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Resumen



En los ultimos afios los casos de enfermedades ocasionadas por hongos han ido en
incremento; para el tratamiento de estos padecimientos se empezaron a utilizar antimicéticos
con actividad antifungica que mediante diferentes mecanismos de accidon ocasionando el
crecimiento o incluso la muerte de hongos. El primer medicamento utilizado anfotericina B
en la década de los 50 y a partir de la década de los 80 se descubren los azoles. El fluconazol
es un antimicotico del grupo azol usado de primera linea para el tratamiento de enfermedades
por micosis no filamentosos. Este farmaco no cuenta con una regulacion en su uso ya que no
necesita receta médica y es de facil acceso lo que ocasiona que se obtenga de manera sencilla
ocasionando un uso irresponsable teniendo como consecuencia la presencia de este

antifingico en diferentes matrices acuaticas.

En un inicio se creia que la presencia de este farmaco en diferentes matrices acuaticas no
ocasionaba efectos nocivos en el ambiente, pero recientes estudios han ido demostrando lo
contrario a tal punto que en la década pasada fue incorporado al grupo de contaminantes
emergentes poniéndolo en la mira para ser candidato a una futura regulacion. Aunque haya
pocos estudios que reportan la toxicidad de este farmaco, existen evidencias cientificas de
que puede afectar al sistema endocrino en organismos acuaticos y afectar el desarrollo en
plantas, sin dejar a un lado le problema de los diferentes mecanismos que han ido
desarrollando los microorganismos que permite ser mas resistente ante la presencia no solo
de antimicoéticos sino de una variedad de fairmacos. El presente estudio tiene como objetivo
evaluar las alteraciones al desarrollo embrionario y los efectos teratogénicos inducidos por
fluconazol (FCZ) a concentraciones ambientalmente relevantes sobre embriones de Danio
rerioa 12,24, 48,72 y 96 hpf. En cada uno de los tiempos se pretende identificar y cuantificar
las malformaciones que se presenten durante del desarrollo de los organismos expuestos a
fluconazol, ademads se calculara el indice teratogénico para determinar si el compuesto es

teratogénico o embrioletal para la vida de esta especie en los cuerpos de agua.

Ademas de realizar un estudio que permita refutar que este antimicdtico puede generar
efectos toxicos entre los que destaca dafio al ADN (4cido desoxirribonucleico), alteraciones

al desarrollo embrionario y estrés oxidativo en Danio rerio.

Abstract



In recent years the cases of diseases caused by fungi have been increasing; For the treatment
of these conditions, antimycotics with antifungal activity began to be used, which through
different mechanisms of action causing the growth or even death of fungi. The first drug used
amphotericin B in the 1950s and from the 1980s the azoles were discovered. Fluconazole is
an azole group antifungal used first line for the treatment of non-filamentous mycoses. This
drug does not have a regulation in its use since it does not need a prescription and it is easily
accessible, which means that it is obtained in a simple way, causing irresponsible use,

resulting in the presence of this antifungal in different aquatic matrices.

Initially, it was believed that the presence of this drug in different aquatic matrices did not
cause harmful effects on the environment, but recent studies have shown the opposite to such
an extent that in the past decade it was incorporated into the group of emerging contaminants,
putting it in the spotlight. to be a candidate for a future regulation. Although there are few
studies that report the toxicity of this drug, there is scientific evidence that it can affect the
endocrine system in aquatic organisms and affect development in plants, without leaving
aside the problem of the different mechanisms that the microorganisms that have been
developing have been developing. It allows to be more resistant in the presence not only of
antimycotics but also of a variety of drugs. The objective of this study is to evaluate the
alterations to embryonic development and the teratogenic effects induced by fluconazole
(FCZ) at environmentally relevant concentrations on Danio rerio embryos at 12, 24, 48, 72
and 96 hpf. In each of the times it is intended to identify and quantify the malformations that
occur during the development of the organisms exposed to fluconazole, in addition the
teratogenic index will be calculated to determine if the compound is teratogenic or

embryolethal for the life of this species in the bodies. of water.

In addition to carrying out a study to refute that this antimycotic can generate toxic effects,
among which DNA damage, alterations to embryonic development and oxidative stress in

Danio rerio stand out.

1. Introduccién



De toda la variedad de productos farmacéuticos, los antimicoticos son uno de los grupos mas
empleados, debido a que estos tienen un amplio uso, que va desde el tratamiento de
enfermedades en humanos y animales para para hacerle frente a algunas plagas ocasionadas
por micosis en area agricola (Liu et al, 2018; Carvalho., 2016). Estudios han reportado que
los antimicdticos mas usados mas usados son anfotericina B y los azoles, siendo los segundos
que se dividen en dos grupos: Imidazoles y Triazoles (Goodman & Gilman., 2007). La
estructura de los azoles es muy parecida y consiste en la composicion de un anillo
heterociclico aromatico de una estructura similar al 1,3-ciclopentadieno, pero en el que
algunos de los atomos de carbono son sustituidos por 4&tomos de nitrégeno u otro elemento
distinto del carbono, esta estructura le permite inhibir el citocromo P450 de las células
fingicas, ocasionando una alteracion en el empacamiento de las cadenas acilo de fosfolipidos
y, con ello, alteran las funciones de algunos sistemas enzimaticos de la membrana, como
trifosfatasa de adenosina y enzimas del sistema del transporte electronico y de esta manera
inhibir la proliferacion de los hongos (Flores et al., 2008; Peng et al., 2012; Westlund &
Yargeau., 2017; De Assis et al., 2018). En el grupo de los azoles, se encuentra fluconazol,
antimicotico de primera linea usada para el tratamiento de enfermedades por micosis, en
Estados Unidos ocupo el puesto nimero 133 con mas prescripciones llegando a 5 millones
de estas. Fluconazol ha mostrado ser efectivo contra: C. immitis, C. neoformans y P.
brasiliensis. Coccidioidomicosis y hongos no filamentosos y carece de actividad frente a
Aspergillus Fusarium spp., Scedosporium spp. y Penicillium spp (Goodman & Gilman.,
2007; Mediavilla et al., 2008; Assress et al., (2019)).

El amplio uso médico y veterinario FCZ permite que este compuesto llegue a los cuerpos de
agua, a través de descargas municipales, hospitalarias e industriales. Esto puede ser demostrado
en los diversos reportes que hay en la literatura acerca de su ocurrencia, por ejemplo, Kahle et al.,
(2008) report6 una concentracién de 10y 100 ng L' de FCZ en muestras de aguas residuales
de la depuradora municipal ubicada en Zurich y superficies de varios lagos en la region de
Swiss Midland., Suiza respectivamente. Huang et al., (2013) en agua del Rio Perla
encontraron una variedad de farmacos antimicoticos, siendo la concentracion de FCZ mas
alta 109.6 ng L. En Espafia se reportaron concentraciones en muestras de efluentes con un
rango de 20-93 ng L' y en influentes de 37-95 ng L' (Casado et al., 2014). Assress et al.,

(2019) recolectaron muestras de aguas residuales de una planta de tratamiento de aguas



residuales en Pretoria, Sudafrica, donde se encontraron concentraciones de FCZ de 302.38
ng L!. No solo existen estudios de ocurrencia, sino que también se han realizado estudios
toxicologicos en organismos para determinar qué efectos tiene FCZ en organismos
acuaticos, por ejemplo, que en el organismo Pseudokirchneriella subcapitata se reportd que
fluconazol puede ocasionar inhibicidon de crecimiento del organismo a concentraciones de
10 y 15 uM (Chen et al., 2014), en otro trabajo, se determiné que la CEso de fluconazol en
Daphnia magna correspondia a 2 766.423 ng L', utilizando como bioindicador la

inmovilizaciéon del organismo (Chen & Ying; 2015)

La generacion de estrés oxidativo inducido por FCZ ya ha sido demostrada en algunos estudios, Zhu
et al., (2014) demostraron que 0,2 mg L' de FCZ aumentaron significativamente los niveles
enzimaticos de SOD y glutation s-transferasa en embriones de Gobiocypris rarus. Ademas,
varios otros estudios han indicado que FCZ indujo ROS en diferentes hongos (Peng et

al.,2018; Marotta & Tiboni., 2010)

2. Antecedentes

2.1.Agua

Se sabe que la importancia del agua es infinita, ya que de ahi se origind la vida como la
conocemos hoy en dia y dada a sus propiedades fisicoquimicas unicas no existe sustituto en
la actualidad y se desconoce alguna forma de vida que no dependa de ella (SOBRESCOPIO.,
2019). Ademas, el agua tiene un papel importante para la realizacion de varias actividades
antropogénicas (Figura 1), segiin en el Informe Mundial de las Naciones Unidas sobre el
Desarrollo de los Recursos Hidricos 2021 (UNESCO., 2021) en la actualidad, la agricultura
ocupa el 69% del agua extraida a nivel mundial, siendo el riego la actividad mas agua usa,
seguidas de la ganaderia y acuicultura. La industria es la segunda actividad (incluyendo la
energia y generacion de energia) con un 19%, mientras que los municipios son responsables

del 12% restante (UNESCO., 2021).
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Figura 1: Uso del agua en diferentes actividades antropogénicas en el mundo en los tltimos 100 afios.
Fuente UNESCO., 2021

En México, el uso del agua se distribuye de la siguiente manera, la agricultura usa el 76.3 %
de toda el agua que se extrae de acuiferos, rios y lagos, comparado con un 9.1 % por parte de
la industria y un 14.6 % que es utilizado para uso de los municipios segiin la SEMARNAT.,
(2015).

En la actualidad la calidad del agua se ha visto severamente afectada debido a la presencia
de productos quimicos o biologicos ajenos de estos reservorios de agua (Diaz & Gomez.,

2013).

2.2.Contaminacion

De acuerdo con la SEMARNAT., (2015), la contaminacion se define como la presencia de
energia o materia cuya naturaleza, ubicacion o cantidad produce efectos negativos en el
ambiente. Otro término termino aceptado es que es un cambio inducido por el ser humano a
la integridad ambiental, ya sea fisica, bioldgica o quimica, mediante la introduccion directa

o indirecta de agentes ajenos al mismo, lo cual ocasiona efectos nocivos en los ecosistemas,



asi como es la salud ambiental y también publica, ya que dificulta la provision de recursos

de buena calidad para el bienestar de éstos (Quintero., 2017).

2.2.1 Contaminacion del agua

Los niveles de contaminacion en cuerpos acuaticos han tenido un incremento alarmante
debido a las actividades antropogénicas representando un problema ambiental para el mundo
(Alloway & Ayres, 1993). Como se menciond anteriormente, la contaminacion es la adicion
de cualquier sustancia al agua en cantidad suficiente para producir dafio alguno a la flora 'y

fauna, debido a causas naturales o actividades antropogénicas (SAGAN., 2007).

La contaminacion del agua es la introduccion de materia o de determinadas condiciones sobre
el agua, de manera directa o indirecta, teniendo como consecuencia la alteracion de la calidad
de ésta, en relacion con sus usos posteriores y a sus servicios ambientales (Diaz & Gomez.,
2013). La contaminacion del agua se puede producir por varios factores, entre ellas tenemos
a los microorganismos patogenos, desechos organicos, sustancias quimicas inorganicas,
nutrientes vegetales inorganicos, compuestos organicos, sedimentos y materiales

suspendidos, sustancias radiactivas.

Se estima que el 80% de las aguas residuales industriales son lanzadas a los cuerpos de agua
sin ningun tipo de tratamiento para su purificacion provocando un deterioro en la calidad de

agua (UNESCO., 2017).

En los ultimos afios, el incremento demografico sumado a las actividades del ser humano ha
dado origen a una gran variedad de contaminantes que afectan la calidad del agua y a los

organismos que dependen de esta (Diaz & Gomez., 2013).

2.2.2 Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes son compuestos de los cuales se sabe poco o nada sobre su
presencia e impacto en los diferentes compartimentos ambientales, razon por la cual y a su

vez consecuencia de que no hayan sido regulados, y de que la disponibilidad actual de



métodos para su analisis sea nula o limitada. Otra particularidad de estos compuestos es que,
debido a su elevada produccién y consumo, y a la continua introduccion de estos en el
ambiente, no necesitan ser persistentes para ocasionar efectos negativos (Damia & Lopez de

Alda., 2018).

Debido a que los contaminantes emergentes se encuentran en concentraciones bajas se creia
que eran inocuos, pero estudios recientes han evidenciado que dichos contaminantes
presentan efectos significativos sobre los organismos acudticos, alterando al sistema
endocrino y bloqueando o perturbando las funciones hormonales, ya sea que actien de
manera individual, en combinacién con otros compuestos o bien, por sus metabolitos, los

cuales suelen ser compuestos mucho mas toxicos (Garcia et al., 2012; Gil et al., 2012).

Otras caracteristicas de estos contaminantes es que no estan regulados y pueden ser
candidatos para la regulacion futura dependiendo de la investigacion sobre sus potenciales
efectos al ambiente y a la salud y datos de monitoreo con respecto a su ocurrencia (Hernandez
et al., 2019). Otra caracteristica de estos contaminantes es que debido a su creciente

produccion y consumo se van acumulando mas en el ambiente (Ortega & Ramirez., 2017).

Los contaminantes emergentes tienen diferentes fuentes de origen, como lo son: aguas
residuales de tipo doméstico e industrial, residuos de las plantas de tratamiento, efluentes
hospitalarios y tanques sépticos, otra formas en que estos contaminantes pueden llegar a
cuerpos acuaticos es a través de la lixiviacion y la escorrentia de las explotaciones ganaderas
y/o acuicolas, también a través de la utilizacion de estiércol y purines a las tierras agricolas

llegando como aguas residuales a plantas de tratamiento (OCDE, 2012).

En dichas aguas residuales se encuentran un gran nimero de componentes, algunos de los
cuales, las plantas de tratamiento convencionales no estan disefiadas para eliminar, y se han
encontrado en diferentes concentraciones en las aguas superficiales, cuyos efectos
ambientales han sido determinados, sin embargo, el perfil toxicoldgico se debe de ampliar

(Gil et al., 2012).



2.2.3. Tipos de contaminantes emergentes

Existen diferentes tipos de contaminantes emergentes (Figura 2), en el 2016 se identificaron
cerca de 700 tipos de contaminantes emergentes y metabolitos en cuerpos acuaticos en
Europa, los mas comunes son: los plaguicidas, productos de cuidado personal (desodorantes,
jabones, dentifricos), aditivos industriales, los productos perfluorados, nanoparticulas,

microplasticos y de tipo farmacéutico (Gil et al., 2012; Norman., 2016).

Aditivos de Retardantes de
Plasticos llama

Productos de
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I\ AN AN A AN AN |

Figura 2: Los contaminantes emergentes mas importantes

2.2.4. Legislacion de los contaminantes emergentes

LA situacion actual relacionada a la regulacion de contaminantes emergentes ha ido en
incremento en los Ultimos afios, mas y mas compuestos han sido regulados, pero por el otro
lado atin quedan otros que no han sido regulados, debido a la brecha entre estos datos y el
marco regulatorio de estas sustancias. Una posibilidad es que se deba a la escasez de
informacion que cuantifique los riegos que conlleva una exposicion a mediano y largo de
estos contaminantes, ya sea de manera individual y/o sus metabolitos en los ecosistemas

(Santos et al., 2010).

La situacidon en el mundo con respecto a la regulacion de estos contaminantes en diferente,
en Estados Unidos la Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA, por sus siglas en inglés),
publica afio con afio la lista de los contaminantes emergentes que seran candidatos a alguna

futura normalizacion (USEPA., 2011). Por otro lado, la FDA es la encargada de regular en



ese mismo pais todo lo relacionado a compuestos farmacéuticos, incluyendo los

antimicoticos (Santos et al., 2010; Gil et al., 2012).

En México, cerca del 70% de los cuerpos de agua presentan alglin tipo de contaminacion,
seglin varias investigaciones, se han hallado la presencia de diferentes contaminantes
emergentes, como productos de uso cotidiano, organicos e incluso de tipo farmaco, siendo
los ultimos hallados en aguas residuales en la ciudad de Morelia, Michoacén (Robledo-
Zacarias et al, 2016; CONAGUA., 2017).

Aunque exista un bajo registro sobre la presencia de mezclas complejas de contaminantes
emergentes no regulados en aguas residuales mexicanas (Robledo-Zacarias et al., 2016), uno
de los problemas mas grandes que enfrente México es que no cuenta con una normatividad
especifica para el tratamiento de dichos contaminantes, y las pocas normas (tabla 1) que
existen no estan actualizadas para frente a este problema en la actualidad, ya que los sistemas
de tratamiento de aguas residuales que operan no fueron disefiados para depurar solidos,
materia organica disuelta y nutrientes, por lo que varios productos o compuestos tdxicos
pasan el proceso de tratamiento con poca o nula modificacion en su concentracion

(SEMARNAT., 1996; Robledo-Zacarias et al., 2016).

Tabla 1: Normas relacionadas con el tratamiento de aguas residuales en México (Informacioén obtenida de:
https://www.semarnat.gob.mx/gobmx/biblioteca/nmx.html)

Norma Descripcion Aifio de entrada en

vigor

NOM-001-SEMARNAT-1996 | Limites = Maximos permisibles de | 06 de enero de 1997

contaminantes en descargas de aguas

residuales y bienes nacionales

NOM-002-SEMARNAT-1996 | Limites mdaximos  permisibles de | 03 de junio de 1998

contaminantes en descargas de aguas
residuales a los sistemas de alcantarillado

municipal o urbano



https://www.semarnat.gob.mx/gobmx/biblioteca/nmx.html

NOM-003-SEMARNAT-1997

Limites maximos permisibles de
contaminantes de aguas residuales que

sean reusables para uso publico

21 de septiembre de
1998

NOM-014-CONAGUA-2003

Establecer los requisitos que deben
cumplir: la calidad del agua, la operacion
y el monitoreo utilizados en los sistemas
de recarga artificial de acuiferos con agua

residual tratada.

18 de agosto del 2009

NOM-179-SSA1-1998

Establecer los requisitos y
especificaciones que deberan observarse
en las actividades de control de la calidad

del agua para uso y consumo humano

24 de septiembre de
2001

2.3. Fuentes de contaminacion a cuerpos acuaticos

Se ha descubierto que tanto las aguas superficiales como las subterraneas contienen

contaminantes emergentes. Algunos investigadores han descubierto que la presencia de

algunos productos de uso cotidiano y productos farmacéuticos en las aguas superficiales. La

variabilidad se debe a factores como la frecuencia de uso y las dosis en diferentes regiones,

y la efectividad de las plantas de tratamiento (Munthe et al., 2017). Ademas, el tipo de fuente

influye en el grado de exposicion y en las propiedades de la sustancia (Stefanakis et al.,

2015). La Figura 3 muestra las fuentes y las posibles rutas de los contaminantes emergentes

liberados a la atmosfera y disueltos en varios receptores.
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Figura 3: Fuentes y rutas potenciales de los contaminantes emergentes en el medio acuatico (traducido)
(Arman et al., 2021)

También en otras investigaciones cientificas se ha mostrado que los efluentes e influentes es
una de las principales vias de entrada de los productos farmacéuticos en el ambiente acuatico
(Luja-Mondragon et al., 2019). Dichas vias de entrada estan influenciadas por dos factores:
1) el mecanismo de entrada, 2) por las propiedades fisicoquimicas de los contaminantes

(Sanganyado & Kajau., 2022).

También tenemos que existen dos tipos de contaminacidn acuéatica:



e (Contaminacion de fuente puntual: los contaminantes emergentes tienen un punto
unico de descarga, por lo que los efluentes industriales, municipales, acuicolas y
de operaciones concentradas de alimentacion animal entrarian son algunos
ejemplos descarga directa de contaminantes emergentes en los sistemas acudticos

(Sanganyado & Kajau., 2022).

e Contaminacion de fuente difusa o no puntual: que es lo opuesto, ya que ocurre
cuando los contaminantes ingresan al medio ambiente a través de fuentes difusas.
Algunos ejemplos de contaminacion de fuentes no puntuales incluyen la
escorrentia agricola, la deposicion aérea, las filtraciones, los lixiviados de

vertederos y las emisiones de vehiculos (Sanganyado & Kajau., 2022).

La contaminacion de fuentes puntuales es mas facil de monitorear y regular en comparacion
con la contaminacion de fuentes difusas (Malkoske ef al., 2016). Comprender el transporte
de contaminantes en los sistemas acuaticos es esencial para el desarrollo de estrategias

efectivas de mitigacion y monitoreo de la contaminacioén acudtica.

Otro tipo de vias por la que los contaminantes emergentes (ligeros y volatiles obtenidos por
la combustion la deposicion los gases de combustion industriales y la fumigacion con
plaguicidas) pueden llegar a cuerpos acuaticos. La deposicion atmosférica estd involucrada
con el movimiento de contaminantes emergentes de la atmoésfera directamente a los
ambientes acuaticos. Un flujo de contaminantes en la atmosfera puede ser via deposicion

seca 0 himeda (Sanganyado & Kajau., 2022).

Una deposicion hiimeda implica la deposicion de particulas o particulas disueltas en un
penacho aéreo después de la precipitacion. Por el contrario, la deposicion seca ocurre cuando
las particulas de la pluma aérea se asientan en ambientes acudticos debido a la gravedad

(Sanganyado & Kajau., 2022).

2.3.1. Contaminacion acudtica por farmacos



En los ultimos afios la preocupacion por la contaminacion ocasionada por productos de tipo
farmacéutico ha ido en aumento. Las vias principales de productos farmacéuticos en el medio
ambiente son a través de la excrecion humana, la eliminacion de los productos no utilizados
(de manera irresponsable) y por el uso agricola y ganadero (Gil et al., 2012). Una amplia
gama de productos farmacéuticos (véase Tabla 2) se ha detectado en aguas superficiales y

subterraneas de varios paises en el mundo.

Tabla 2: Paises con presencia de compuestos farmacéuticos como contaminantes en muestras acuaticas

Compuesto Concentracion
Pais Referencia
farmacéutico (ng L)
Acemetacina 5
Acetaminoféno 2.8
Antipirina 8.3 _ _
Japon o (Simazaki., 2015)
Aspirina 6
Diclofenaco 2.5
Diflunisal 2
propiconazol 17,6-4493,1
pimetrozina 1.3-260.8 )
Malasia (Elfikrie et al., 2020)
Imidacloprid 4,6-57,7
Tebuconazol 4,0-512,1
Carbamazepina 41,6
Oxazepam 57
paracetamol 71 ' '
Francia Galindo-Miranda et al., 2019)
Atenolol 34
Roxitromicina 18.1
Acido salicilico | 29,0
Estados Sulfametoxazol 113 .
) (Schaider et al., 2018)
Unidos Fenitoina 66
Carbamazepina 601
Canada (Kleywegt et al., 2012)
Eritromicina 155




Lincomicina 1413
Roxitromicina 41
Acetaminofén 15.2

China Antipirina 3.8 (Lin et al., 2016)
Carbamazepina 0,8
Benzotriazol 16

Espaiia (Esteban et al., 2014)
Morfina 75 (Jurado et al., 2017)
Clindamicina 35.7

Bangladesh | Lincomicina 115.3 (Angeles et al., 2019)
Metronidazol 276.9-332.1
Ibuprofeno
Naproxeno
Ketoprofeno
Tetraciclina (Cruz-Esteban et al., 2014)
Ampicilina 3100

México Clonazepam 75 840 (Navarro et al., 2014)
Lormetazepam 11 680
Secobarbital
Paracetamol
Lidocaina
Entre otros

Hay wvarios factores que estdn involucrados en la manera en que un contaminante
farmacéutico llega a cuerpos acuaticos, como sus propiedades fisicoquimicas de los mismos,
los componentes del suelo, entre otros, y dichos estos factores pueden intervenir en como
estos compuestos puede llegar a alcanzar las aguas subterraneas y contaminar los acuiferos
o acumularse en el suelo pudiendo afectar de manera negativa al ecosistema y a los humanos

u organismos que dependen del agua a través de la cadena trofica (Gil ef al., 2012).



Cabe mencionar que los productos farmacéuticos son un grupo diverso de compuestos que
son ubicuos en los sistemas acudticos. Estos se consideran pseudopersistentes y porque, a
pesar de que tienen vidas medias cortas (dias a meses) en matrices acudticas, los productos
farmacéuticos se descargan de manera continua en el medio ambiente, lo que los vuelve
persistentes (Sanganyado et al., 2017). A pesar de que sean contaminantes puntuales, es
decir, sean monitoreados y regulados, aun no se han logrado erradican completamente en

plantas de tratamientos.

2.3.2. Farmacos

Como ya se cito en el apartado anterior, los contaminantes emergentes de tipo farmaco son
de especie de interés debido a que este grupo de compuestos fueron disefiados para tener
actividades intrinsecas per se. Estos productos farmacéuticos representan un riesgo ambiental
debido a su amplio uso hospitalario, veterinario, agricola e industrial y a sus productos de
transformacion en el ambiente, lo que provoca toxicidad en los componentes vivos de los

ecosistemas (Jiménez., 2011).

Existen una gran variedad de farmacos con diferentes funciones: antibidticos, analgésicos,

antidepresivos, relajantes musculas, antivirales, antimicdticos, entre otros (Flores et al.,

2008)
2.3.3. Antimicoticos
Los antimicoticos son una serie de compuestos que se usan ampliamente en el mundo para

el tratamiento de enfermedades ocasionado por hongos en humanos, animales o como

pesticidas (Liu ef al, 2018; Carvalho., 2016).

En los ultimos anos ha habido un incremento en el nimero de casos de infecciones de

producidas por hongos. Esto se debe fundamentalmente a 3 factores:

a) al uso creciente de farmacos inmunosupresores en el tratamiento del cancer y en la

prevencion del rechazo en los trasplantes de 6rganos.

b) la existencia de enfermedad asociada a déficit inmunitario (SIDA).



¢) el uso de antibidticos de amplio espectro durante periodos prolongados (Mediavilla et al.,

2008).

Se tiene registro que los primeros usos de farmacos antimicoticos para el tratamiento de
enfermedades por micosis se remontan al afio 1955 con el desarrollo de anfotericina B, la
principal limitante de este farmaco es la nefrotoxicidad, por lo que se busco variantes de
Anfotericina B menos impactantes para el organismo (anfotericina B de dispersion coloidal,
la anfotericina B liposomal y la anfotericina B complejo lipidico) y a la vez, el desarrollo de
nuevos antimicoticos (Figura 4) para el combate de estas enfermedades (Gregori-Valdés.,

2005; Catalan & Montejo., 2006)
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Figura 4: Evolucion cronolodgica de los antimicéticos (Catalan & Montejo., 2006)

Se cree que pueden llegar a existir mds de un millon de especies de hongos y que solo se
tienen registro de 200 000 en la actualidad. Los miembros de este reino son variables y
comprenden levaduras, mohos, hongos, zetas, los patdégenos, ejemplo, 4 fumigatus y C.
albicans, y una de las més famosas, la fuente de la penicilina, Penicillum chrysogenum.
Afortunadamente, hasta ahora solo se tiene registro de que cerca de 400 hongos producen
enfermedad en los animales y un poco menos son causantes de enfermedades importantes en
humanos. Sin embargo, el nimero de casos de enfermedades ocasionadas por micosis han
ido en aumento: un ejemplo son los pacientes con SIDA y los que sufren alteraciones del
sistema inmunitario son susceptibles a las infecciones micoticas (Goodman & Gilman.,

2007., Castro et al., 2016; Singulani et al., 2019). Para hacerle frente a los patdgenos



nicoticos, se utilizan una seria de farmacos antimicoticos cuyo mecanismo de accion, inhibe

o mata al hongo (Goodman & Gilman., 2007).

Actualmente, existen varios grupos de farmacos antifingicos para uso clinico, clasificados
con base en su estructura quimica (Figura 5): polienos, alilaminas, lipopéptidos, pirimidinas,
Ionoforos, giseofulvinas, formadores de canales y azoles (Ruiz-Vicente & Moreno-Guillén.,

2006; Mendoza-Patino., 2008; Miguel et al., 2007).
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Figura 5: Clasificacion de los antimicoticos por su estructura quimica



2.3.3.1. Demanda econémica global de antimicoticos

La demanda de los antimicoticos es una de las mas grandes dentro de los firmacos. Se espera
que el mercado mundial de antifiingicos crezca 13.710 millones de doélares en 2025 con una
tasa de crecimiento anual compuesta (por sus siglas en ingles CAGR) del 7,4 % (Informacion
obtenida de la pagina https://www.researchandmarkets.com/reports/5319159/antifungals-
globalmarketreport2021covid19?utm_source=BW&utm medium=PressRelease&utm code
=rgkpft&utm_campaign=1576257++Antifungals+Global+Market+Report+2021%3a+Echi

nocandins%?2c+Azoles%2c+Polyenes%2c+Allylamines++COVID19+Impact+and+Recove

ry+to+2030&utm_exec=chdo54prd)

2.3.4. Azoles

Los antimicéticos azdlicos se dividen en dos grupos (Tabla 3): los imidazoles y los triazoles.
Ambos grupos comparten el mismo espectro y mecanismo de accion contra los hongos. Pero
se diferencian en que los triazoles sistémicos se metabolizan con mayor lentitud y tienen
menor efecto en la sintesis de esteroles en el ser humano, en comparacion a los imidazoles

(Goodman & Gilman., 2007).

Tabla 3: Imidazoles y Triazoles mas usados en Estados Unidos (Goodman & Gilman., 2007).

Imidazoles Triazoles
Otrimazol Terconazol
Miconazol Itraconazol
Cetoconazol Fluconazol
Econazol Voriconazol
Sertaconazol Posaconazol
Butoconazol

Sulconazol

Oxiconazol



https://www.researchandmarkets.com/reports/5319159/antifungals-globalmarketreport2021covid19?utm_source=BW&utm_medium=PressRelease&utm_code=rqkpft&utm_campaign=1576257++Antifungals+Global+Market+Report+2021%3a+Echinocandins%2c+Azoles%2c+Polyenes%2c+Allylamines++COVID19+Impact+and+Recovery+to+2030&utm_exec=chdo54prd
https://www.researchandmarkets.com/reports/5319159/antifungals-globalmarketreport2021covid19?utm_source=BW&utm_medium=PressRelease&utm_code=rqkpft&utm_campaign=1576257++Antifungals+Global+Market+Report+2021%3a+Echinocandins%2c+Azoles%2c+Polyenes%2c+Allylamines++COVID19+Impact+and+Recovery+to+2030&utm_exec=chdo54prd
https://www.researchandmarkets.com/reports/5319159/antifungals-globalmarketreport2021covid19?utm_source=BW&utm_medium=PressRelease&utm_code=rqkpft&utm_campaign=1576257++Antifungals+Global+Market+Report+2021%3a+Echinocandins%2c+Azoles%2c+Polyenes%2c+Allylamines++COVID19+Impact+and+Recovery+to+2030&utm_exec=chdo54prd
https://www.researchandmarkets.com/reports/5319159/antifungals-globalmarketreport2021covid19?utm_source=BW&utm_medium=PressRelease&utm_code=rqkpft&utm_campaign=1576257++Antifungals+Global+Market+Report+2021%3a+Echinocandins%2c+Azoles%2c+Polyenes%2c+Allylamines++COVID19+Impact+and+Recovery+to+2030&utm_exec=chdo54prd
https://www.researchandmarkets.com/reports/5319159/antifungals-globalmarketreport2021covid19?utm_source=BW&utm_medium=PressRelease&utm_code=rqkpft&utm_campaign=1576257++Antifungals+Global+Market+Report+2021%3a+Echinocandins%2c+Azoles%2c+Polyenes%2c+Allylamines++COVID19+Impact+and+Recovery+to+2030&utm_exec=chdo54prd

Los antimicoticos azolicos tienen un uso variable, desde productos agricolas como pesticidas,
hasta productos para el tratamiento de enfermedades ocasionadas por hongos, esto ha
resultado en la ocurrencia significativa y generalizada en diferentes matrices tanto acuaticas

como terrestres (Castro ef al., 2016: Assress et al., 2019).

Estos farmacos fueron recientemente introducidos como una nueva clase de contaminantes
ambientales, esto, como ya se menciond con anterioridad a uso extensivo en productos
humanos, agricolas y de cuidado personal ha resultado en una presencia significativa y
generalizada de sus residuos en el medio ambiente, como aguas residuales, aguas
superficiales, aguas subterraneas, lodos, sedimentos y suelos modificados con biosélidos

Assress et al., (2019).

2.3.4.1. Actividad antimicoética

Como grupo antimicotico, los azoles tienen una gran utilidad en el area médica contra (Tabla 4):

Tabla 4: Efecto producido por azoles frente a algunas micosis (Goodman & Gilman., 2007).

Eficaz Regular Poco Eficaz
Candida albicans Aspergillus Candida krusei
Candida tropicalis Scedosporium Y los agentes causales de
Candida parapsilosis apiospermum Fusarium | mucormicosis*
Candida glabrata Sporothrix schenck Bacterias
Cryptococcus neoformans parasitos
Blastomyces dermatitidis Virus
Histoplasma capsulatum

especies de Coccidioides

Paracoccidioides brasiliensis

dermatofitos

*Pozaconazol, azol experimental cuyos estudios han demostrado que es un poco eficaz contra mucormicosis

2.3.4.2. Mecanismo de accion de los azoles

El mecanismo de accion de los azoles, consiste en la inhibicion. del citocromo P450. Estos

metilesteroles alteran el empacamiento de las cadenas acilo de fosfolipidos y, con ello,



alteran las funciones de algunos sistemas enzimaticos de la membrana, como trifosfatasa de

adenosina y enzimas del sistema del transporte electronico y de esta manera inhibir la

proliferacioén de los hongos (Flores et al., 2008; Peng et al., 2012; Westlund & Yargeau.,
2017; De Assis et al., 2018).
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Figura 6: Mecanismo de accion de los azoles

2.3.5. Fluconazol

Este antimicético derivado del bis-triazol, es el azol que més se usa para tratamiento de
infecciones por hongos debido a que tiene una alta efectividad ante este tipo de patdgenos in
vitro. Fluconazol es un azol antimicético derivado del bis-triazol (figura 5), este farmaco es
uno de los mas empleados en primera linea para el tratamiento de enfermedades por hongos
debido a que tiene una alta efectividad ante este tipo de patdogenos in vitro (Goodman &

Gilman., 2007; Flores et al., 2008).
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Figura 7: Estructura quimica, izquierda bis-triazol y derecha fluconazol

FCZ ha mostrado ser efectivo contra: C. immitis, C. neoformans y P. brasiliensis.
coccidioidomicosis y paracoccidioidomicosis u hongos no filamentosos y carece de

actividad frente a Aspergillus Fusarium spp., Scedosporium spp. y Penicillium spp

(Goodman & Gilman., 2007; Flores et al., 2008; Assress H. A et al., (2019)).

2.3.5.1.Ficha técnica de fluconazol

En la siguiente tabla (tabla 5), se muestra informacion fisicoquimica, composicion y otra

informacion sobre el activo fluconazol:

Tabla 5: Fucha técnica de fluconazol (DrugBank., s.f; PubChem., 2020).

CARACTERISTICAS VALOR
Estructura I{,N
Ne_ 2/
TSN
HO /N

NN

\\
—
N

F

Nombre IUPAC 2- (2,4-difluorofenil) -1,3-bis (1H-1,2,4-
triazol-1-il) propan-2-ol

Formula C13H12F2N60O



Metabolitos N-6xido de fluconazol

Peso molecular 306.27 g/mol

pKa 1.76

Volumen de Distribucién 0,8 L kg'!

Constante de Disociacion 2.03a37°C

Biodisponibilidad 0%

Union a proteinas 11a12%

Vida media 30 hrs

Solubilidad 4,363 mg/L at 25 °C (Soluble en agua)
Reino Compuestos organicos

Clase Benzenos

Subcategoria Inhibidores del citocromo P-450 CYP2C9
Toxicidad oral aguda (DL50): 1271 mg / kg (rata)

2.3.5.1. Farmacodinamia de fluconazol

Estudios cientificos han demostrado que el FCZ tiene actividad fungistatica contra la mayoria
de las cepas de los siguientes microorganismos, siendo un tratamiento alternativo ante estas

(FDA, s.1):
Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans.

Esto es mediante de la inhibicion de los esteroides en las células fingicas, lo que afecta la
sintesis y disminuye el crecimiento de la pared celular, asi como con la adhesion celular, lo
que trata las infecciones fingicas y sus sintomas. (FDA, s.f; Hollier & Cox., 1995; Lewis.,

2011)

La actividad antimicética de FCZ también se ha demostrado mediante estudios cientificos en
modelos animales normales e inmunocomprometidos con infecciones nicoticas sistémicas
por Cryptococcus neoformans 'y Candida albicans (FDA, s.f). Es importante sefialar que se
han encontrado organismos resistentes contra varias cepas. de organismos tratados con FCZ.
Esto demuestra que es necesario realizar pruebas de susceptibilidad cuando se considera que
el FCZ como una terapia antifungica. (Jessup et al., 1998; Alastruey et al., 2015; Nasrollahi
et al;2015; de Carvalho et al., 2017)



2.3.5.2. Farmacocinética de fluconazol

Absorcion
FCZ una vez que ingresa en el cuerpo humano se absorbe en las vias gastrointestinales, tiene

un volumen de distribucion bajo (Vd de 0,8 L/kg), lo que su probabilidad de almacenarse en

tejidos u 6rganos es casi nula (Flores et al.,2008; Goodman & Gilman., 2007).

via de entrada y distribucion
FCZ se administra via intravenosa u oral, tiene unién a proteinas plasmaticas (entre el 11 a

12%) permitiéndole alcanzar concentraciones similares en LCR (liquido cefalorraquideo),
saliva, esputo y fluido vaginal (Goodman & Gilman., 2007; Mediavilla et al., 2008).
Excrecion

La excrecion renal representa mas entre el 80 a 90% de la eliminacion y la semivida es de 25
a 30 hrs. Penetra ficilmente en liquidos corporales, incluidos esputo y saliva. Las
concentraciones en el (LCR) son de 50 a 90% de los valores simultineos en plasma

(Goodman & Gilman., 2007; Mediavilla et al., 2008).

2.3.5.3.Interaccion con otros farmacos

Los azoles (incluido FCZ) inhiben diversas isoformas del citocromo P450, isoenzima 2C9 y
moderado del CYP3A4, ademas FCZ es un inhibidor de la isoenzima CYP2C19, de acuerdo
con su mecanismo de accidn, y como consecuencia ocasiona la inhibicion del metabolismo
de otros farmacos, que son metabolizados por esta via, y por lo siguiente habrd un aumento
de sus concentraciones plasmaticas. Esto ocurre con inmunosupresores, anticoagulantes
orales, antihistaminicos H1, algunas estatinas, benzodiazepinas, inhibidores de la proteasa
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y antagonistas del calcio. Por otro lado, la
rifampicina y otros farmacos que inducen el citocromo P450 disminuyen los niveles de los
azoles, un efecto neutralizante hacia los azoles. Para evitar las consecuencias de estas
interacciones, se recomienda reducir dosis y vigilar la posible toxicidad o modificacion a los
mecanismos de accidon que llegasen a producirse o simplemente evitar la asociacion del
consumo de FCZ con ninguno de los fairmacos anteriormente mencionados (Mediavilla et

al., 2008).



2.3.5.4. Fuentes y destino de fluconazol en el medio ambiente.

Como ya se menciono en un apartado anterior, FCZ se puede ingiere via oral o intravenosa
y debido a sus propiedades fisicoquimica, permite que este compuesto tenga como via de
salida a través de excreciones de orina y heces, permitiéndole llegar a matrices acuaticas

mediante desechos domésticos o hospitalarias Chen & Ying; (2015).

Su reciente incorporacion de FCZ y otros antifingicos como contaminantes emergentes, han
sido puestos en la mira, ya que pueden llegar al medio receptor a través de la descarga directa
o indirecta de aguas residuales, lo que plantea riesgos potenciales para los organismos no
objetivo (ejemplo, alteracion endocrina) y plantas (ejemplo, retraso del crecimiento) (Assress
H. A et al., 2019). Ademas, el aumento del uso de azoles ha dado lugar a la aparicion de
especies de hongos menos susceptibles y resistentes a los farmacos. Debido a las
preocupaciones tanto por los organismos no objetivo como por el riesgo potencial para la
salud de los seres humanos, la determinacion confiable de los azoles en diferentes matrices

ambientales es esencial (De Sa et al., 2018; Assress H. A et al., 2019).

2.3.5.5. Ocurrencia de fluconazol

Estudios previos han encontrado la presencia de fluconazol en diferentes matrices acudticas

alrededor del mundo (Tabla 6)

Tabla 6: Presencia de FCZ alrededor del mundo

Pais Lugar de Muestra | Concentracion Referencia
Aguas residuales de | 10y 100 ng L™! (Kahle et al., 2008)
la depuradora
Suiza o .
municipal ubicada
en Zurich
Aguas  residuales | 109.6 ng L. (Huang et al., 2013)

China o
municipales




Muestras de | 20-93ng L"! (Casado et al.,
Espaiia efluentes 2014)
Muestras de | 37-95ng L!
influentes
aguas residuales del | 3-27000 ng L! (Westlund &
efluente de tres Yargeau., 2017)
Canada plantas de
tratamiento de
aguas residuales
98.7ng L. (De_Barros et al.,
2018)
Brasil Muestras en rio 63-1292 ng L! (Reis et al., 2019)
35-2100 ng L! (Santos et al., 2020)
Planta de | 302.38ngL’! (Assress et al.,
tratamiento de 2019)
Sudifrica aguas residuales

Planta de
tratamiento de

aguas residuales

9959 ng L', 3077
ngL'y331ngL’!

(Assress et al.,

2020)

Union Europea

Diferentes matrices

acuaticas

Promedio: 100 ng L
1

(Loos et al., 2013)




2.3.5.6.Estudios toxicoldgicos

No solo se han realizado estudios de recurrencia, también se han realizado estudios donde

se analizan los efectos toxicologicos en diferentes organismos como se muestran en la

siguiente tabla 7

Tabla 7: Estudios toxicologicos de FCZ en organismos acuaticos

Efecto Organismo [C] ng L-1 Referencia
Inhibicion Pseudokirchneriella 3,063 (Chen et al., 2014)
subcapitata 4,594
Inmovilizacion | Damnia Magna 2,766.423 (Chen & Ying; 2015)
183.493
Degradacion de | Danio rerio 3000 (Katti et al., 2020).
la vesicula
germinal
Oncorhynchus mykiss 0, 16.8,52.4, (Beijer et al; 2018)
164, 512,
1600
5000 nM
Toxicidad Gobiocypris rarus 0.2el5 (Zhu et al; 2014)
aguda
Oryzias latipes | —--—-- (Kim et al; 2009)
Disminucion en | Labeo rohita 100, 200, (Saha et al; 2017)

el conteo de

300




células

sanguineas
Bioacumulaciéon | Salmo salar 0.2,2y20mg/L | (Vestergren et al,
en Organos 2012)

Analizando mas a profundidad el estudio de Katti ef al., (2020) donde reportaron que en
Danio rerio auna concentracion de 3 000 ng L™ hay una degradacion de la vesicula germinal
lo que puede atribuirse a la actividad inhibidora de la enzima del citocromo P450, ya que en
hongos inhibe la enzima 14a-desmetilasa del citocromo, lo que ocasiona que el lanosterol se
convierta en ergosterol, un componente esencial de la membrana citoplasmica fungica

ademas de permitir la acumulacion de los 14-a-metilesteroles (Flores et al.,2008).

2.4. Bioensayos

Para la determinacion de la ocurrencia y de los efectos toxicoldgicos de un contaminante se
realizan ciertos estudios como bioensayos, estos son técnicas de evaluacion de los efectos
toxicos agudos o cronicos, tanto de sustancias quimicas conocidas como de muestras
ambientales de composicion incierta (Silva et al., 2007). La ventaja de los bioensayos sobre
las otras técnicas utilizadas es la rapidez, facilidad, bajo costo y el obtener un efecto global
de los contaminantes presentes en la muestra, ya que los vertidos de los contaminantes al

medio acudtico suelen ser discontinuos o puntuales (Contero & Felicita., 2006).

La presencia de sustancias exodgenas en el medio ambiente modifica el equilibrio del
ecosistema, implicando un riesgo para la salud de los organismos que lo habitan. Para ello se
requiere hacer ensayos in vivo sobre los organismos, para corroborar que el dafio es causado

por el contaminante a nivel molecular, bioquimico y/o celular.

2.4.1. Bioindicador



El uso de organismos vivos como indicadores de la contaminacion es necesaria para conocer
la presencia de los contaminantes en el ambiente y su efecto que estos tienen sobre los seres
vivos, a estos organismos usados con este fin se les denomina bioindicadores. Un
bioindicador puede ser una especie de hongo, vegetal o animal, cuya presencia nos da
informacion sobre ciertas caracteristicas ecologicas del medio ambiente o sobre el impacto

de ciertas practicas en el medio (Leon, 2015).

Los bioindicadores deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

1) suficientemente disperso en el territorio de interés

2) tener un tamafio considerable que permite hacer estudios en diversos tejidos y érganos

3) tolerar los contaminantes a concentraciones similares a las encontradas en el medio sin
efectos letales

4) sobrevivir en condiciones de laboratorio

5) ser reproducible

6) sensible al estrés por xenobioticos (Diaz & Gomez, 2013).

2.4.2. Ensayos toxicologicos y su normatividad

La OECD ha propuesto ensayos toxicoldgicos para la evaluaciéon de quimicos mediante
métodos de prueba acordados y aprobados internacionalmente, teniendo un amplio uso en
area industrial, gubernamental y laboratorios. Dentro de estas guias, esta la prueba de No.
236 “Prueba de toxicidad aguda de embriones de peces (FET)” publicada en el 2013 que
establece ciertas pautas para la evaluacion de perfiles embriotoxicologicos y teratogénicos
en peces Danio rerio y algunas variantes de la familia ciprinidae (Hill ef al., OECD, 2013;

Luja-Mondragoén., 2019).

Los peces han tenido un papel muy importante como bioindicadores de primera linea ante
contaminacion acudtica creciente en los ultimos afios, ya que se encuentran en contacto
directo con los contaminantes presentes en el agua (Velasquez & Vega., 2004) lo que permite

estudiar los efectos embriotoxicologicos y teratogénicos de dichos contaminantes, siendo



Danio rerio un bioindicador por excelencia, que en comparacion a otros modelos acuaticos

tiene mayor similitud con el ser humano, genéticamente (Hill ez al., 2005).

2.5.Biomarcadores

Una respuesta toxica es representada con la seleccion adecuada de biomarcadores. Estos se
definen como cambios cuantificables representativos en la respuesta bioldgica, fisica o
quimica, que pueden estar relacionados con los efectos toxicos o la exposicion a quimicos

ambientales, y cumplen con las siguientes caracteristicas (van der Oost et al., 2003):

a) Indican la presencia de un contaminante biodisponible, mas que la forma inerte del
mismo.

b) Pueden revelar la presencia de un contaminante que no se sospecha que existe en el
lugar de estudio.

¢) Son mas faciles de innovar y mas econdémicos que los andlisis quimicos comunes.

Los biomarcadores se clasifican en 3 grupos (van der Oost ef al., 2003):

a) De exposicion: se busca la deteccion y medicion de sustancias exogenas, sus
metabolitos o los productos de interaccidon entre agentes xenobidticos-organismo,
siendo mas especifico, algunas moléculas o células objetivo medidos en un
compartimiento dentro de un organismo.

b) De efecto: se busca adjuntar la valoracion bioquimica, fisiologica y/u otras
alteraciones dentro del tejido o fluidos corporales de un organismo que puedan ser
reconocidos y asociados con una afectacion negativa en la salud de dicho organismo.

c) De susceptibilidad: es la habilidad adquirida por un organismo para responder a los
cambios producidos por la exposicién a un agente especifico, incluyendo factores
genéticos y cambios en receptores los cuales alteran la susceptibilidad del organismo

expuesto.

Las matrices acuaticas son afectadas por la contaminacién ambiental debido a la descarga

continua de téxicos a los cuerpos de agua, ya sea por proximidad al sitio de uso, derrames



accidentales o deriva de agroquimicos. Existen numerosas evidencias que indican que
muchos de estos agentes contaminantes, al llegar a los cuerpos de agua, son absorbidos por
los organismos que alli habitan y pueden desencadenar en ellos el proceso de EO (Fassiano

etal.,2013; Assress et al., 2019).

2.6. Danio Rerio

El pez cebra (Danio rerio) es un pequeno pez (ver figura 6) de agua dulce originario de la
India, aunque es comun hallarlo en acuarios de todo el mundo pues se ha popularizado como
mascota (Vargas; 2017). Esto implica que su adquisicion es relativamente facil y debido a
que tiene una alta capacidad de reproduccion, el riesgo de extincion es bajo, por lo tanto, no
es una especie protegida (Arunachalam et al, 2013). Los organismos de esta especie
presentan las siguientes caracteristicas: tamafo pequeio, presentan un color de fondo dorado
o plateado, con cinco bandas longitudinales que comienzan detras del opérculo y llegan hasta
el extremo de la aleta caudal, es a esta la caracteristica a la que se debe su nombre (pez cebra),

la aleta anal también esta rayada, no asi la dorsal (Ayala., 2014).

Figura 8: Danio rerio (pez zebra)

El pez cebra es un modelo animal emergente cuyas cualidades lo han posicionado como una
alternativa por excelencia para determinar las respuestas toxicas a los contaminantes: poseen

una etapa de mayor sensibilidad durante la fase embrionaria, tiene alta fecundidad, posee un



desarrollo rapido desde el estadio embrionario hasta adulto y el costo de la infraestructura,
los insumos y los reactivos necesarios para su crianza y reproduccion son bajos (Vargas.,
2017), ademas de que los 6vulos son transparentes permiten la visualizacién de anomalias
morfologicas y estructurales en el cuerpo después de la exposicion a productos quimicos

(Pandey & Guo., 2014).

Debido a todas estas caracteristicas, Danio rerio ha adquirido gran importancia en los campos
de la genética del desarrollo, la gendmica funcional, la toxicologia acuatica, la neurociencia
y muchas otras areas de la investigacion biomédica como bioindicador (Arunachalam et al.,

2012).

2.7. Embriotoxicidad y teratogenicidad

El periodo de organogénesis es uno de los periodos més sensibles y suceptibles a alteraciones
si se exponen los embriones de diversas especies a diferentes sustancias xenobiodticas, estos
agentes denominados teratdogenos, puede alterar el desarrollo normal a través de varios
mecanismos de accion, propiciando la muerte del embrién o la aparicion de malformaciones

(Giavini & Menegola., 2012).

Aunque algunas especies reactivas tienen un papel en el desarrollo embrionario normal, al
incrementarse la trasferencia de oxigeno junto con la generacion celular y en ocasiones estas
especies estan implicadas en la transduccion de sefiales. Se puede considerar al incremento
del estrés oxidativo uno de los mecanismos teratdgenos, ya que alteran la composicion de
macromoléculas, modifican la traduccion de seiales que se da en la organogénesis o incluso
pueden causar rupturas de ADN, por lo que la actividad de defensas antioxidantes durante el
desarrollo embrionario es primordial (Giavini & Menegola., 2012; Thompson & Al-Hasan.,

2012; Wells et al., 2009).

2.8. Estrés oxidativo



La determinacion de estrés oxidativo y la actividad antioxidante es una evaluacion que
permite evaluar la calidad ambiental debido a la gran cantidad de sustancias tdxicas que

pueden inducir este tipo de respuesta (Carmona & Mantilla., 2008; Galar et al., 2010).

El estrés oxidativo se define como un estado de la célula en el cual hay una alteracion en la
homeostasis Oxido-reduccion intracelular, es decir, un desbalance entre prooxidantes y
antioxidantes. Esto es ocasionado por una produccion alta de especies reactivas y/o por
deficiencia en los mecanismos antioxidantes conduciendo a un dafo celular (Dorado ef al.,

2003).

Este dafio es generado por los radicales libres, que son moléculas inestables y altamente
reactivas al tienen electrones desapareados que reaccionan con los electrones de compuestos
cercanos. Estos radicales libres pueden atacar tejidos bioldgicos como las membranas a través
de la lipoperoxidacion, causar dafo sobre las proteinas como el grupo carbonilo (C=0),
generado al oxidar los aminoacidos y pueden causar dafio oxidativo al DNA (Dorado ef al.,

2003).

Por eso algunos organismos anaerobios han evolucionado a tal grado, que desarrollaron
mecanismo que le permiten eliminar los radicales libre de su organismo, el resultado de estos
mecanismos el desarrollo de enzimas como las antioxidantes. Las mas importantes son la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la Glutation Peroxidasa (GPx). La
determinacion del estado de estrés oxidativo se basa en la modificacion de las moléculas
causada por los radicales libres y la actividad de las enzimas y/o moléculas antioxidantes

(Yoshikawa & Naito., 2002; Mafion et al., 2016).

2.8.1. Radicales libres

Los radicales libres son todas aquellas especies quimicas, cargadas, o no, que en su estructura
atomica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuracion que genera gran inestabilidad y desde el punto de vista molecular son pequeas
moléculas que se producen por diferentes mecanismos como la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en cloroplastos, y

las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar con



las principales moléculas del organismo. Los radicales libres (RL) mas importantes de las
células aerobias (como las células humanas), son el oxigeno, el super 6xido, los radicales de
hidroxilo y el peréxido de hidrogeno. La oxidacion de las biomoléculas se debe a la
formacion de estos radicales libres (moléculas empleadas dentro de las células, en especial a
los lipidos) y esto conlleva a la muerte celular, debido a que el ADN es muy sensible a la

oxidacién ocasionada por los radicales libres (Venero-Gutierrez, 2002; Dorado et al., 2003).

2.8.2. Especies Reactivas de oxigeno (ERO)

Las especies reactivas son aquellas moléculas que contienen un electrén no apareado,
caracteristica que las hace altamente reactivas y aunque no todas son radicales libres, son
moléculas oxidantes que facilmente pueden transformarse en radicales libres lo que les

proporciona la caracteristica de ser compuestos nocivos para las células.

Algunas especies reactivas mas comunes tenemos el oxigeno atomico (O) y el ozono (03), al
oxigeno singulete (102), al superéxido (Oz), al peréxido de hidrogeno (H,02) y al radical
hidroxilo (-OH) (Konigsberg, 2008). Las ERO en concentraciones bajas estimulan el
crecimiento de las células o de algunos microorganismos como las bacterias, ademas de tener
un papel importante para la diferenciacion y la muerte celulares programada (Konigsberg,

2008).

Otro papel importante es que las ERO también estan involucradas en el sistema inmunologico
innato y tienen un papel importante en la respuesta inflamatoria; atraen células, por

quimiotaxis, al sitio de la inflamacion (Cezar-Login et al; 2019).

El (O2) reacciona con la mayoria de los compuestos celulares, con la membrana plasmatica,
los acidos nucleicos, proteinas, lipidos e hidratos de carbono muy cerca del sitio donde se
forma. Interacciona con las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos siendo el producto
principal la 8- hidroxiguanina. Las reacciones entre NO (Oxido nitroso) y ERO, como los

radicales superoxidos (O2), conducen a la produccion de un potente radical prooxidante



(peroxinitrito), lo que induce una disfuncidon endotelial y mitocondrial (Cezar-Login et al;

2019).

La toxicidad de (O2)se debe a que puede formar ('02) y (-OH), asociado a la reaccion con
algunos metales de transicion con los que produce el radical (-OH) que interacciona
irreversiblemente con las proteinas y el ADN.

El (:OH) se produce principalmente por la reaccion de Fenton. Es unos de los compuestos
mas reactivos que existen, puede oxidar a las bases puricas y pirimidicas, asi como a la
desoxirribosa, ademas puede producir rupturas en el ADN. También reacciona con cualquier
aminoacido en el sitio que se origina, incluso con los &cidos grasos poliinsaturados

(Valavanidis et al., 2006).

2.9. Expresion génica

El término expresion génica se utiliza para referirse al proceso el cual la informacion
codificada en un gen se transcribe en uno o varios RNA funcionales. Esta expresion de un
gen inicia con un mecanismo de transcripcion controlado por proteinas llamadas factores
transcripcionales (FT), estos estan regulados por sefiales recibidas por células, y concluye
con la produccion de un ARN funcional y, después, en el caso de los ARNm, con la
traduccion de una proteina. Los FT son proteinas de union al ADN que reconocen una
secuencia especifica y son indispensables para el encendido y apagado de los genes. La
expresion de un gen se regula en niveles diferentes, desde el comienzo hasta su culminacion

(Salazar et al; 2013).

La expresion génica es un proceso dindmico e imprevisto, que resulta en heterogeneidad en

una poblacion isogénica (Brouwer et al., 2019). La tecnologia ha dado pasos muy grandes

para dicha heterogeneidad, pero aun quedan detalles para lograr una imagen completa.

Los ultimos avances recientes en tecnologia enfocada en microscopia de fluorescencia in vivo
han demostrado que es posible observar directamente la union y difusion de factores de

transcripcion individuales en el nucleo de las células vivas. Se encontrd que los TF se unian



al ADN en una escala de tiempo de segundos, lo que ha llevado a una visidon dindmica de la

regulacion de la transcripcion (Liu et al., 2018; Swindtead et al., 2018).

3. Planteamiento del problema

Mas del 70% de los cuerpos de agua en México presentan algun tipo de contaminacion segiin
el Primer Informe Contraloria Social reportado por la CONAGUA., (2017), entre los
contaminantes presentes en el agua tenemos a los farmacos de tipo antimicoticos.

M¢éxico no cuenta con normas que regulen la liberacion de estos contaminantes a cuerpos de
agua, la unica norma disponible es la NOM 001 de la SEMARNAT, la cual no ha sido
modificada desde 1996 (SEMARNAT., 1996) y solo incluye ciertos parametros
fisicoquimicos, pero no de productos que contengan algun tipo de antimicoticos, lo que la
hace obsoleta para controlar este tipo de contaminantes emergentes.

En los ultimos afios fluconazol junto con otros azoles entraron a la lista de contaminantes
emergentes de la unién europea debido a su alta ocurrencia en cuerpos de agua, ademas de
ciertos estudios toxicologicos que demuestran el riesgo de este farmaco ante la vida acuatica
y la salud humana (Antoniou et al., 2013; Assress et al., 2019). Lo anterior hace necesario
que se establezca de manera formal el perfil ecotoxicologico de los contaminantes
emergentes con la finalidad de proponer medidas regulatorias y de tratamiento de aguas, que

mejoren la calidad hidrica.

4. Pregunta de investigacion

(Las concentraciones ambientalmente relevantes de FCZ en cuerpos de agua son capaces que
generar dafio en ovocitos fertilizados de Danio rerio, tales como embriotoxicidad y

teratogénesis, estrés oxidativo o alteraciones en expresiones génica?



5. Hipétesis

La exposicion de ovocitos recién fertilizados de Danio rerio a concentraciones (ng L) de
FCZ inducira embriotoxicidad y teratogenicidad, estrés de oxidativo, y ademas de evaluar

los posibles dafios involucrados en la expresion génica.

6. Objetivo general

e Evaluar la embriotoxicidad y teratogenicidad, estrés oxidativo y ademas de una
evaluacion que involucra la expresion génica mediante la exposicion a FCZ en ovocitos

de Danio rerio (pez cebra).

6.1. Objetivos especificos

* Evaluar el dafio al desarrollo embrionario producido por FCZ a sobre Danio rerio.
* Determinar el indice teratogénico (CLs0/CEso).

* Identificar y cuantificar las malformaciones del desarrollo en Danio rerio, inducidas por
la exposicion a FCZ.

* Evaluar el estrés oxidativo inducido por FCZ en ovocitos de Danio rerio.

* Evaluar los efectos involucrados en expresion génica en ovocitos de Danio rerio

expuestos a FCZ.

7. Materiales y métodos

7.1. Mantenimiento de los progenitores

Para la produccion de huevos se utilizé una poblacion reproductora de pez cebra de tipo

salvaje, con un periodo previo de aclimatacion de dos meses en el laboratorio. Los peces



estuvieron libres de sintomas de infeccion y enfermedad y no recibieron ningun tratamiento
farmacéutico durante 2 meses antes del desove. Los peces reproductores se mantuvieron en
acuarios con una capacidad de carga recomendada de 1 L de agua por pez, separados machos
de hembras, con un fotoperiodo natural y a una temperatura de 27°C. Se alimentaron con
alimento en hojuelas comercial, esto hasta una semana antes del desove, cuando se cambiara

este alimento por Artemia sp. Se realizard la limpieza del acuario cada tres dias (OECD,

2013).

7.2. Produccion de ovocitos y fertilizacion

Los huevos de pez cebra se produjeron en tanques de desove individuales, en los cuales se
colocaron los grupos de desove: hembras y machos en una proporcion de 4:2. En el tanque
de desove se colocaron unas horas antes del inicio de la oscuridad el dia anterior a la prueba
(alas 17 horas del dia), con 10 L agua corriente con sales marinas (en la proporcion indicada
por el fabricante) y anticloro, con un termostato a temperatura de 27 °C; se usaron al menos
tres tanques de desove en cada ensayo. Para evitar el sesgo genético, los huevos se
recolectaron de un minimo de tres grupos de reproduccion, mezclados y seleccionados al azar

(OECD, 2013).

Para la recoleccion de los huevos se colocaron trampas de desove, las cuales consistieron en
cajas de malla de 0.5 cm de poro, estas se colocaron en los tanques de desove, esto para la
formacién de una barrera entre los organismos progenitores y los huevos evitando la
depredacion de estos. Dentro de los 30 minutos posteriores al inicio de la luz del dia siguiente
a la colocaciéon de los tanques se llevd a cabo el apareamiento, la hembra dieron lugar al
desove y el macho fertilizd los ovocitos ya fuera de la hembra. Para la recoleccion de los
huevos se retiraron cuidadosamente las trampas de desove y se recolectaron por medio de
succion cuidado el dafio fisico de estos. Una vez recolectados se enjuagaron en una solucion
fisioldgica durante un minuto, posteriormente se colocaran en el medio para Danio rerio con
agua corriente, anticloro y sales para acuario (1ml L') (OECD, 2013). Para los estudios de

embriotoxicidad y teratogenicidad, solo se usaron los ovocitos fertilizados, en el periodo de



la bléastula a las 3 h después de la fertilizacion. Los cuales se expusieron a concentraciones

ambientalmente relevantes de fluconazol.

7.3. Exposicion

El experimento se llevo a cabo bajo las pautas establecidas por la OCDE en su guia de prueba
No. 236 “Prueba de toxicidad aguda de embriones de peces Danio renio (FET)”, del 2013
para las pruebas de desarrollo embrionario y efectos teratogénicos de FCZ.

Para este estudio se usaron concentraciones ambientalmente relevantes de FCZ mas un grupo
control (que estuvo libre de farmaco). Los sistemas de prueba consistieron en microplacas de
24 pocillos, donde se colocaron un ovocito fertilizado seleccionado al azar, donde se
formaron lotes de 20 ovocitos por cada concentracion de FCZ. Las microplacas se
mantuvieron en el laboratorio durante 96 horas a una temperatura de 28 = 1 °C y con
fotoperiodos naturales de luz y oscuridad (12 horas y 12 horas respectivamente). Se hicieron
observaciones a las 12, 24, 48, 72 y 96 hpf, utilizando el programa Zeiss para Windows, y se
tomaron fotografias de las malformaciones que se presenten en cada huevo de Danio rerio.

Las pruebas se realizaron por triplicado.

7.3.1. Evaluacion del perfil de embriotoxicidad.

Se usaron sistemas similares a los mencionados en la seccion 7.3. Se observaron 60 ovocitos
por cada concentracion de FCZ con un microscopio estereoscopico. Se hicieron
observaciones hasta 96 hpf'y se consider¢ la letalidad en los ovocitos coagulados o cuando
no se detectd latidos cardiacos. Posteriormente, los ovocitos vivos, muertos y malformados
se cuantificaron. Con estos datos se determind la concentracion letal 50 (CLso) y la
concentracion efectiva de malformaciones 50 (CEso) mediante un anélisis de regresion lineal
de méaxima verosimilitud. Se calculé la CLso y la CEso, asi como los limites de confianza del

95%. Las pruebas se realizaron por triplicado.



7.3.2. Célculo de LC50, EC50s e indice teratogénico (TI) para fluconazol

Se utilizé el método recortado de Spearman-Karber para el calculo de la CLso y la ECso,
utilizando el software US-EPA. (Hamilton et al., 1977). El indice teratogénico de FCZ se
calculé mediante el cociente entre CLso y ECso de malformaciones. Considerando que, si el
valor del indice teratogénico es mayor que 1, FCZ se considerara teratogénico y si su valor

es menor que 1, se considerara como embrioletal (Weigt et al., 2011).

7.3.3. Evaluacion del perfil embriotoxico y teratogénico para fluconazol

Se usaron sistemas similares a los mencionados en la seccién 7.3 de material y los métodos.
Los embriones de Danio rerio se observaron bajo un microscopio estereoscopico a las 12,
24,48, 72 y 96 hpf. Se evaluaron las malformaciones en el desarrollo embrionario, se utilizd
el puntaje establecido por Hermsen et al. (2011). Las malformaciones teratogénicas
inducidas por FCZ se identificaron con la misma escala. Los datos que se obtuvieron de las
principales malformaciones inducidas por el farmaco se utilizaron para crear un histograma

de frecuencia.

7.4. Determinacion del estrés oxidativo

Para este experimento colocamos 10 sistemas en acuarios de 10 L de capacidad, asegurando
que cada sistema tuviera 1 g de embriones (aproximadamente 1600 embriones) y siguiendo
los estandares de Elizalde Velazquez et al., (2021a); Elizalde Velazquez et al., (2021Db).
Expusimos todos los sistemas a cada una de las concentraciones de FCZ anteriores (Seccion
7.3.3.: Prueba de embriotoxicidad) y mantuvimos una temperatura constante de 28 = 1 °C. A
las 72 y 96 hpf, la mitad de los organismos supervivientes se seleccionaron y homogeneizaron
en tampon fosfato (PBS pH 7,4). A continuacion, dividimos el homogeneizado de cada
sistema en dos tubos Eppendorf. El tubo 1 contenia 300 uL. de homogeneizado y 300 uL de
solucion de 4cido tricloroacético (20%) y se utilizo para evaluar los niveles de carbonilacion

de proteinas (POX), lipoperoxidacion (LPX) y contenido de hidroperoxido (HPC). El tubo 2



contenia 700 pL de homogeneizado y se utilizo para evaluar la actividad antioxidante de las
enzimas: catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPX). La
Tabla 8 resume los métodos que usamos para medir cada uno de los biomarcadores de estrés

oxidativo.

Tabla 8: Métodos utilizados para evaluar biomarcadores de estrés oxidativo en los embriones

Biomarcador Método usado
Tubo 1 LPx (Buege et al., 1978)
HPx (Jiang et al., 1992)
POx (Levine et al., 1994)
Tubo 2 SOD (Misra et al., 1972)
GPx (Gunzler et al., 1985)
CAT (Radi et al., 1991)

7.5. Analisis integrado de respuesta de biomarcadores

Para calcular los valores de respuesta de biomarcadores integrados (IBR) de todo el estrés
oxidativo, primero obtuvimos la relacion entre los biomarcadores de cada grupo de
tratamiento (Xi) y los biomarcadores del grupo de control (Xo). Una vez que calculamos la
relacion Xi/Xo, transformamos logaritmicamente sus valores (Y1) y luego los estandarizamos
con la siguiente formula Zi = (Y1 - p)/s, donde p y s son la media y la desviacion estandar de

Yi, respectivamente.

A continuacion, estimamos el indice de desviacion del biomarcador (A) realizando una
diferencia de Ziy Zo. Finalmente, sumamos cada valor absoluto de A para obtener los valores
de IBR. Con los valores de A, representamos las respuestas integradas de cada biomarcador

en un grafico de estrellas.

7.6. gRT-PCR

Se aislo el ARN de las larvas restantes de la prueba de embriotoxicidad utilizando el kit
RNeasy® de Qiagen. Después del aislamiento, las concentraciones de ARN se determinaron
mediante la relacion 260/280 utilizando un espectrofotometro (THERMO Scientific

NanoDrop 2000/2000c). Ademas, las purezas de las muestras se evaluaron usando



electroforesis en gel de agarosa (1%). Realizamos las reacciones de transcripcion inversa

utilizando 1,0 pg de RNA total y el kit de transcripcion inversa QuantiTect® (QIAGEN,

Hilden, Alemania, REF 205313). Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 42 °C

durante 15 min y 95 °C durante 3 min. EI cDNA se us6 como plantilla para qRT PCR.

Los genes probados [Tabla 9] estaban involucrados en diferentes vias biologicas relacionadas

con la toxicidad de FCZ. qRT-PCR se realizo utilizando un Rotor-Gene Q (Qiagen).

Realizamos cada reaccion en una solucion de 50 uLL que contenia cebadores de 0,3 umol, 25

uL 2x SYBER Green QuantiTec® (QIAGEN, Hilden, Alemania) y 500 ng de plantilla de

ADNCc. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 94 °C durante 15 s, seguido de 35

ciclos de 94 °C durante 15 s, 60 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s. Se usé actina B como

gen de limpieza para normalizar todas las muestras.

Tabla 9: Genes usados para qRT-PCR

Gen Primer Forward Primer reverse Referencia

Nrfl TTT GGT TCC CGA TGA TGA TTA GCG TGA GAC (Sant et al., 2007)
AGA CG TGA GC

Nrf2 ACC CAATAG ATCTAC GGT GTT TGG ACA TCA (Pradhan et al., 2015)
AGA GC TCT CG

CYP26A1 AGG CCA TTA TGA GGG AGT ACT GGC GGT GGT (Chen et al., 2014)
CGT TC TTC AT

CYP26B1 GGG GCA GAG AAT GTG TGT TGT TCT CCT TGG (Zayed et al., 2020)
CGT AA CGCTT

WNT3A TACGCCTTCTTC AAG CTC TTT GCG CTT TTC TGT (DelaPazetal., 2017)
CAT CC CcC

WNTSA CAA GCA AGG AAGTTG CGC ATT TGA CTG TGC Wollam & Antebi.,
GAG ATG G AGC AC 2011)

NRD1 CAC AAG AGC GTT CAT TGG GAA ACA CCA GGA (Linares et al., 2013)
CAT CCT ATC AT

NRD2 GGT CGG GAG ATT CAT CGT CCT CGC TTG ACT (Linares et al., 2013)
AGC AG TCTTT

7.7.  Cuantificacion de FCZ en agua

Para el muestreo se siguieron los protocolos descritos por Elizalde Velazquez et al., (2021a);

Elizalde Veldzquez et al., (2021b). Brevemente, para la prueba de embriotoxicidad,

recolectamos 140 pL de agua de cada uno de los pocillos de las tres placas de cada

concentracion. En consecuencia, recolectamos 10 mL de agua de cada concentracion. En



cuanto al estudio de estrés oxidativo, se tomaron 10 mL de agua de cada sistema. Se

recolectaron muestras de agua para ambos experimentos a las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 hpf.

Para el anélisis de muestras de agua, utilizamos un sistema HPLC Agilent 1260 acoplado a
un API 5500 Qtrap MS equipado con una fuente de pulverizacion Turbo V Ion. Logramos la
separacion usando una columna Gemini C18 y una fase movil de 70 agua:30 acetonitrilo
(v/v). El caudal se mantuvo a 1 ml/min y el volumen de inyeccion fue de 20 pl. Los estandares
de calibracion y las muestras de control de calidad se prepararon agregando agua ultrapura
con FCZ a una concentracion que oscilaba entre 0 y 1100 ng/L. La precision del método
propuesto se confirm¢ agregando agua ultrapura con FCZ en tres niveles diferentes: 80 %,

100 %y 120 %

7.8. Prueba de validez y anélisis estadistico

Para asegurar la validez y confiabilidad de los resultados, los lotes de huevos solo se usaron
si la tasa de viabilidad es > 90%. Es importante mencionar que la prueba se considerd valida

si los controles no muestrearon mas del 10% de los efectos teratogénicos a 96 hpf.

Evaluamos la puntuacion de Hermsen, la tasa de eclosion y los resultados del estrés oxidativo
con un analisis de varianza bidireccional (ANOVA) seguido de una prueba post hoc de
Student-Newman-Keuls. Para ello, se considerd el tiempo como Factor A y la concentracion
como Factor B y se utiliz6 el software Sigma Plot 12.3. En el caso de embriones sanos,

muertos y malformados, ademas de la expresion génica, realizamos un ANOVA de una via.

8. Resultados y discusion

8.1. Puntuacion de Hermsen

En general, la puntuacion de Hermsen de los peces expuestos a FCZ disminuy6 de forma
dependiente de la concentracion en comparacion con el grupo de control [F (9100) =

1241,359; P <0,001; n = 3]. No obstante, a la concentracion de 875 ng/L, encontramos una



puntuacion igual a la observada en peces expuestos a 925 ng/L (Figura 9). Ademas, no
encontramos diferencias significativas entre las concentraciones de 825 a 925 ng/L. El grupo
control no mostré ningun retraso significativo en el desarrollo de los peces, alcanzando la

puntuacion mas alta de Hermsen.
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Figura 9: Puntuacion de Hermsen de embriones expuestos a FCZ. Los datos representan la media = desviacion

estandar. *Todas las concentraciones de FCZ fueron significativamente diferentes del grupo de control (P < 0,05).

8.2. Tasa de embriones muertos y malformados

La Figura 10 muestra el porcentaje de embriones sanos, muertos y malformados expuestos a
FCZ. Al igual que con la puntuacion de Hermsen, observamos una disminucion significativa
en el nimero de embriones sanos en comparacion con el grupo control [sanos: F (9,20) =
65,935; P < 0,001; n = 3; muerto: F (9,20) = 35,988; P < 0,001; n = 3, y mal formado: F
(9,20)=27,580; P <0,001; n = 3]. Asi, encontramos el mayor porcentaje de embriones sanos
en el grupo control y el menor en la concentracion de 1000 ng/L. Ademads, también
encontramos que el porcentaje de embriones muertos aumentd con la concentracion. En
cuanto al porcentaje de embriones malformados, no observamos diferencias significativas a

concentraciones de 825 a 900 ng/L.
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Figura 10: Porcentaje de embriones muertos, teratogénicos y sanos expuestos a FCZ. Los datos representan la
media + desviacion estandar. *Todas las concentraciones de FCZ fueron significativamente diferentes del grupo

de control (P < 0,05).

8.3.  Principales malformaciones inducidas por FCZ

Como se presenta en la Figura 11, los peces del grupo control mostraron un porcentaje
minimo de embriones malformados (4%), y las malformaciones que presentaron solo estaban
relacionadas con la hipopigmentacion. Por lo tanto, no los consideramos en esta seccion.
Como se muestra en la Figura 12, los peces expuestos a FCZ mostraron un aumento
significativo en la prevalencia de malformaciones en comparacion con el grupo de control.
Sin embargo, la prevalencia de malformaciones en peces no mostré una tendencia
dependiente de la concentracion. Por ejemplo, el pescado en algunas concentraciones
present6d un aumento en la prevalencia de deformacion del saco vitelino, pero en otras una

incidencia disminuida

Como se muestra en las Figuras 11 y 12, el edema pericardico fue la malformacion mas

prevalente en todas las concentraciones de FCZ, seguido de la deformacion del saco vitelino.



No obstante, en las concentraciones mas altas de FCZ, vimos que la prevalencia de escoliosis

y deformacion de la cola aumentd en comparacion con el grupo control.
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Figura 11: Prevalencia de malformaciones en embriones expuestos a FCZ. Los datos representan la media + desviacion

estandar.
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Figura 12: Principales malformaciones encontradas en embriones expuestos a FCZ. RE: Retraso en la eclosion; EP: edema

pericardico; E: escoliosis; MC: malformacion de la cola; MS: malformacion del saco vitelino; RD: retraso en el desarrollo.

8.4. Tasa de eclosion

Ademas de las malformaciones anteriores, los peces expuestos a FCZ mostraron un retraso
significativo en el proceso de eclosion a las 72 y 96 hpf en comparacion con el grupo de
control [F (9,40) = 56,988; P < 0,001; n = 3]. El retraso en el proceso de eclosién dependia
de la concentracion para ambos puntos de tiempo. Sin embargo, esta alteracion fue alin mas
notable a las 72 hpf en comparacion con las 96 hpf (Figura 13). Entre los grupos de
tratamiento, cabe sefialar que no encontramos diferencias significativas entre las
concentraciones de 800 a 875 ng/L. A una concentracion de 1000 ng/L, menos del 25 % de
los peces eclosionaron a las 72 hpf, mientras que a 96 hpf, solo el 76 % de los peces

eclosionaron a la misma concentracion.
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Figura 13: Tasa de eclosion de embriones expuestos a FCZ. Los datos representan la media + desviacion estandar. *

Indica una diferencia significativa en comparacion con el grupo de control.

8.5.  Estrés oxidativo

De acuerdo con nuestros resultados, la actividad enzimatica de SOD y CAT en peces
expuestos a FCZ aument6 de manera dependiente de la concentracién en comparacion con
el grupo control [SOD: F (9,40) = 54.821; P <0,001; n =3 y CAT: F (9,40) = 50,763; P <
0,001; n = 3]. Asi, encontramos diferencias significativas entre todos los grupos de
tratamiento y el grupo control en SOD y CAT, excepto en la concentracion mas baja (Figura
14). En cuanto a los biomarcadores de dafio oxidativo, encontramos que los niveles de LPX,
HPX y POX aumentaron con la concentracion. Ademads, al igual que con las enzimas
antioxidantes, también encontramos diferencias significativas entre todos los grupos de
tratamiento y el grupo control en LPX, HPX y POX, excluyendo la concentracion mas baja
[LPX: F (9,40)=57.560; P <0,001; n=3, HPX: F (9,40)=42,927; P <0,001; n = 3; varicela:
F (9,40) = 44,709; P < 0,001; n = 3]. Para todos los biomarcadores de estrés oxidativo,

encontramos diferencias significativas entre 72 y 96 hpfen todas las concentraciones de FCZ.
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Figura 14: Biomarcadores de estrés oxidativo evaluados en peces expuestos a FCZ: (A) SOD; (B) gato; (C) LPX; (D)
viruela; y (E) HPX. Los datos representan la media + desviacion estandar. * Indica una diferencia significativa en
comparacion con el grupo de control. FCZ: fluconazol, SOD: superoxido dismutasa; CAT: catalasa; LPX:
lipoperoxidacion; POX: carbonilacion de proteinas.

8.6. IBR

Dado que los niveles de biomarcadores de dafo oxidativo y enzimas antioxidantes en peces
expuestos a FCZ aumentaron, realizamos un analisis IBR para determinar su tendencia. En
todas las concentraciones de FCZ, los graficos de estrellas mostraron una tendencia hacia los

biomarcadores de dafno oxidativo (Figura 15). Ademas, aunque los valores de IBR



aumentaron de 2,82 a 8,77, no observamos ningun cambio en los valores de IBR entre las

concentraciones medias (825-925 ng/L). Ademas, también observamos una disminucion

significativa en el valor de IBR de la concentracion de 1000 ng/L en comparacion con la de

975 ng/L. Curiosamente, no observamos diferencias significativas entre los valores de IBR

y las graficas de estrellas de 72 y 96 hpf.
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Figura 15: IBR y graficos de estrellas de biomarcadores de estrés oxidativo. IBR: respuesta integrada de

8.7. gRT-PCR

La expresion génica de NRF1 y NRF2 aumento6 de forma dependiente de la concentracion en

comparacion con el grupo de control [F (9,20) =320,471; P <0,001; n=3]. Ademas, también

observamos que la expresion de CYP26A1 y CYP26B1 aumentaba con la concentracion en

comparacion con el grupo control [F (9,20) = 291,731; P < 0,001; n = 3] [Figura 8] Por lo

tanto, encontramos diferencias significativas entre los tratamientos, asi como entre los

tratamientos y los grupos de control para todos estos genes. En cuanto a los genes WNT3A,

WNTS8A, NRD1 y NRD2, su expresion disminuyd de forma dependiente de la concentracion

en comparacion con el grupo control, con diferencias significativas entre todos los grupos de




tratamiento [F (9,20) = 345.195; P < 0,001; n = 3; F (9,20) = 301,963; P < 0,001; n = 3]
(Figura 16.

NRF1 1000 | CYP26A1 1500 EEEE———
975 —k 975 —F
950 | 950 IEE—
925 - 925  —-
900 I 900 -
nglL 875 I ng/L 875 I
850 I 850 I
825 I * 825 E—
800 EE— 800 IE—
CONTROL — CONTROL -
0 0.5 1 1.5 2 2.5 0 ] 2 3 4

Expresion de genes (cambio de pliegue relativo)

NRF2 1000 | CYP26B1 1500 —
975 —¥ 975 =¥
950 |- 950 e
925 |- 925 |-
900 I 900 I
ng/l‘ 875 I ng/l‘ 875 I
850 I+ P —
825 | 825 I
800 | 800 |
CONTROL H CONTROL | H
0 0.5 1 1.5 2 2.5 0 1 2 3 4

Expresion de genes (cambio de pliegue relativo)

WNTEA 1000 e * NRDZ 100 ummm *
975 Fi ¥ 975 ¥
950 - 950 |-
925 |- 925 |
900 |- S00 -
ngll‘ 875 ng/l‘ 875 |
850 I 850 |
825 I 825 I
800 300
CONTROL | : = CONTROL | : —
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12
Expresion de genes (cambio de pliegue relativo)
WNTSA 1000 e * NRD2 1000 pummm *
975 Fi ¥ 975 ¥
950 - * 950 -
925 | 925 |
900 |- 900 |-
"g/L 875 |- ng/l‘ 875 |
850 - 850 I
825 | 825 I
800 I 800 I+
CONTROL © ‘ . — CONTROL : —
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Expresion de genes (cambio de pliegue relativo)

Figura 16: Expresion génica de NRF1, NRF2, CYP26A1, CYP26B1, WNT3A, WNT8A, NRDI1 y NRD?2 en larvas
de D. rerio expuestas a FCZ.



Determinacion de FCZ en muestras de agua

Para ambos experimentos, la concentracion de FCZ disminuy¢6 después de 96 h de exposicion
en comparacion con la concentracion nominal. No obstante, entre los dos experimentos, las
concentraciones de FCZ en el experimento de estrés oxidativo disminuyeron mas que en la
prueba de embriotoxicidad (Tabla 10). En el experimento de estrés oxidativo y la prueba de
embriotoxicidad, la concentracion de FCZ en el grupo control estuvo por debajo del limite

de cuantificacion.

Dado que las concentraciones medidas de FCZ no disminuyeron mas del 20 % en
comparacion con la concentracion nominal, analizamos todos los resultados en funcion de

esta ultima.

Aqui, nuestro objetivo fue determinar si FCZ en concentraciones ambientalmente relevantes
puede alterar el desarrollo, el estado oxidativo y la expresion génica de NRF1, NRF2,
WNT3A, WNT8A, NRD1 y NRD2 de embriones de D. rerio. En general, todos los
biomarcadores mostraron un aumento o una disminucion significativos en comparacion con
el grupo de control. A continuacion, comentamos cada uno de los resultados encontrados en

este estudio.

Tabla 10: Concentraciones medidas de FCZ en el agua de la prueba de embriotoxicidad y el experimento de
estrés oxidativo

Concentracion nominal (ng | Prueba de embriotoxicidad Experimento de estrés
L de concentracion medida oxidativo de concentracion
(ng LY medida (ng L)
Control <LOQ <LOQ
800 718.2 703.2
825 734.5 719.1
850 750.6 732.4
875 773.1 754.5
900 801.2 781.3
925 818.9 801.7
950 849.5 820.6
975 863.7 854.3
1000 884.4 870.6




Los datos representan la media £ desviacion estdndar. LOQ: Limite de cuantificacion (10 ng/L);
LOD: limite de deteccion (5 ng/L).

Anteriormente, solo un estudio del que tenemos conocimiento evalud los efectos
embriotoxicos de FCZ en peces. En este estudio, los autores sefnalaron que las
malformaciones en los embriones de Gobiocypris rarus se vuelven evidentes a 1 mg L™ de
FCZ; sin embargo, no mencionaron el tipo de malformaciones que presentaban los embriones
(Hermsen et al., 2011). A diferencia de este estudio, demostramos que los embriones
mostraron la incidencia de edema pericardico, deformacion del saco vitelino, escoliosis y
deformacion de la cola después de su exposicion a bajas concentraciones de FCZ (800-1000
ng L'). En las concentraciones de 825, 875 y 925 ng L!, encontramos prevalencias similares

de hipopigmentacion y retraso en el desarrollo.

Ademas, no encontramos diferencias significativas entre las concentraciones de 825 y 925
ng L! porque las malformaciones y el retraso en el desarrollo de los peces fueron similares.
Ademas, también demostramos que FCZ retraso significativamente el proceso de eclosion
de los embriones de D. rerio. Las alteraciones en el proceso de eclosion son vitales para los
embriones porque una eclosion anticipada puede hacer que los organismos sean mas
vulnerables a los peligros ambientales, como el estrés mecdnico y osmotico y otros
contaminantes toxicos presentes en el agua (Elizalde-Velazquez et al., 2021). Mientras tanto,
un retraso en el proceso de eclosion podria hacer que los embriones sean mas susceptibles a
otros depredadores. Hasta la fecha, los autores han indicado que las alteraciones de la
eclosion en los peces pueden ser el resultado de diferentes factores exdgenos y enddgenos,
como la disponibilidad de oxigeno, los moduladores quimicos del SNC, los niveles
hormonales, la liberacién de enzimas proteoliticas y los agentes toxicos (De la Paz et al.,
2017). Como el mecanismo de accion de FCZ esta relacionado con la inhibicién de la
biosintesis de esteroles y los esteroles son necesarios para la produccion de hormonas (Chen
et al., 2014; Mahl et al., 2015), creemos que es probable que las alteraciones hormonales
inducidas por FCZ sean el mecanismo por el cual este farmaco retrasa el proceso de eclosion.
de pescado, No obstante, se necesitan estudios futuros para dilucidar el mecanismo por el
cual FCZ inhibe el proceso de eclosion en los peces. De acuerdo con los resultados descritos

anteriormente, Delattin et al., (2019) encontraron que los triazoles triadimefon, triadimenol



y triazol libre (1,2,4-T) inhiben la eclosion del pez cebra al bloquear la funcion secretora de
las células de las glandulas de eclosion. No obstante, encontraron que este proceso fue
rescatado por la incubacion conjunta con un antagonista del receptor de dopamina D2. Por lo

tanto, esta puede ser otra via por la cual FCZ altera el proceso de eclosion de los peces.

Ademés de las alteraciones del desarrollo embrionario, FCZ también perjudicé el estado
redox de los embriones al aumentar los niveles de SOD, CAT, LPX, POX y HPX. De acuerdo
con nuestros resultados, Zhu ef al., (2014) demostraron que 0,2 mg L' de FCZ aumentaron
significativamente los niveles enzimaticos de SOD y glutation s-transferasa en embriones de
Gobiocypris rarus. Ademads, varios otros estudios han indicado que FCZ indujo ROS en
diferentes hongos (Peng et al.,2018; Marotta & Tiboni., 2010). Aunque el mecanismo por el
cual FCZ induce el estrés oxidativo en los organismos no se comprende completamente,
Uthman et al. (2002) sugirié que este proceso esta relacionado con la capacidad de FCZ para
inhibir la expresion de genes que codifican metalotioneinas (MT). Los MT pueden controlar
la produccion de ROS a través de la capacidad de enlace de cobre y mediante la donacion de
electrones (Ruttkay-Nedecky., 2013) Sin embargo, Peng et al., (2018) indicé que FCZ no
afectd la expresion génica de MT y MT2 en Cryptococcus neoformans. A diferencia del
mecanismo anterior, creemos que el estrés oxidativo inducido por FCZ en los peces
probablemente se deba a su capacidad de inhibicidén de la biosintesis de esteroles. Aqui,
demostramos que FCZ regulaba al alza la expresion del miembro 1 de la subfamilia A de la
familia 26 del citocromo P450 (CYP26A1) y el miembro 1 de la subfamilia B de la familia
26 del citocromo P450 (CYP26B1) en embriones, lo que podria ser una respuesta de los peces
contra la inhibicion de la biosintesis de esteroles FCZ (del Corral., 2003). Los esteroles
juegan un papel vital en la estabilizacion de la membrana plasmatica; sin embargo, hallazgos
previos demuestran que esto también es vital para la funcién mitocondrial y la tolerancia al
estrés. Por lo tanto, la inhibicidon de esteroles puede afectar la funcion de las mitocondrias
causando el agotamiento de ATP y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Ademas de la regulacion a la baja de MT y MT2, también demostramos que FCZ regulaba
al alza la expresion de NRF1 y NRF2, que puede activarse por el aumento de la produccion
de ROS. Gureev et al. (2019), por ejemplo, senalaron que las ROS, en particular el H>O», son
potentes activadores de Nrf2. La capacidad de montar una respuesta eficiente contra la

amenaza continua que plantean los oxidantes exdgenos como FCZ es esencial para la



supervivencia y la homeostasis celular. El estrés oxidativo activa la transcripcion de una
variedad de genes antioxidantes a través de una secuencia que actia en cis conocida como
elemento de respuesta antioxidante (ARE). Se han identificado miembros de la familia de
factores de transcripcion Cap-N-Collar que se unen a ARE, incluidos Nrfl y Nrf2. Nrfl y
Nrf2 se expresan en una amplia gama de tejidos y tipos de células, y ambos se unen a ARE
como heterodimeros con proteinas Maf pequefias. Tanto Nrfl como Nrf2 son responsables
de regular la expresion de muchos genes antioxidantes, incluida la peroxirredoxina-1 (Prx-
1), la tiorredoxina-1 (Txn-1), GCLC (subunidad catalitica de glutamato cisteina ligasa, una
enzima responsable de catalizar la formacion de glutation), glutation peroxidasa (GPX 1),
enzimas metabolizadoras de farmacos (citocromo P-450) y varios transportadores de cassette
de union a ATP (ABC) que son responsables de la salida de farmacos. Todos estos genes son

esenciales para el mantenimiento de la homeostasis oxidativa (Schultz et al., 2010; Chepelev

etal., 2013).

Una vez que FCZ ingresa a la célula, inhibe CYP26, promoviendo la produccion de acido
retinoico (AR), que en exceso induce la regulacion positiva de CYP26A1 y CYP26B1 para
asegurar la homeostasis de AR (Glover et al., 2006). La AR es esencial en el desarrollo
embrionario, ya que los organismos la necesitan para el desarrollo de la médula espinal, las

somitas y el ojo (Das et al., 2014; Steinhart et al., 2007)

No obstante, cuando la AR supera los niveles normales, puede causar muchos de los mismos
defectos del desarrollo embrionario que se observan con la deficiencia de vitamina A
(Bennett et al., 2007). RA no funciona solo en el control del desarrollo de los embriones;
interactiia con otras vias de sefializacion como WNT, factor de diferenciacion de crecimiento
nodal (NODAL), factor de crecimiento de fibroblastos, erizo sonico y proteina morfogenética
osea. Nuestros resultados demuestran que FCZ regul¢ a la baja, de manera dependiente de la
concentracion, la expresion génica de WNT3A, WNT8A, NRD1 y NRD2 en embriones. Los
genes WNT estan relacionados con los procesos de organogénesis en las primeras etapas de
desarrollo (Colakoglu et al., 2005). Mientras tanto, los genes relacionados con NODAL
(NRD) codifican un ligando secretado de la superfamilia de proteinas del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) que regula el desarrollo embrionario temprano

(Chen et al., 2007) Esta via teratogénica esta en linea con hallazgos previos que demuestran



que la AR redujo la expresion génica de TGF- en embriones de roedores (El Zein et al.,
2019). Ademas, El Zein et al., (2019) senal6d que la desregulacion del receptor alfa del acido
retinoico conduce a un deterioro de la sefalizacion WNT no candnica, lo que promueve la
proliferacion celular anormal en ratones. En conjunto, creemos que la embriotoxicidad
inducida por FCZ, el estrés oxidativo y la alteracion de la expresion génica en los peces son
el resultado de las alteraciones en la biosintesis de esteroles y la via de sefializacion de la AR.
No obstante, se necesitan estudios futuros para comprender mejor el mecanismo por el cual
FCZ aumenta la produccion de ROS e interrumpe el desarrollo embrionario en el pez cebra,
asi como también cémo estos hallazgos afectan el estado fisico y la salud de los peces en

concentraciones ambientalmente relevantes.

9. Conclusiones

FCZ es un fungicida triazol utilizado en multiples medicamentos y productos de cuidado
personal, que debido a su consumo ingresa al medio acuético. Sin embargo, la comunidad
cientifica apenas ha estudiado los efectos nocivos que este firmaco puede suponer para las
especies acudticas. En este estudio, demostramos que concentraciones ambientalmente
relevantes de FCZ alteraron el desarrollo embrionario de los peces, produciendo varias
malformaciones en ellos. Ademads, también demostramos que la exposicion aguda a FCZ
afect6 el estado oxidativo de los peces, promoviendo la produccion de LPX, POX y HPX en

los embriones.
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