índice embrioletal al causar 

la muerte del 75% de los embriones. La EC50 de PCM fue de 438.8 µgL-1 y la de CPX de 

18.2 µgL-1 con intervalos de confianza del 95% de 302.6 – 569.5 µgL-1 y 16.1 – 20.4 µgL-1, 

respectivamente. Los índices teratogénicos fueron de 1.6 para PCM y 1.9 para CPX, que 

según los criterios de Weigt et al., 2011, fueron clasificados como teratogénicos. La mezcla 

M4 presentó el mayor número de embriones malformados (Tabla 2). 

Tabla 2. Tasas de mortalidad y malformaciones por concentraciones ambientalmente relevantes de PCM, CPX y sus mezclas binarias en  
embriones de Danio rerio. 

 Paracetamol  Ciprofloxacin  Mezclas 

 Vivos  Muertos  Malformados   Vivos  Muertos  Malformados  PCM-CPX Vivos  Muertos  Malformados 

µgL⁻¹ %  %  %  µgL⁻¹ %  %  %   %  %  % 

Control 100.0  0.0  0.0  Control 100  0.0  0.0  Control 100  0.0  0.0 

150 86.1  13.9  25.0  5 91.7  8.3  15.3  M1 65.3  34.7  43.1 

300 83.3  16.7  29.2  10 75.0  25.0  20.8  M2 48.6  51.4  54.2 

450 70.8  29.2  33.3  15 70.8  29.2  43.1  M3 38.9  61.1  68.1 

600 56.9  43.1  63.9  20 69.4  30.6  52.8  M4 25.0  75.0  93.1 

750 45.8  54.2  68.1  25 55.6  44.4  58.3        

900 43.1  56.9  75.0  30 55.6  44.4  65.3        

1050 38.9  61.1  87.5  35 51.4  48.6  76.4        

1200 31.9  68.1  88.9  40 45.8  54.2  83.3        

CL50= [736.9] 
CI= [647.2-853.9] 

EC50= [438.8] 
CI=[302.6-569.5] 

IT= 1.6   

CL50= [35.4] 
CI= [29.2-47.9] 

EC50=[18.2] 
CI= [16.1-20.4] 

IT= 1.9     
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La Figura 4. Muestra las proporciones de embriones vivos, muertos y malformados para 

cada concentración de PCM, CPX y sus mezclas binarias. En todos los casos, el número de 

embriones vivos disminuyó con el aumento de la concentración del fármaco. El CPX tuvo 

tasas de mortalidad más bajas. Sin embargo, las mezclas PCM-CPX mostraron las tasas más 

altas de muertes y malformaciones en comparación con los fármacos individuales. La mezcla 

M4 mostró un menos número de embriones vivos.  
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

Figura 4. Efectos sobre la supervivencia y las malformaciones de embriones de D. rerio expuestos a A) PCM, B) 
CPX y C) Mezclas binarias de PCM-CPX. Los valores son la media de tres réplicas ± SE. Diferencias 

significativas en relación con: *grupo control; ANOVA de dos vías (p<0.05). 
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10.2. Alteraciones en el desarrollo de embriones de D. rerio por PCM, CPX y su mezcla 

binaria 

La Figura 5 muestra el número de embriones que presentaron malformaciones generadas por 

la exposición a diferentes concentraciones de PCM, CPX y su mezcla. El PCM indujo nueve 

malformaciones diferentes. Retraso en la eclosión y la hipopigmentación corporal fueron las 

malformaciones más frecuentes en los embriones expuestos a cada una de las 

concentraciones de PCM evaluadas. La exposición a diferentes concentraciones de CPX 

generó 16 malformaciones diferentes. Las malformaciones craneofaciales y del saco vitelino 

fueron las más frecuentes en los embriones expuestos. Las mezclas PCM-CPX mostraron el 

mayor número de malformaciones diferentes. El retraso en la eclosión y edema pericárdico 

fueron las más frecuentes en los embriones expuestos a la mezcla binaria. La mezcla M4 

generó el mayor número de embriones con malformaciones. La mezcla M1 presentó el menor 

número de embriones con malformaciones.  
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

Figura 5. Principales malformaciones inducidas por A) PCM, B) CPX y C) Mezclas PCM-CPX en 

embriones de D. rerio. 
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10.3. Puntuación del desarrollo embrionario a diferentes tiempos y concentraciones de 

PCM, CPX y sus mezclas binarias 

La Figura 6 muestra las curvas de concentración-efecto de PCM, CPX y las cuatro mezclas 

binarias PCM-CPX, en referencia al desarrollo normal de embriones de pez cebra según la 

puntuación de Hermsen et al., 2011. En todos los casos se mostró una disminución de la 

puntuación respecto a los organismos control, debido a las diferentes alteraciones 

morfológicas presentadas. Las concentraciones de 300-1200 ugL-1 de PCM mostraron 

diferencias estadísticamente significativas con respecto al grupo control (p<0.05). En el caso 

de CPX, la concentración que mostró mayór influencia en el desarrollo embrionario fue la de 

25 ugL-1 y las concentraciones a partir de 15 ugL-1 mostraron diferencias significativas con 

respecto al grupo control (p<0.05). En el caso de las mezclas binarias de PCM-CPX, M4 fue 

la única mezcla que mostró diferencias significativas con respecto al grupo control.  
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

Figura 6. Curvas de concentración-efecto de PCM, CPX y sus mezclas binarias en embriones de D. rerio. 

Todas las concentraciones de PCM, CPX y sus mezclas fueron significativamente diferentes del grupo control 

(p<0.05). Prueba t de Student.  
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10.4. Efectos teratogénicos inducidos por PCM, CPX y sus mezclas binarias 

La Figura 7 muestra la proporción de malformaciones totales que se produjeron en cada 

concentración de PCM, CPX y sus mezclas. En PCM la mayor proporción de malformaciones 

se produjo a 450 ugL-1 y retraso en la eclosión fue la malformación más frecuente asociada 

a esta concentración. La mayor proporción de malformaciones por CPX se produjo a los 25 

ugL-1 y la malformación craneofacial fue la más frecuente asociada a esta concentración. En 

cuando a las mezclas, la mezcl M4 presentó la mayor proporción de malformaciones y 

malformación de cuerpo fue la más frecuente en esta mezcla.  
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B) 
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C) 

 

 

 

Figura 7. Proporción del número de malformaciones por concentración y principales 

malformaciones en embriones de D. rerio a la concentración crítica de A) PCM, B) CPX 

y C) Mezclas PCM-CPX. 
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*No se presentan las malformaciones inferiores al 5.0% en B) y C). 

Representación de los principales efectos teratogénicos a las 96 hpf a la concentración 

crítica de (1) PCM, (2) CPX y (3) Mezcla M4. (4) Organismos control a las 96 hpf. 

Chm = Malformación de corda; Dd= Retraso en el Desarrollo; Eh= Hermorragia en ojo; 

Hr= Retardo en la eclosión; Bh= Hipopigmentación de cuerpo; Tm= Malformación de 

cola; Ysm= Malformación de saco vitelino; Pe= Edema pericárdico; Em= Malformación 

ocular; Cm= Malformación craneofacial; Bm= Malformación de cuerpo; Wt= Sin 

formación de cola; Tm= Malformación de cola. 

 

 

10.5. Biomarcadores de oxidación celular 

La Figura 8 muestra los resultados de la oxidación celular. Los resultados de 

lipoperoxidación (LPX) se muestran en la Figura 5A. Se encontraron incrementos 

estadísticamente significativos con respecto al grupo control (p<0.05) de forma dependiente 

de la concentración. Para el PCM se observaron aumentos a las 72 y 96 hpf respectivamente, 

en comparación con el grupo control a concentraciones de: 150 ugL-1 (1.09 y 0.84 veces), 

300 ugL-1 (2.17 y 1.65 veces), 450 ugL-1 (3.24 y 2.45 veces), 600 µgL-¹ (4.32 y 3.26 veces), 

750 µgL-¹ (5.39 y 4.07 veces), 900 µgL-¹ (6.47 y 4.87 veces), 1050 µgL-¹ (7.54 y 5.68 veces) 

y 1200 µgL-¹ (8.62 y 6.49 veces). En el caso de CPX, se observó la misma tendencia, los 

aumentos de tiempos con respecto al control a las 72 y 96 hpf fueron respectivamente de 5 

µgL-¹ (0.108 y 0.334), 10 µgL-¹ (0.213 y 0.616), 15 µgL-¹ (0.319 y 0.880) , 20 µgL-¹ (0.425 

y 1.44) , 25 µgL-¹ (0.549 y 1.40) , 30 µgL-¹ (0.636 y 1.65), 35 µgL-¹ (0.745 y 1.97) y 40 µgL-

¹ (0.849 y 2.21). Finalmente, para las mezclas binarias PCM-CPX hubo una diferencia 
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significativa con respecto al grupo de control a las 72 y 96 hpf respectivamente de: M2 (3.0 

y 3.74), M3 (5.05 y 6.31), M4 (8.11 y 10.14). Los resultados de proteínas carboniladas (POX) 

se muestran en la Figura 5B. Se encontraron aumentos significativos con respecto al grupo 

de control (P < 0.05) a las 72 y 96 hpf de 1.02 y 1.23; 1,93 y 2.35; 2.83 y 3.46; 3.73 y 4.57; 

4.62 y 5.68; 5.52 y 6.78; 6.42 y 7.89; y 7.31 y 8.99 veces, respectivamente para 150, 300, 

450, 600, 750, 900, 1050 y 1200 µgL-¹ de PCM. Para CPX de 1.02 y 1.24; 1.93 y 2.34; 2.83 

y 3.45; 3.73 y 4.56; 4.62 y 5.64; 5.49 y 6.74; 6.38 y 7.84; y 7.26 y 8.92 veces respectivamente 

a 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 µgL-¹. Finalmente, para las mezclas binarias hubo diferencia 

para M2 (3.16 y 2.77 veces), M3 (5.24 y 4.58 veces) y M4 (8.34 y 7.28 veces). Los resultados 

de contenido de hidroperóxidos (HPX) se muestran en la Figura 5C. Se observaron 

incrementos a las 72 y 96 hpf respectivamente en comparación con el control para PCM a 

concentraciones de: 150 µgL-¹ (1.63 y 1.16 veces), 300 µgL-¹ (3.16 y 2.20 veces), 450 µgL-

¹ (4.70 y 3.24 veces), 600 µgL-¹ (6.23 y 4.29 veces), 750 µgL-¹ (7.76 y 5.33 veces), 900 µgL-

¹ (9.30 y 6.37 veces), 1050 µgL-¹ (9.79 y 7.41 veces) y 1200 µgL-¹ (9.87 y 8.45 veces). En 

el caso de CPX, se observó la misma tendencia, los aumentos de tiempos con respecto al 

control a las 72 y 96 hpf fueron respectivamente de 5 µgL-¹ (1.65 y 1.20), 10 µgL-¹ (3.20 y 

2.22), 15 µgL-¹ (4.74 y 3.26) , 20 µgL-¹ (6.29 y 4.31) , 25 µgL-¹ (7.81 y 5.37), 30 µgL-¹ (9.34 

y 6.41) , 35 µgL-¹ (9.42 y 7.45) y 40 µgL-¹ (9.70 y 8.49). Finalmente, para las mezclas 

binarias PCM-CPX hubo una diferencia significativa con respecto al grupo control a las 72 

y 96 hpf respectivamente de:  M2 (3.16 y 3.10) , M3 (5.28 y 5.16) , M4 (8.42 y 8.22). 
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C) 

 

Figura 8. A) Peroxidación lipídica (LPX), B) Contenido de proteínas carboniladas (PCC) y 

C) Contenido de hidroperóxidos (HPX) en embriones de pez cebra Danio rerio expuestos a 

ocho concentraciones diferentes de PCM, CPX y sus mezclas binarias a las 72 y 96 hpf. 

Los valores son la media de tres réplicas ± SE. Diferencias significativas con relación con: 

*grupo control; ANOVA de dos vías (p<0.05). 
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10.6. Biomarcadores de defensa antioxidante 

La Figura 9 muestra los resultados de la actividad antioxidante. Los resultados de la 

actividad de la superóxido dismutasa (SOD) se muestran en la Figura 6A. Se encontraron 

incrementos estadísticamente significativos con respecto al grupo control (p<0,05) de forma 

dependiente de la concentración. En el caso de PCM se observaron aumentos a las 72 y 96 

hpf con respecto al control a concentraciones de: 150 µgL-¹ (1.16 y 1.04 veces), 300 µgL-¹ 

(2.33 y 2.07 veces), 450 µgL-¹ (3.49 y 3.10 veces), 600 µgL-¹ (4.64 y 4.13 veces), 750 µgL-

¹ (5.80 y 5.15 veces), 900 µgL-¹ (6.96 y 6.18 veces), 1050 µgL-¹ (8.12 y 7.21 veces) y 1200 

µgL-¹ (9.27 y 8.23 veces). En el caso de CPX, se observó la misma tendencia, los aumentos 

de los tiempos con respecto al control a las 72 y 96 hpf fueron respectivamente 5 µgL-¹ (1.21 

y 1.05), 10 µgL-¹ (2.69 y 2.09), 15 µgL-¹ (3.58 y 3.11) , 20 µgL-¹ (4.70 y 4.15) , 25 µgL-¹ 

(5.84 y 5.17) , 30 µgL-¹ (7.0 y 6.20) , 35 µgL-¹ (8.14 y 7.22) y 40 µgL-¹ (9.29 y 8.24). 

Finalmente, para las mezclas binarias PCM-CPX hubo una diferencia significativa con 

respecto al grupo de control a las 72 y 96 hpf respectivamente de:  M2 (3.90 y 3.46) , M3 

(6.58 y 5.85) , M4 (10.57 y 9.38). Los resultados de la actividad de la catalasa (CAT) se 

muestran en la Figura 6B. Se encontraron aumentos significativos con respecto al grupo de 

control (P < 0,05) a las 72 y 96 hpf de 0.94 y 1.14; 1.86 y 2.24; 2.79 y 3.34; 3.71 y 4.44; 4.64 

y 5.54; 5.56 y 6.64; 6.49 y 7.74; y 7.41 y 8.83 veces, respectivamente para 150, 300, 450, 

600, 750, 900, 1050 y 1200 µgL-¹ de PCM. Para CPX de 1.25 y 1.14; 2.48 y 2.24; 3.72 y 

3.34; 4.95 y 4.44; 6.18 y 5.54; 7.42 y 6.64; 8.65 y 7.73; y 9.88 y 8.83 veces respectivamente 

a 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 µgL-¹. Finalmente, para las mezclas binarias hubo diferencia 
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para M2 (5.18 y 3.10 veces) , M3 (8.73 y 4.21 veces) y M4 (8.75 y 8.35 veces). Los resultados 

de la actividad de la glutatión peroxidasa (GPX) se muestran en la Figura 6C. Para el PCM 

se observaron incrementos a las 72 y 96 hpf respectivamente con respecto al control para 

PCM a concentraciones de: 150 µgL-¹ (1.46 y 1.05 veces), 300 µgL-¹ (2.92 y 2.09 veces), 

450 µgL-¹ (4.38 y 3.14 veces), 600 µgL-¹ (5.84 y 4.18 veces), 750 µgL-¹ (7.30 y 5.22 veces), 

900 µgL-¹ (8.75 y 6.26 veces), 1050 µgL-¹ (8.82 y 7.30 veces) y 1200 µgL-¹ (9.14 y 8.34 

veces). En el caso de la CPX, se observó la misma tendencia, los aumentos de tiempos con 

respecto al control a las 72 y 96 hpf fueron respectivamente 5 µgL-¹ (1.48 y 1.07), 10 µgL-¹ 

(3.19 y 2.12), 15 µgL-¹ (4.51 y 3.16) , 20 µgL-¹ (5.85 y 4.20) , 25 µgL-¹ (7.30 y 5.24), 30 

µgL-¹ (8.77 y 6.30) , 35 µgL-¹ (8.83 y 7.32) y 40 µgL-¹ (9.19 y 8.65). Finalmente, para las 

mezclas binarias PCM-CPX hubo una diferencia significativa con respecto al grupo de 

control a las 72 y 96 hpf respectivamente de:  M2 (4.38 y 3.14) , M3 (7.40 y 5.29), M4 (9.14 

y 8.49). 
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C) 

 

Figura 9. A) Actividad de la superóxido dismutasa (SOD), B) catalasa (CAT) y C) glutatión 

peroxidasa (GPX) en embriones de Danio rerio expuestos a ocho concentraciones diferentes 

de PCM, CPX y sus mezclas binarias a las 72 y 96 hpf. Los valores son la media de tres 

réplicas ± SE. Diferencias significativas en relación con: *grupo control; ANOVA de dos 

vías (p<0.05). 
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10.7. Índice de respuesta integral a los biomarcadores (IBRv2) 

La Figura 10 muestra el análisis de los biomarcadores integrados para PCM, CPX y sus 

mezclas binarias. En el caso de PCM (Figura 7A) nuestro análisis IBR indicó que a bajas 

concentraciones las enzimas antioxidantes tuvieron más influencia en los embriones que los 

biomarcadores de daño oxidativo. Sin embargo, a medida que aumentaba la concentración 

los biomarcadores de daño oxidativo (LPX y HPX) tienen más impacto en los embriones que 

las enzimas antioxidantes. En cuanto a CPX (Figura 7B), podemos observar que, 

independientemente de la concentración de este fármaco, las enzimas antioxidantes siguen 

teniendo más influencia sobre los embriones que los biomarcadores de daño oxidativo. 

Finalmente, en el caso de las mezclas binarias (PCM-CPX) (Figura 7C), podemos observar 

que al igual que el PCM, a medida que aumenta la concentración, los biomarcadores de daño 

oxidativo (HPX y POX) tienen más impacto en los embriones que las enzimas antioxidantes. 
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C) 

 

Figura 10. Análisis del índice de Respuesta Integral de Biomarcadores (IBRv2) realizado 

para evaluar los diferentes biomarcadores de estrés oxidativo mencionados anteriormente, 

para cada concentración de A) PCM, B) CPX y C) Mezclas binarias de PCM-CPX a las 72 

y 96 hpf. Cuanto mayor es el valor de IBR, mayor es el daño en el embrión.  
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11. DISCUSIÓN 

En esta investigación se evaluaron los efectos tóxicos que el PCM, CPX y su mezcla 

indujeron en los embriones de D. rerio. De acuerdo con los resultados, las concentraciones 

ambientalmente relevantes de PCM, CPX y su mezcla produjeron diferentes malformaciones 

corporales en los embriones, afectando su integridad y en consecuencia aumentando su tasa 

de mortalidad. En el caso de PCM, estudios anteriores han demostrado que 100 ugL-1 de este 

fármaco indujo la muerte del 50% de los embriones de Danio rerio, tras 96 horas de 

exposición (David & Pancharatna, 2009). Sin embargo, en nuestro estudio encontramos que 

la concentración de 1200 ugL-1 de PCM indujo la muerte del 68% de los embriones de Danio 

rerio, después de 96 horas de exposición. Estos resultados sugieren que tanto las 

concentraciones bajas como las altas de PCM, pueden aumentar la tasa de mortalidad de los 

peces, y que los embriones de Danio rerio son altamente sensibles a los contaminantes como 

el PCM.  

De acuerdo con Gutiérrez-Noya et al., 2021, la CL50 de PCM en embriones de Cyprinus 

carpio fue de 1.29 ugL-1. Además, Cedron et al., 2020, establecieron que la CL50 de PCM 

em embriones fue de 6.6 mM (997.6 mgL-1). Sin embargo, en este estudio, la CL50 de PCM 

fue de 736 ugL-1. 

Al igual que el PCM, el CPX puede inducir efectos embriotóxicos y teratogénicos en los 

peces. Zivna et al., (2016), por ejemplo, informaron que la exposición de embriones de 

Cyprinus carpio a 1000 y 3000 ugL-1 de este fármaco, provocó la muerte del 32% de los 

embriones. Por otro lado, en nuestro estudio, demostramos que el CPX alcanzó un valor de 
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CL50 de 35.4 ugL-1. Por lo que se puede sugerir que los embriones de Danio rerio son más 

sensibles a CPX que los embriones de Cyprinus carpio.  

Con respecto a la mezcla PCM-CPX observamos un aumento del número de embriones 

muertos y malformados en la mezcla 4 (1200 ugL-1 de PCM y 40 ugl-1 de CPX), alcanzando 

una tasa de malformación del 93.1%. En concordancia con nuestros resultados, Richards et 

al., (2004) informaron que la mezcla de CPX (6, 10 y 100 ugL-1) con otros fármacos como 

el ibuprofeno (6 ugL-1) y la fluoxetina (10 ugL-1) indujeron un aumento en la tasa de 

mortalidad y malformaciones del pez luna (Leopomis gibbosus).  

Nuestros resultados demostraron que diferentes concentraciones de PCM, CPX y su mezcla 

PCM-CPX indujeron diferentes malformaciones en embriones de Danio rerio. En el caso 

particular de PCM, las principales malformaciones observadas en los embriones fueron: 

malformación craneofacial, malformación ocular, edema pericárdico, malformación de saco 

vitelino, malformación de cola, retraso en la eclosión e hipopigmentación corporal. De ellas, 

las más frecuentes fueron retraso en la eclosión e hipopigmentación corporal. Estos 

resultados son consistentes con los reportados por David & Pancharatna (2009), quienes 

demostraron que el PCM (1 – 100 ugL-1) indujo diferentes malformaciones (alteraciones en 

el proceso de eclosión, alteraciones enel crecimiento y desarrollo de los embriones, e 

hipopigmentación) en embriones de Danio rerio.  

La hipopigmentación en los peces se debe a una afectación de las células responsables de la 

distribución del pigmento tanto en las células de la retina como en los melanóforos de la 

cabeza, cuerpo y saco vitelino. Según Cedron et al., 2020, el PCM (2.5 mM – 4.9 mM) puede 
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afectar a la síntesis de las células pigmentarias: melanocitos iridóforos y xantóforos que 

derivan de la cresta neural (NCC) en Danio rerio. En cuando a otras malformaciones, es bien 

sabido que PCM puede generar diferentes malformaciones en los peces debido a su capacidad 

de producir ROS. Las ROS producidas por el PCM se generan a través de la formación de 

NAPQI, durante el proceso de biotransformación de este fármaco. Las ROS incluyen el 

radical hidroxilo (OH-), el anion superóxido (02-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2), que 

modulan diferentes procesos celulares en los organismos vertebrados. Además, los ROS 

actúan como mensajeros dentro de las células y pueden inducir el crecimiento, el desarrollo 

o la muerte celular. Sin embargo, cuando los organismos se exponen a algunos agentes 

tóxicos como el PCM, la producción de ROS aumenta, provocando un daño importante en 

las células y, en consecuencia, perturbando el desarrollo normal de los embriones. Así las 

ROS producidas por el PCM pueden afectar a las células del NCC, y luego inducir varias 

anomalías corporales (desarrollo anormal de la columna vertebral, malformación de saco 

vitelino, hipopigmentación, retraso del proceso de eclosión) en los peces. 

La eclosión en los peces se produce mediante el movimiento del embrión desde las primeras 

horas de desarrollo (17 hpf). Estos movimientos surgen en la médula espinal y continuan 

hasta el desarrollo de las neuronas motoras de los nervios musculares (Brustein et al., 2003). 

Varios estudios han informado de un retraso en el proceso de eclosión inducido por PCM. 

David & Pancharatna (2009) informaron que el PCM (1, 10, 50 y 100 ugL-1) indujo un 

importante retrado en el proceso de eclosión de Danio rerio. Además, señalaron que este 

retraso en la eclosión se prolongaba hasta las 120 hpf. Del mismo modo, Xia et al., 2017 
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estableceieron que el ibuprofeno, el diclofenaco y el PCM (5-500 ugL-1) indujeron un retraso 

en el proceso de eclosión de Danio rerio, como resultado de una reducción de los 

movimientos del pez cebra durante sus primeras horas de desarrollo. De acuerdo con estos 

datos, demostramos que el PCM indujo un importante retrado en el proceso de eclosión de 

los embriones (Figura 2A). 

En cuanto al CPX, demostramos que las principales malformaciones que este fármaco indujo 

en los embriones de Danio rerio fueron la malformación de saco vitelino y malformación 

craneofacial. El saco vitelino es un compartimento único en los embriones, rico en 

fosfolipoproteínas y con propiedades que facilitan la sorción de sustancias químicas o agentes 

externos. Además, se considera la fuente de nutrientes necesarios para el desarrollo del 

embrión (Fraher et al., 2016). En la literatura se ha reportado que el CPX puede reaccionar 

con las fosfolipoproteínas y formar aductos (S-H) modificando su estructura  (Miyares et al., 

2014; He et al., 2013). 

Genes como SoxE, responsable del desarrollo normal del cuerpo, se expresan en el SNC. 

Sox9b, por ejemplo, participa en el desarrollo craneofacial, mientras que Sox10 es necesario 

para el desarrollo normal de las células pigmentarias, los ganglios espinales y las neuronas 

simpáticas, entéricas y gliales. Esto es digno de mención, ya que los ROS generados por CPX 

interrumpen las funciones de las células que forman el SNC y, por lo tanto, inducen diferentes 

malformaciones en los peces, como deformidades espinales, malformaciones del saco 

vitelino, malformaciones craneofaciales, malformaciones oculares e hipopigmentación. 

Zivna et al., 2016, por ejemplo, informaron que el CPX (100 – 3000 ugL-1) generó diferentes 
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anomalías corporales (lordosis, cifosis, malformación craneofacial, edema pericárdico, 

deformación de saco vitelino) en embriones de Cyprinus carpio, después de 6 días de 

exposición. Del mismo modo, en nuestro estudio, encontramos que los embriones de Danio 

rerio epuestos a CPX (20 – 40 ugL-1) presentaron diferentes malformaciones. Las más 

frecuentes fueron malformación craneofacial y la malformación del saco vitelino, mientras 

que las menos frecuentes fueron hipopigmentación, edema pericárdico y retraso del proceso 

de eclosión. 

PCM y CPX se prescriben simultáneamente en la práctica terapéutica habitual, lo que genera 

una interacción farmacocinética entre ambos fármacos (Issa et al., 2007). Hasta ahora, no hay 

estudios que conozcamos que describan los efectos tóxicos de la mezcla PCM-CPX en 

embriones de Danio rerio. No obstante, estudios anteriores han establecido que CPX afecta 

la farmacocinética de PCM (Issa et al., 2006, 2007). En este trabajo de investigación, los 

embriones de Danio rerio fueron expuestos a mezclas PCM-CPX, a diferentes 

concentraciones (M1 – M4). Como ya hemos dicho, decidimos utilizar esta mezcla ya que 

estos fármacos se prescriben comunmente juntos (Issa et al., 2006). Además desde el punto 

de vista medioambiental, esto es importante ya que la presencia de fármacos en medios 

acuáticos no se manifiesta en un solo tipo, sino en un grupo muy extenso de moléculas 

diferentes que son biológicamente activas y que se mezclan en diferentes concentraciones 

(Graham et al., 2013; Muramatsu et al., 2016). Las mezclas PCM-CPX (M1 – M4) obtuvieron 

tasas de mortalidad del 34.7%, 51.4%, 61.1% y 75%, respectivamente. Como puede 

observarse, las tasas de mortalidad aumentan de forma dependiente de la concentración y del 
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tiempo; por lo tanto, podemos decir que la mezcla PCM-CPX es más embriotóxica que los 

fármacos administrados de forma individual (Tabla 1).  

Las principales isoformas de CYP P450 responsables del metabolismo de la PCM son 

CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A4 (Nelson, 1995). Esto es importante, ya que el CPX es un 

potente inhibidor competitivo del CYP1A2 (Herrlin et al., 2000), por lo que podría causar un 

aumento de la concentración de PCM y NAPQI no metabolizados y, en consecuencia, inducir 

un aumento de las tasas de mortalidad y malformación (Dai & Cederbaum, 1995; Pasăre et 

al., 1979). En los seres humanos, se ha demostrado que el PCM y el CPX pueden atravesar 

la placenta y causar efectos mutagénicos cuando se administran en dosis elevadas  (Black & 

Hill, 2003; Briggs et al., 2011). Además, también se ha informado de que el PCM es capaz 

de entrar en el corion en la fase previa a la eclosión embrionaria, y en consecuencia aumentar 

su potencial para producir malformaciones en los organismos (Kim et al., 2004). Aquí, 

demostramos que la mezcla PCM-CPX generó diferentes malformaciones en embriones de 

Danio rerio, siendo la malformación corporal la más común. La malformación corporal 

podría dar lugar a otras malformaciones (edema pericárdico, retraso en el proceso de eclosión 

y/o malformación de la cola, Figura 4C) ya que desde el inicio del desarrollo embrionario el 

funcionamiento de los órganos, sistemas y vías de biotransformación podría verse afectado 

por la interacción farmacocinética de PCM y CPX. 

El estrés oxidativo es un proceso intracelular que se produce por un desequilibrio entre las 

enzimas antioxidantes y las especies oxidantes. Este proceso está estrechamente relacionado 

con el proceso de biotransformación de PCM y CPX. Así, una vez que el PCM es 
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biotransformado, se generan varias ROS, que son capaces de inducir daños en las 

biomoléculas (Gómez-Oliván et al., 2012). Del mismo modo, en el caso del CPX, se generan 

ROS en los microsomas hepáticos, tras el metabolismo de este fármaco (Wagai & Tawara, 

1992; Gürbay et al., 2001). Esto es notable, ya que en nuestro estudio, observamos que el 

PCM (150-1200 ugL-1) y la CPX (10-40 ugL-1) por sí solos aumentaron la producción de 

malondiandehido (MDA) a las 72 hpf, mientras que la mezcla PCM-CPX aumentó la 

producción de MDA a las 96 hpf (Figura 5A).  

Durante el desarrollo embrionario, la tasa relativa de oxígeno en el metabolismo fluctúa, 

provocando cambios en el estado redox de la célula (Hansen et al., 2017). Durante la 

organogénesis temprana, estos cambios podrían tener un efecto mucho más devastador en los 

embriones por dos razones. En primer lugar, porque las alteraciones del entorno reductor 

pueden provocar una disminución o el cese de la proliferación o promover la apoptosis 

(Timme-Laragy et al., 2017). En segundo lugar, porque las defensas antioxidantes durante la 

organogénesis temprana no están tan maduras como en etapas posteriores del desarrollo, y 

pueden permitir períodos más largos de desequilibrio oxidativo y alterar la señalización redox 

(Hansen et al., 2006). 

Las enzimas antioxidantes son vitales para proteger a las células del daño causado por el 

estrés oxidativo. La CAT, por ejemplo, descompone el H2O2 intramolecular en O2 y H2O, 

mientras que la GPX cataliza la reducción de los peróxidos (hidroperóxidos y peróxidos 

lipídicos) en el alcohol. Un aumento en la actividad de la CAT puede ser el resulato de los 

altos niveles de H2O2, generados durante la biotransformación de la PCM (Bruno Nunes et 
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al., 2014; Ramos et al., 2014; Nogueira et al., 2019). Según nuestros resultados, el PCM (300-

1200 ugL-1), CPX (10-40 ugL-1) y la mezcla PCM-CPX (M2-M4) aumentaron la actividad 

de la CAT en embriones de Danio rerio a las 72 y 96 hpf (Figura 6B). De manera similar, 

Zivna et al., (2016) revelaron que la CPX en concentraciones ambientalmente relevantes (1 

ugL -1, 100 ugL-1, 500 ugL-1, 1000 ugL-1, 3000 ugL-1) indujo un aumento en la actividad 

de CAT y GPX en embriones de Cyprinus carpio.  

Uno de los principales objetivos de las ROS en la oxidación reversible de las cisteínas, lo que 

conduce a la formación de enlaces disulfuro que modulan la conformación y la actividad de 

las proteínas. El principal producto de la actividad de NOX es el O2., que es tranformado 

inmediatamente y en gran medida en H2O por una enzima llamada superóxido dismutasa 

(SOD) (Bedard & Krause, 2007; Brandes et al., 2014). A lo largo de nuestro estudio, 

demostramos que la actividad de la SOD aumentó en embriones de Danio rerio, después de 

una exposición a PCM (300-1200 ugL-1), CPX (10-40 ugL-1) y la mezcla PCM-CPX (M2-

M4) (Figura 6A). De acuerdo con nuestros resultados, Guiloski et al., (2017) y Gürbay et 

al., (2001). Encontraron que las enzimas antioxidantes, SOD y GPX, aumentaron su actividad 

en el pez macho Rhamdia quelen después de una exposición a PCM. En conjunto, estos 

resultados sugieren que tanto el PCM y CPX, así como su mezcla, aumentan la producción 

de ROS y la actividad de la enzima entioxidante SOD.  

La oxidación del glutatión reducido a disulfuro de glutatión es catalizada por la GPX. El 

glutatión reducido en muy importante para el correcto progreso de las reacciones catalizadas 

por GPX y la glutation S-transferasa (GST). La glutatión reductasa (GR) es una enzima que 
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promueve la conversión del disulfuro de glutatión en glutation reducido (Di Giulio & Hinton, 

2008). GST es un grupo de enzimas de bioransformación que catalizan la conjugación de 

xenobióticos y sustancias endógenas con el glutatión, durante las fases de biotransformación 

de la fase II. Además, estas enzimas también protegen a las células contra en daño del estrés 

oxidativo y los efectos tóxicos de una amplia gama de sustancias químicas (Chambers, 1987; 

Di Giulio & Hinton, 2008). Dado que encontramos una mayor actividad de GPX en todos los 

grupos de tratamiento (PCM, CPX y su mezcla), sugerimos que estos resultados se deben al 

colapso gradual de la vía enzimática GST. De acuerdo con nuestros resultados, Zivna et al., 

(2016) encontraron que concentraciones ambientalmente relevantes de CPX aumentaron la 

actividad de GPX en embriones de Cyprinus carpio. De manera similar, Nogueira et al., 

(2019) también reportaron que la exposición de embriones de Danio rerio a CPX, produjo un 

incremento importante en la actividad de GPX.  

Nuestro análisis IBR demostró que PCM, CPX y su mezcla, pueden inducir un daño 

importante en los embriones de Danio rerio, como resultado de un aumento importante de 

los biomarcadores de daño oxidativo (LPX y HPX). Además, se confirma que a pesar de la 

actividad antioxidante de SOD, CAT, GPX, los biomarcadores de daño oxidativo siguen 

teniendo una importante influencia sobre los embriones. Esto puede explicarse debido a la 

mayor producción de ROS a través de la biotransformación de PCM y CPX.  
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12. CONCLUSIONES 

Este estudio proporcionó información sobre los efectos embriotóxicos, teratogénicos y de 

estrés oxidativo de dos productos farmacéuticos PCM, CPX, así como sus mezclas PCM-

CPX. El paracetamol, ciprofloxacina y sus mezclas indujeron diferentes alteraciones 

morfológicas en los embriones, afectando a la integridad de los organismos y, en 

consecuencia, provocando su muerte. Además, también demostramos que los efectos 

teratogénicos y embriotóxicos que ambos fármacos indujeron en los embriones de D. rerio 

han sido el resultado de la respuesta de estrés oxidativo generada por cada fármaco. Por lo 

tanto, se puede concluir que la presencia de estos fármacos puede ser perjudicial para las 

especies acuáticas. En general, nuestros resultados, contribuyen a comprender mejor los 

efectos tóxicos de los productos farmacéuticos, individualmente y en mezcla. 

 

13. PERSPECTIVAS 

Actualmente la contamiancion ambiental por sustancias emergentes es un problema a nivel 

mundial, la contaminación de ambientes acuáticos es uno de los más afectados por estas 

sustancias, por ello es importante el estudio de los efectos nocivos que estos contaminantes 

pueden ocasionar sobre los diferentes organismos que en ellos habitan. Y de esta manera 

ampliar el conocimiento de los efectos que también pudieran ocasionar a los humanos. 

La evidencia de los efectos nocivos por sustancias emergentes sobre las especies acuáticas 

va en crecimiento, esto podría ayudar a su futura regulación, desde el tratamiento de las aguas 
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residuales, municipales e industriales hasta su presencia en ambientes acuáticos naturales 

como ríos, lagos y mares.  

Es por ello la importancia del desarrollo de investigaciones que traten acerca de los efectos 

toxicos, tal es el caso de esta investigación y de esta manera contribuir en el campo de 

exploración acerca de la toxicología ambiental. 
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15. ANEXOS 

Este trabajo doctoral generó los siguientes productos:  
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15.1. Estancia internacional en el Instituto de Diagnóstico Ambiental y Estudios del Agua 

(IDAEA), Barcelona, España, donde se produjeron dos artículos de colaboración: 

15.1.1. Glyphosate targets fish monoaminergic systems leading to oxidative stress 

and anxiety. 
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15.1.2. Androgenic activation, impairment of the monoaminergic system and altered 

behavior in zebrafish larvae exposed to environmental concentrations of 

fenitrothion. 
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15.2. Artículo producto de esta investigación: 

 

 

 

 

 

 


