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RESUMEN 

Durante la última década, los contaminantes emergentes han sido frecuentemente detectados en aguas 

superficiales y de desecho a niveles de ng/L, µg/L hasta mg/L. Estos compuestos ingresan a los 

ambientes acuáticos a través de diferentes fuentes, como aguas residuales de tipo urbano-doméstico 

e industrial, de residuos de  plantas tratadoras de agua, de efluentes hospitalarios, de actividades 

agrícolas y ganaderas, y de los tanques sépticos, que contienen un gran número de contaminantes 

orgánicos y emergentes que se encuentran a diferentes concentraciones en las aguas superficiales, 

cuyos criterios de calidad ambiental con base a una normativa establecida aún no se han podido 

especificar y las plantas de tratamiento convencionales  no cuentan con la tecnología necesaria para 

removerlos de las aguas residuales por lo que no están diseñadas para eliminarlos al 100%, aunado a 

esto se ha reportado que este tipo de compuestos pueden sufrir transformaciones bióticas y abióticas 

generando metabolitos aún más peligrosos que los compuestos originales, motivo por el cual existe  

una preocupación por parte de los científicos y para las entidades ambientales reguladoras para 

encontrar métodos de remoción eficientes y la búsqueda de una posible regulación de estos. 

En los últimos años ha recibido mayor atención por parte de investigadores los posibles mecanismos 

químicos y moleculares en el estrés oxidativo , el daño al ADN, la modificación de proteínas y la 

actividad enzimática, con énfasis en el sistema biológico químico y libre de células. Esto debido a la 

presencia de diversos contaminantes entre los que destacan la fluoxetina un inhibidor selectivo de 

recaptura de serotonina(ISRS). Estudios previos han reportado que es capaz de generar estrés 

oxidativo, afectando a biomoléculas como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Actualmente los 

estudios previos, no son suficientes acerca de sus efectos en procesos biológicos esenciales tales 

como: desarrollo, reproducción y crecimiento, o letalidad en los organismos expuestos. 

Consecuentemente, es significativo generar más estudios en diferentes bioindicadores para obtener 

evidencia científica sobre sus posibles efectos adversos a través del uso de diversos biomarcadores 

de efecto como el estrés oxidativo, definido como un desequilibrio entre la cantidad de especies 

reactivas y las antioxidantes cuando esto ocurre durante el desarrollo embrionario podría generar 

embriotoxicidad y teratogenicidad. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son importantes para el 

desarrollo embrionario, ya que participan en procesos como la apoptosis, la activación de factores de 

transcripción y la diferenciación celular. Consecuentemente puede generar efectos de genotoxicidad 

y citotoxicidad, alteraciones en el comportamiento de la especie expuesta. 

Por lo que el objetivo de este estudio será evaluar las alteraciones al desarrollo embrionario y efectos 

teratogénicos inducidos por fluoxetina a concentraciones ambientalmente relevantes sobre pez cebra 
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(Danio rerio) a diferentes tiempos de exposición 12, 24, 48, 72 y 96 h. Las alteraciones al desarrollo 

embrionario, y el potencial teratogénico se realizó a través de la concentración letal media (CL50), la 

concentración efectiva media para malformaciones (CE50), el índice teratogenico (IT), la 

concentración mínima para inhibir el crecimiento (CMIC) y las malformaciones (generales y 

específicas) de desarrollo. Posteriormente, evaluar el daño por exposición se realizó la determinación  

del estrés oxidativo mediante las pruebas: grado de lipoperoxidación, contenido de hidroperóxidos, 

proteínas carboniladas, y la actividad de enzimas antioxidantes superóxido dismutasa (SOD) y 

catalasa(CAT) y Glutation peroxidasa (GPX). Finalmente se evaluó la neurotoxicidad, a través de la 

prueba de Novel Tank Test, determinación de la actividad de acetilcolinesterasa (ACHE) y estrés 

oxidativo en cerebro de adultos de Danio rerio. La información obtenida permitió proponer estas 

pruebas como biomarcadores tempranos, confiables e innovadores del impacto ecológico de la 

fluoxetina, encontrada frecuentemente en los cuerpos de agua, debido al alto consumo y demanda de 

antidepresivos debido al confinamiento por la pandemia del COVID-19. 
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ANTECEDENTES 

1.0 Agua  

El agua es una sustancia natural fundamental en el planeta, es utilizada para procesos ambientales, 

sociales, industriales e indispensables para la vida humana. Este recurso representa el 75% de la 

superficie total, pero no toda está en condiciones óptimas para el consumo humano. El 97% es salada, 

y solo el 2.5% restante es dulce y está distribuida en ríos, lagos, arroyos, entre otros (CONAGUA, 

2015; Hiriart, 2015; SAGAN, 2007). 

Actualmente, la demanda de este recurso ha aumentado ya que se emplea en distintas actividades 

tales como: agricultura, minería, industria, doméstica, y hospitalaria.  Sin embargo, su calidad se ha 

visto afectada por la presencia de diversos contaminantes que son derivados de causas naturales o 

geoquímicas o provocado por actividades antropogenicas. La introducción continua de contaminantes 

ha generado efectos adversos en los ecosistemas acuáticos, así como en la disponibilidad para su 

consumo humano (CONAGUA, 2015; Hiriart, 2015; SAGAN, 2007). 

1.1. Contaminación 

Desde hace décadas, compuestos químicos consumidos por parte de la población en agricultura e 

industria son vertidos de forma masiva a las aguas a través de la red domestica, industrial y 

hospitalaria. Este hecho, ha provocado que, actualmente, exista una preocupación social creciente 

hacia la presencia de este tipo de compuestos en el medio ambiente ya que sin ser concientes de ello, 

hay una exposición continua a esta clase de contaminantes. La necesidad de establecer el riesgo a la 

salud en los sitios contaminados ha hecho del monitoreo una herramienta indispensable para asi poder 

proponer una posible regulación de la descarga de contaminantes emergentes a los cuerpos de agua. 

1.2. Contaminación del agua  

En la actualidad los niveles de contaminación en los cuerpos de agua se han ido incrementando de 

manera exponencial debido a las actividades domesticas-industriales y representa un problema 

ecotoxicologico para las sociedades del mundo (Alloway & Ayres, 1993). La contaminación es la 

adición de cualquier sustancia al agua en cantidad suficiente para producir daño a la flora y fauna, 

debido a causas naturales o actividades antropogénicas (SAGAN, 2015). Recientemente estas 

actividades de carácter antropogenico han hido en aumento en las últimas décadas, y como 
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consecuencia una amplia variedad de contaminantes presentes en las aguas residuales, como los 

plaguicidas, hidrocarburos, detergentes, fármacos, productos de cuidado personal, entre otros. 

1.3. Contaminantes emergentes  

Los contaminantes emergentes son aquellos compuestos de distinto origen y naturaleza química, cuya 

presencia en el medioambiente y sus posibles efectos han pasado de forma inadvertida por lo que se  

requiere de su estudio para evaluar todas las áreas que permitan reducir los efectos potenciales a la 

salud humana y del medioambiente. Una gran parte de estos compuestos no están todavía regulados 

y pueden provocar efectos tóxicos y nocivos en diferentes organismos vivos. Por esta razón las 

investigaciones han centrado sus estudios porque han sido detectados ampliamente y poseen el 

potencial de producir un impacto ecológico (Barcelo & Lopez, 2007). 

Los contaminantes emergentes incluyen una gran variedad de productos de uso cotidiano con 

aplicaciones tanto domésticas como industriales. Algunos ejemplos, basados en intensas 

investigaciones llevadas a cabo en los últimos años en cuanto a su presencia, impacto y tratamiento, 

han sido incluidos en la lista de sustancias prioritarias por la EPA y algunos pueden ser candidatos a 

una regulación futura debido al peligro que radican en diferentes aspectos (Petrovic et al., 2003): 

Ø Su producción y consumo que es de forma continua y en grandes cantidades, que tienen como 

destino los cuerpos de agua lo que origina que sean persistentes y bioacumulables, hasta 

alcanzar concentraciones importantes en los mismos y puedan alterar el equilibrio ecologico. 

Ø Pueden presentar efectos tóxicos en organismos acuáticos o especies de importancia 

economica. 

Ø Su presencia en el medio ambiente puede provocar efecto de bioacumulación en los 

organismos acuáticos y especies bioindicadoras. 

Ø Las plantas tratadoras de aguas residuales no disponen de métodos de remoción que permitan 

la eliminación completa de estos compuestos. Por lo que su presencia en pequeñas cantidades 

es un problema ya que, estas aguas son reutilizadas para riego o recarga de acuiferos. 

 

Acorde a los estudios previos publicados recientemente, los tipos de contaminantes emergentes que 

implican mayor atención (debido a la insuficiencia de datos ecotoxicológicos, ambientales, métodos 

para su análisis y las posibles consecuencias de su presencia en los ambientes acuáticos) se 

encuentran: 

1. Los retardantes de flama  
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2. cloroalcanos 

3. Los fármacos 

4. Las drogas de abuso y sus metabolitos y/o productos de degradación 

5. Microplasticos  

6. Bloquedores solares y detergentes industriales  

1.4. Contaminación de agua por productos farmacéuticos  

En las últimas décadas se ha prestado creciente atención a la incidencia de productos químicos 

farmacéuticos en los cuerpos de agua, ya que estas sustancias son capaces de inducir efectos negativos 

a las especies no acuáticas (Matozzo 2014 , Fabbri, 2015, San juan Reyes et al., 2015 , Luja-

Mondragon et al., 2019, Orozco-Hernández et al., 2019). 

Los productos farmacéuticos son compuestos complejos que han sido utilizados ampliamente porque 

tienen una actividad biológica ya sea para el tratamiento o la prevención de algunas enfermedades. 

Dentro de los productos farmacéuticos de mayor consumo a nivel mundial se encuentra a los 

antidepresivos. 

La depresión representa uno de los trastornos psiquiátricos de mayor prevalencia entre la población 

que afecta aproximadamente a 121 millones de personas en todo el mundo, que según la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) será la segunda causa en orden de importancia desde el punto de vista 

mundial para el año 2020.  La depresión es una enfermedad unipolar que puede conducir al 

comportamiento suicida, en muchos casos. Entre 1960 y 1980, era tratada con antidepresivos 

tricíclicos, inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO) y litio que se consideraban inocuos para la 

salud humano. Sin embargo estudios previos han reportado, efectos secundarios, información 

relevante sobre toxicidad y sus posibles interacciones farmacológicas de estos compuestos, en 

combinación con los avances del conocimiento del sistema nervioso central han llevado a la 

introducción de varios antidepresivos, los cuales actúan selectivamente como inhibidores de la 

noradrenalina y serotonina. Los antidepresivos de nueva generación, se conforman por los (Sarah et 

al., 2005): 

 Inhibidores de la recaptación de la serotonina (SSRI), entre los que se encuentran la 

fluoxetina, fluvoxamina, sertralina, paroxetina y citalopram. 

 Inhibidores selectivos de la recaptación de noradrenalina (NRI), entre los que se encuentran 

reboxetina, viloxazina y maprotilina. 
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 Inhibidor selectivo de la serotonina y la recaptación de noradrenalina (IRSN): en esta familia 

se encuentra la venlafaxina. 

 Antidepresivos noradrenérgicos y serotoninérgicos específicos (NSSA): dentro de este grupo 

se encuentra mirtazapina y mianserina 

 Compuestos antagonistas de la serotonina e inhibidor de la recaptación, conocidos como 

SARI. En este grupo se encuentra la trazodona. 

 

Los fármacos antidepresivos de forma breve y estructurada de psicoterapia son efectivos hasta en un 

80% de los casos detectados en atención primaria. El antidepresivo clásico utilizado es la amitriptilina 

como fármaco de primera elección para el tratamiento de depresiones graves, a pesar de sus efectos 

secundarios como: ganancia de peso y somnolencia atribuidos a la acción antihistaminergica sobre el 

receptor H1 de la amitriptilina; estreñimiento, déficit cognitivos, visión borrosa y un efecto 

terapéutico retardado. Hoy en día, el tratamiento farmacológico psiquiátrico se prescribe en 

numerosas combinaciones, donde hay mayor probabilidad de que se produzcan interacciones 

(antagonismo, sinergismo y potenciación) entre medicamentos (Sarah et al.,2005). Tanto el 

compuesto original como los metabolitos activos se deben cuantificar y determinar, ya que estos 

últimos contribuyen tanto al efecto terapéutico como al tóxico.  La presencia de los productos de 

degradación proporciona información adicional sobre el momento de la ingestión y la capacidad 

metabólica (biotransformacion) (Sarah et al., 2007). Existen estudios en peces que permiten 

identificar y conocer la concentración, así como la distribución de fármacos como los antidepresivos 

entre los diferentes órganos (hígado, cerebro y músculo) (Lajeunesse et al.,2011). 

Los fármacos de nueva generación han reducido algunos de los efectos secundarios y el riesgo de 

sobredosis, factores limitantes de la generación de antidepresivos y una de las principales causas de 

muerte en pacientes con desórdenes mentales como la depresión. Actualmente, su toxicidad no es del 

todo conocida por lo que se sugieren más estudios acerca de su toxicidad (Pietracci et al.,2013). 

Sin embargo, existen compuestos que se suman a la alta demanda y consumo y dentro de esta 

clasificación encontramos: analgésicos, antibióticos, antiepilépticos, hormonas sintéticas y naturales,  

antidepresivos que han sido detectados en las diferentes vías de entrada al ambiente recientemente 

debido a la pandemia del COVID-19 (Lajeunesse et al.,2011). 
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1.5. Estructura y propiedades fisicoquímicas  

Los antidepresivos SSRIs son un grupo de compuestos con diferente composición química y potencial 

terapéutico. Ya que permiten el restablecimiento neuroquímico de pacientes con enfermedades 

psiquiátricas asociadas a la reducción de los niveles de serotonina en el espacio sináptico, a lo que se 

conoce comúnmente como depresión. Las estructuras de algunas de estas sustancias se muestran en 

la tabla 1. 

ISRS Molécula  
Fluoxetina 

 
Norfluoxetina 

 
Sertralina 

 
Norsertralina 

 
Citalopram 

 
Desmetilcitalopram 
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Paroxetina 

 
Tabla 1. Estructura de los antidepresivos inhibidores de la recaptación de la serotonina (SSRIs) 
seleccionados: Fluoxetina (FLX), Norfluoxetina (NFLX), Sertralina (SER), Norsertralina (NSER), 
Citalopram (CIT), Desmetilcitalopram (DCIT) y Paroxetina (PAR). 

Los SSRIs son aquellos cuyo mecanismo de acción se centra en la sinapsis serotonérgicas, inhibiendo 

la recaptación de la 5-HT. Estos antidepresivos presentan una serie de ventajas frente a los IMAOs y 

antidepresivos tricíclicos.  Que son estructuralmente distintos y presentan diferencias en relación a 

sus perfiles farmacocinéticos y farmacodinámicos. La sertralina y la paroxetina son los SSRIs de 

mayor potencial de inhibición de la recaptación de serotonina. En el caso del citalopram y la 

fluoxetina, son mezclas racémicas de formas quirales con diferentes perfiles farmacocinéticos y 

farmacodinámicos. En el caso de la fluoxetina que es administrada de forma oral, esta indicada para 

el tratamiento de trastornos como: ataque de pánico, obsesivo-compulsivo (TOC) y bulimia.  

Posteriormente es degradada de forma biótica o abiótica en su metabolito activo norfluoxetina, que 

es de acción prolongada y activo farmacológicamente. Por otro lado se pueden diferenciar en su 

tiempo de vida media y en su potencial para inhibir la isoenzima metabolizante del fármaco, 

citocromo P450 (CYP)31. Las propiedades físico-químicas de estos antidepresivos se resumen en la 

tabla 2. 

 

Compuesto Abv CAS Fórmula Peso 

molecula
r g/mol 

pka 

 

Log 

KO
W 

 

LC50 

(μg·mL
-1) 

 
Fluoxetina   

 

FLX 56296-
78-7 

C17H18F3NO·H
Cl 

345.79 

 

10.
1 

4.65 0.7 

 
Norfluoxetina  NFL

X 
57226-
68-3 

C16H16F3NO·H
Cl 

331.76 9.0
5 

2.05 - 

Sertralina SER 79559-
97-0 

C17H17NCl2·HC
l 

342.69 9.4
8 

2.18 0.12 

Norsertralina NSE
R 

91797-
57-8 

C16H16Cl3N 328.66 - - - 

Citalopram CIT 59729-
32-7 

C20H21FN2O-
HBr 

405.30 9.5 3.74 3.9 

Desmetilcitalopra
m 

DCIT 114025
-14-9 

C19H19FN2O-
HCl 

346.83 - - - 
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Paroxetina PAR 110429
-35-1 

C19H20FNO3-
HCl-H2O 

374.73 9.9 3.95 0.58 

Tabla 2. Propiedades fisicoquímicas de SSRIs. 

 Fuente: Liliana J. G. Silva, André M.P.T. Pereira, Leonor M. Meisel, Celeste M. Lino, Angelina 
Pena. Reviewing the serotoning reuptake inhibitors (SSRIs) footprint in the aquatic biota: Uptake, 

bioaccumulation and ecotoxicology. Environmental Pollution (2015), 197.127-143. 

 

 

1.6. Fuentes de contaminación 

La presencia en el ambiente de un producto farmacéutico está en función de muchas variables, 

incluyendo la cantidad fabricada, dosis y frecuencia, la persistencia en el ambiente, el metabolismo 

del compuesto y la eficacia  en su remoción por parte de las plantas de tratamiento de aguas residuales.  

Los productos farmacéuticos están diseñados para persistir y pueden tener una vida media larga en el 

ambiente, pueden acumularse, alcanzando niveles detectables y biológicamente activos. La 

persistencia en el ambiente se rige por la biodegradación, fotolisis por la luz solar y otras 

transformaciones abióticas, como la hidrólisis (Yamamoto et al., 2009). En el ambiente, estos 

compuestos pueden ser transportados y distribuidos por diferentes vías. 

La industria que ha generado una gran cantidad de aguas residuales con características y 

concentraciones variables de contaminantes emergentes, es la industria farmacéutica debido a la 

amplia gama de productos que se fabrican. Las principales fuentes de contaminación de describen en 

la figura 1. 
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1.7. Mezclas complejas que favorecen toxicidad por interacciones  

Los tres mecanismos fundamentales que originan la interacción de los tóxicos son: 1) interacciones 

fisicoquímicas (neutralización, inactivación, insolubilización o precipitación con anulación de su 

efecto por influencia en la absorción o formación de nuevas sustancias), 2) interacciones toxocinéticas 

(modificación de la concentración tisular de los tóxicos por interferencia en cualquiera de sus fases 

cinéticas) y 3) interacciones  toxodinámicas (competencia entre los tóxicos por el sitio diana, 

alteración de la  sensibilidad de éste o por la acción sobre distinto blanco, afectando el efecto de 

alguno de los tóxicos).  

Existen cuatro tipos de interacciones que son:  

1) Adición: Cuando el efecto producido por la combinación de dos o más xenobióticos, se define 

como la agregación de respuestas individuales esperadas. Por ejemplo, dos insecticidas 

organofosforados producen una inhibición aditiva de la acetilcolinesterasa.  

2) Sinergismo: Cuando la exposición simultánea de dos agentes causa un drástico incremento 

en el efecto tóxico aún mayor que la suma de ambos. Por ejemplo, la exposición a asbesto y 

humo de cigarro resulta en un aumento significativo en el riesgo de contraer cáncer de 

pulmón.  

3) Antagonismo: Cuando la exposición a uno de los xenobióticos resulta en una reducción en el 

efecto de otro. Por ejemplo, el zinc y el cadmio producen daño al ADN, sin embargo, cuando 

se encuentran en forma simultánea el daño se reduce hasta en un 49%. 

4) Potenciación: se refiere a una sustancia que no es tóxica en un determinado órgano blanco, 

incrementa la toxicidad de otra que si lo es. Por ejemplo, el isopropanol no es hepatotóxico, 

pero al ser administrado con tetracloruro de carbono, incrementa el efecto de éste sobre el 

hígado (Peña et al. 2001). 

 

1.8. Fluoxetina (FLX) 

1.8.1. Propiedades farmacodinámicas:   

La fluoxetina es un antidepresivo de segunda generación clasificado como inhibidor selectivo de la 

recaptación de serotonina (ISRS). Obtuvo la aprobación de la FDA en 1987 y, aunque inicialmente 

estaba destinado al tratamiento de la depresión, hoy en día se prescribe comúnmente para controlar 

trastorno obsesivo compulsivo, bulimia nerviosa. También se puede usar en combinación con 

olanzapina para tratar la depresión relacionada con el trastorno bipolar y la depresión resistente al 

tratamiento (Schenker et al., 1988). 
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La fluoxetina bloquea el transportador de recaptación de serotonina en la terminal presináptica, lo 

que finalmente da como resultado niveles sostenidos de 5-hidroxitriptamina (5-HT) en ciertas áreas 

del cerebro. Se une con una afinidad relativamente baja a los receptores 5-HT, dopaminérgicos, 

adrenérgicos, colinérgicos, muscarínicos e histamínicos, lo que explica por qué tiene un perfil de 

efectos adversos mucho más deseable en comparación con las clases de antidepresivos tricíclicos (Liu 

etal., 2002).     

1.8.2. Propiedades farmacocinéticas: 

La fluoxetina se solubiliza fácilmente en agua y se absorbe rápida y completamente en el tracto 

gastrointestinal tras su administración oral alcanzándose niveles plasmáticos máximos al cabo de 4 a 

8 horas. Tiene una vida media de 1 a 3 días y a niveles terapéuticos se une a proteínas plasmáticas en 

un 95%, ya que es muy lipofílica lo que permite que el fármaco y su metabolito activo, norfluoxetina, 

se distribuya al cerebro y sea capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (Liu etal., 2002).     

La mayoría de los productos farmacéuticos se metabolizan en el hígado gracias a la familia de enzimas 

presentes como las citocromo p450 (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 y 

CYP3A5). Aunque todas las enzimas mencionadas contribuyen a la N-desmetilación CYP2D6, 

CYP2C9 y CYP3A4 parecen ser las principales enzimas que contribuyen al metabolismo de fase I. 

Existe evidencia que sugiere que CYP2C19 y CYP3A4 median la O-desalquilación de fluoxetina y 

norfluoxetina para producir paratrifluorometilfenol que posteriormente se metaboliza a ácido 

hipúrico. Tanto la fluoxetina como la norfluoxetina se someten a glucuronidación para facilitar su 

excreción. El fármaco como el metabolito activo inhiben las isoenzimas CYP2D6, por lo que los 

pacientes pueden ser susceptibles a las interacciones medicamentosas (Crifasi et al., 1997; Margolis 

et al., 2000). 

Aproximadamente un 60-80% se excreta por la orina. Un 2.5% lo hace como molécula original y un 

10% como norfluoxetina. Con la materia fecal se elimina entre un 12-15%. Con un tiempo de 

excreción para fluoxetina: 4-6 días, norfluoxetina: 4-16 días (Shi et al., 2010).   

1.8.3. Vías de entrada al ambiente  

Las principales vías de entrada serian a través de efluentes hospitalarios, industriales y municipales y 

forman parte de las aguas residuales o entran directamente al ambiente, sin los tratamientos 

suficientes para su eliminación o remoción podrían tener como destino los cuerpos de agua y suelo 

principalmente. 
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La FLX es un compuesto bioacumulable en el ambiente, debido a su descarga continua. La cantidad 

de este compuesto que ingresa diariamente a las plantas de tratamiento municipal puede llegar al 

orden de nanogramos. microgramos, miligramos. 

1.8.4. Ocurrencia en el ambiente  

Fuente  Ubicación  Concentración 
(ng/L)  

Referencia  

Agua superficial (río)  España  0.6-66.1 Fernández et al., 2010 

Agua superficial  Polonia 3.2-5.5 Giebultowicz et al., 2015 
Agua superficial  Francia 1.0-2.0 González-Rey et al., 2015 

Efluente PTAR Inglaterra  26.0 Evans et al., 2015 

Efluente PTAR México  6.6-6.93 Estrada et al., 2016 

Influente PTAR México  2.9-4.41 Estrada et al., 2016 

Tabla 3. Ocurrencia de FLX en el ambiente. 

1.8.5. Toxicidad de los ISRS en organismos acuáticos 

 

Los ISRS son capaces de causar efectos adversos sobre procesos biológicos, aun cuando éstos en 

apariencia no estén asociados a su forma de acción en el cuerpo humano. Algunos autores se han 

enfocado en documentar principalmente el potencial de toxicidad aguda por medio de la letalidad 

(CL50), inhibición (CI50) u otros efectos agudos (CE50) en bioindicadores modelo. Teniendo en cuenta 

que la liberación de los ISRS al ambiente es de manera continua y por periodos prolongados de 

exposición, se puede considerar que su riesgo de afectación puede ser crónico, condición que puede 

comprometer los procesos metabólicos en especies acuáticas no blanco (Brooks, et al., 2003; Boxxal, 

et al., 2003; Flaherty y Dodson, 2005; Neuwoehner, et al., 2009; Lam, et al., 2013; Weinberger, et 

al., 2014) afectando de forma directa a la serotonina (5-HT) definida como uno de los 

neurotransmisores más importantes dentro del reino animal (Barry, 2013), que actua como modulador 

directo de algunas funciones celulares (Mossner y Lesch, 1998; Kreke y Dietrich, 2008) y esencial 

en diversos procesos metabólicos de vertebrados e invertebrados (Foran, et al., 2004), ya que regula 

el comportamiento, agresión, deseo sexual y es fundamental en el apetito y vigilia en vertebrados 

(Mennigen, et al., 2011). Este neurotransmisor se produce en el sistema nervioso central (Styrishhave, 

et al., 2010), su mecanismo de acción es aún incierto en algunas especies. No obstante, se propone 
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que su modo de acción en peces es por medio de la alteración de los niveles de serotonina endógena, 

la cual interviene de manera directa en el proceso reproductivo por la afectación de hormonas 

relacionadas al comportamiento sexual (Menningen, et al., 2011).  

 

La variación de los niveles de serotonina en especies con receptores afines a la serotonina puede 

influir de forma directa sobre los procesos fisiológicos de las especies expuestas, incluidos aquellos 

derivados de la reproducción, desarrollo, comportamiento y sistema inmune (Park, et al., 2012). Tanto 

fluoxetina como su metabolito activo (norfluoxetina) son los serotoninérgicos más investigados en 

relación a sus efectos sobre organismos no blanco (Bringolf, et al., 2010: McDonald, et al., 2011; 

Mennigen, et al., 2011). Existe evidencia científica que documenta respuestas de algunos organismos 

acuáticos con receptores afines a este neurotransmisor como es el caso de crustáceos y peces 

(Campos, et al., 2012). Ceriodaphnia dubia, presentó variaciones en su tasa reproductiva promedio 

por exposición a fluoxetina, al disminuir el número total de neonatos por hembra a partir de 

concentraciones de 0.045 mg L-1. En otro estudio, incremento la producción neonatal en el 

bioindicador Daphnia magna a concentraciones de 36 μg L-1. Sin embargo, este aumento se vio 

afectado a concentraciones más altas (Flaherty y Dodson, 2005). Adicionalmente en otro estudio, se 

pudo observar durante el desarrollo reproductivo del pez Danio rerio, una menor producción de 

ovocitos a 0.32 μg L-1 (Lister, et al., 2009). Por otro lado, para el pez Oryzias latipes (pez medaka) 

Brooks y colaboradores (2003) reportaron la generación de malformaciones embrionarias tales como: 

afectaciones cardíacas (edema pericárdico), escoliosis y retraso del desarrollo corporal. 

Estudios previos reportan que los ISRS disminuyen la respuesta al estrés oxidativo, sin embargo al 

inhibir enzimas de la familia de las citocromos p450, hacen a los organismos susceptibles a la 

exposición a otros fármacos que pueden inducir estrés oxidativo por un aumento de las especies 

reactivas de oxígeno y de nitrógeno.  

1.9. Estrés oxidativo  

El estrés oxidativo se define como la exposición de organismos vivos a diversas fuentes que producen 

una ruptura del equilibrio redox, ya sea por un déficit de defensas antioxidantes o por un incremento 

exagerado de la producción de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno. Puede generar daños a 

las biomoléculas como: proteínas, lípidos y ácidos nucleicos. Que se pueden expresar como 

alteraciones de la estructura-función en cualquier órgano, sistema o grupo celular; a esto se le conoce 

como mecanismo general de daño celular.(Rodríguez et al., 2001; Ames et al., 1993). 
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El estrés oxidativo está relacionado con la generación de enfermedades crónicas degenerativas como: 

cáncer, diabetes mellitus, ateroesclerosis, enfermedades neurodegenerativas, artritis reumatoide, 

isquemia, apnea obstructiva del sueño y otras enfermedades. Además, está relacionado con los 

mecanismos del envejecimiento, debido a un incremento progresivo en los procesos regulatorios 

mediados por los radicales libres que da como resultado cambios en la expresión de genes. 

El daño genético se define con mayor precisión en términos de lesiones estructurales específicas que 

se producen a lo largo del ADN. Existen tres clasificaciones principales de los daños:  

a) La mutagénesis se refiere a mutaciones de un gen, que son cambios en la secuencia de ADN 

dentro de un gen. 

b) Clastogénesis refiere a los cambios en la estructura de los cromosomas, por lo general resulta 

en una ganancia, pérdida o reordenamiento de piezas cromosómicas 

c) Aneuploidía se refiere a la ganancia o pérdida de cromosomas intactos. 

 

Las especies reactivas, como las de oxigeno (ROS) son importantes para el desarrollo embrionario, 

ya que participan en procesos como la apoptosis, la activación de factores de transcripción y la 

diferenciación celular. Pero cuando existe un desequilibrio entre la cantidad de especies reactivas y 

las antioxidantes se genera estrés oxidativo y cuando esto ocurre durante el desarrollo embrionario 

podría generar embriotoxicidad y teratogenicidad (Ali et al., 2011). Principalmente si es estrés 

oxidativo es inducido por un exógeno, como son los fármacos, los metales pesados y los productos 

químicos encontrados en el efluente hospitalario.  

La embriotoxicidad es la capacidad de una sustancia para producir efectos tóxicos en la progenie 

durante el desarrollo embrionario temprano (Rohwedel et al., 2001), desde la concepción a la etapa 

fetal. Dichos efectos pueden incluir malformaciones que comprometen la vida de los organismos, 

alteraciones  morfológicas que se pueden presentar durante el desarrollo y crecimiento, de funciones 

celulares y muerte celular programada (apoptosis). La teratogenesis se refiere a la alteración 

morfológica, bioquímica o funcional, que se presenta después del periodo de embriogénesis.  

1.10. Estrés oxidativo implicado en las alteraciones al desarrollo embrionario y teratogénesis 

La revisión de la literatura disponible indica que muchos fármacos aumentan las EROx en organismos 

acuáticos, y tal estrés puede estar relacionado con alteraciones del desarrollo, incluyendo efectos 

reproductivos, embriotoxicidad y/o teratogenicidad (Arellano-Aguilar et al., 2013). 

 

Cualquier factor externo que afecte a la proliferación, diferenciación o apoptosis celular puede 

producir efectos embriotóxicos o teratogénicos, y tales factores incluyen exposiciones químicas a 
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altas concentraciones; tales efectos pueden resultar en malformaciones congénitas permanentes, 

anormalidades funcionales o incluso en la muerte del embrión. Varios factores externos pueden dar 

lugar a embriotoxicidad y teratogenicidad en el medio acuático. Estos factores incluyen la radiación 

ultravioleta, los cambios en el pH, las condiciones térmicas e iónicas, las infecciones, los parásitos, 

así como las sustancias químicas, tales como, los productos farmacéuticos, los retinoides, los 

compuestos aromáticos y los plaguicidas (Rohwedel et al., 2001). 

 

A pesar de la investigación intensiva, los mecanismos implicados en la teratogénesis todavía no se 

entienden suficientemente, pero se sabe que difieren entre varios compuestos. Sin embargo, se 

conocen los siguientes mecanismos mediante los cuales los xenobióticos pueden inducir efectos de 

desarrollo, e incluyen alteraciones del ADN (es decir, mutaciones, aberraciones cromosómicas o 

efectos del metabolismo de ácidos nucleicos), inhibición de enzimas específicas, alteraciones de 

membranas, modulación de los suministros de energía celular, así como la interrupción de la 

señalización del ácido retinoico o el EOx. A menudo, un conjunto complejo de factores y/o la 

acumulación de errores producen malformaciones morfológicas o letalidad embrionaria. 

 

El oxígeno desempeña un papel clave en el metabolismo y es fundamental para las primeras etapas 

del desarrollo de los organismos. Se sabe que varios derivados del oxígeno, conocidos como especies 

reactivas de oxígeno (ERO), tienen funciones de señalización y pueden afectar varios procesos 

fisiológicos y patológicos en un organismo. En el nivel de la embriogénesis, la regulación sensible de 

ERO se ha relacionado con el control de la escisión de ovocitos, así como la maduración de ovocitos, 

la esteroidogénesis ovárica, la ovulación, la implantación y la formación de blastocistos. 

 

Sin embargo, los niveles de ERO deben ser controlados continuamente para evitar que se vuelvan 

altamente tóxicos a macromoléculas biológicas (por ejemplo, proteínas, ADN y lípidos de 

membrana). El potencial teratogénico de los xenobióticos depende por tanto de las vías 

embrioprotectoras y de la desintoxicación y la reparación de macromoléculas. Recientemente se 

demostró que las defensas antioxidantes generales desempeñan un papel importante en la protección 

de las primeras etapas de las larvas acuáticas y en las fases de desarrollo posteriores, así como en el 

proceso de metamorfosis. 

 

Para proteger contra las ERO, las células contienen moléculas antioxidantes no enzimáticas (el 

tripéptido glutatión, la vitamina E y las metalotioneínas) y enzimas que pueden desintoxicar ERO. 

Estas enzimas incluyen:  la SOD que existe en las mitocondrias y el citosol, la CAT que cataliza la 
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eliminación del peróxido de hidrógeno en los peroxisomas, y la GPX presente en el núcleo, las 

mitocondrias y el citosol. Otras enzimas importantes que son conocidas por proteger el embrión 

contra las moléculas reactivas son la glutatión-S-transferasa (GST) y la glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa (G6PD). 

 

La importancia del EROx al causar embriotoxicidad o teratogenicidad también se confirmó 

indirectamente en estudios con mamíferos y humanos, en los que las adiciones externas de 

antioxidantes impidieron daños a los embriones. 

 

Los radicales libres de ácidos poliinsaturados entre sí pueden formar dímeros por entrecruzamiento o 

pueden ciclarse, mediante la formación de nuevos agregados de bajo peso molecular como el MDA 

(Malondialdehído) que conducen a la disminución de la fluidez y de la permeabilidad de la membrana, 

modificando su estructura y con ello la función de las células y de los tejidos. De manera indirecta el 

MDA puede reaccionar con otras moléculas como los aminoácidos y dañar a la célula (Konigsberg, 

2008). 

 

 

1.11. El pez cebra (Danio rerio) como modelo bioindicador     ME QUEDE AQUÍ PARA 

MODIFICAR EL TEXTO 

Los peces teleósteos son organismos con mayor uso en pruebas de biomonitoreo de cuerpos de agua 

debido a la sensibilidad que favorece el contacto con los contaminantes emergentes (Arellano-Aguilar 

et al., 2013). 

 

El pez cebra es un modelo de fácil manejo para el laboratorio que se emplea en el estudio de diversos 

aspectos biológicos como el desarrollo embrionario, fisiología y genómica. Aproximadamente el 71% 

del genoma del pez cebra es ortólogo con el ser humano, incluyendo 82% de genes asociados a 

enfermedades como el cáncer, Alzheimer, Parkinson y cardiopatías (Howe et al., 2013). 

 

El pez cebra ha surgido como un modelo vertebrado para estudios en genética, desarrollo embrionario 

y recientemente como modelo de biomonitoreo y toxicidad de sustancias químicas, particularmente 

por su sensibilidad y capacidad de respuesta (Rocha et al., 2011). 
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Las principales ventajas que caracterizan el uso del pez cebra como modelo bioindicador se 

encuentran:  organismo regulado por la OCDE para estudios de toxicidad aguda, elevada tasa 

reproductiva, ciclo de vida corto y desarrollo embrionario rápido, además de un corion transparente 

que permite la observación visual del desarrollo de cada órgano a través del tiempo. (Lawrence et al., 

2007). 

 

El desarrollo embrionario del pez cebra se lleva a cabo en 72 horas post-fertilización; desde la 

fecundación hasta la eclosión de una larva. En 1995, Kimmell y colaboradores describieron 

detalladamente el proceso del desarrollo embrionario, distinguiendo siete periodos y treinta y nueve 

etapas morfológicas específicas. Los siete periodos del desarrollo corresponden a una serie de 

procesos de división, migración celular y señalización, común en vertebrados. 

 

Durante las etapas de 12, 24, 48 y 72 hpf (horas post fertilización) es posible observar cambios 

morfológicos, que permiten hacer el seguimiento del desarrollo embrionario (Haffter et al., 1996; 

Kimmell et al., 1995). 

 

 

 

2.0 JUSTIFICACIÓN 

En los últimos años se presenta un mayor interés por parte de investigadores los posibles mecanismos 

químicos y moleculares en el estrés oxidativo , el daño al ADN, la modificación de proteínas y la 

actividad enzimática, con énfasis en el sistema biológico químico y libre de células. Esto debido a la 

presencia de diversos contaminantes entre los que destacan la fluoxetina clasificado como un ISRS 

que por sus siglas se denomina inhibidor selectivo de la recaptación de serotonina, la cual se encuentra 

implicada en el comportamiento de organismos vertebrados. Presentando además propiedades 

antidepresivas, con menores efectos secundarios. Estudios previos han reportado que es capaz de 

generar estrés oxidativo, afectando a biomoléculas como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos.  

En la literatura se ha reportado que los ISRS son capaces de inhibir isoenzimas de la familia de las 

Citocromo p450, por lo que hace susceptibles a bioacumular, bioconcentrar otro tipo de 

contaminantes emergentes que aumenten la generación de EROx en organismos acuáticos, y tal estrés 

puede estar relacionado con alteraciones del desarrollo, incluyendo efectos reproductivos, 

embriotoxicidad y/o teratogenicidad, genotoxicidad, citotoxicidad y alteraciones en el 
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comportamiento por la presencia de ISRS que se han considerado como sustancias neurotóxicas ya 

que afectan principalmente al SNC. 

 

Acorde a lo anterior los reportes toxicológicos y de riesgo ambiental son insuficientes sobre esta clase 

de contaminantes emergentes por lo que se sugiere realizar más estudios para obtener evidencia 

sufiente para desarrollar estrategias adecuadas para su tratamiento, remoción y control, tomando en 

cuenta valores de concentración que resulten inocuos en exposiciones crónicas para las especies 

bioindicadoras modelo.  

 

La búsqueda de nuevos biomarcadores de efecto y el empleo de pruebas de exposición crónica son 

acciones fundamentales en la estimación del peligro asociado a la presencia de contaminantes 

emergentes, en especial de compuestos farmacéuticos como los ISRS, ya que los indicadores de daño 

oxidativo y neurotoxicidad se consideran métodos de referencia para evaluación toxicológica, sin 

embargo no logran generar evidencia suficiente sobre el riesgo ambiental de esta tipo de compuestos 

para los organismos acuáticos. 

 

3.0 HIPÓTESIS 

 

La fluoxetina será capaz de inducir alteraciones en el desarrollo embrionario y tener un efecto 

teratogénico e inducir neurotoxicidad en adultos de Danio rerio, debido al estrés oxidativo. 

 

4.0 OBJETIVOS 

 

Objetivo general: 

Evaluar la toxicidad inducida por fluoxetina sobre embriones y adultos de Danio rerio. 

 

Objetivos específicos: 
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1) Evaluar alteraciones al desarrollo embrionario y el potencial teratogénico inducido por 

fluoxetina sobre Danio rerio. 

2) Evaluar el estrés oxidativo inducido por fluoxetina en etapas tempranas de Danio rerio. 

3) Evaluar la neurotoxicidad y el estrés oxidativo en cerebro, inducido por fluoxetina sobre 

adultos de Danio rerio. 

 

5.0. METODOLOGÍA PARA EMBRIONES DE D. RERIO 

6.7. 5.1. Mantenimiento de los organismos de prueba y obtención de los ovocitos 

Se utilizaron ejemplares de pez cebra (Danio rerio) adultos, los cuales se obtuvieron comercialmente. 

Los organismos se mantuvieron en peceras de vidrio de 160 L de capacidad durante 30 días, a 

temperatura ambiente, con periodos de luz/oscuridad natural y alimentados con TetraMinMR para 

peces (aclimatación). Posteriormente al periodo de aclimatación, los peces fueron separados por 

género y colocados en tanques de 40 L. Los organismos se mantuvieron en agua a 28 ± 1 °C, pH 7-8, 

con ciclos de luz y oscuridad de 12-12 h. Fueron alimentados con hojuelas secas (TetraMin PRO) tres 

veces al día. Una vez al día también se les alimentó con larvas de Artemia salina para promover la 

ovoposición (Prueba n.º 236: Prueba de toxicidad aguda de los embriones de peces (FET), 2013). 

Se emplearon ovocitos de Danio rerio obtenidos por fertilización natural. El proceso de fertilización 

se realizó in situ en el acuario de la Facultad de Química UAEMex. Para este proceso se colocaron 5 

hembras y 10 machos adultos en etapa reproductiva fueron colocados dentro de una pecera de 

fertilización de 10 L. Se le colocarón filtros y difusores de aire. Las peceras fueron mantenidas en un 

acuario cerrado, a temperatura controlada de 28±1 °C y fotoperiodos naturales de luz/oscuridad. Los 

ovocitos se obtuvieron mediante reproducción natural en el laboratorio, se seleccionaron (con ayuda 

de un microscopio estereoscópico) en la etapa de blástula a las 2h, para el estudio de las alteraciones 

al desarrollo embrionario y teratogénesis fueron expuestos a concentraciones ambientalmente 

relevantes de fluoxetina (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 ng L-1).  

 

 

6.8. 5.1.2 Exposición de ovocitos  

Estas pruebas se realizaron siguiendo las directivas establecidas por la OCDE, en su guía de prueba 

N° 236: Toxicidad aguda de embriones de peces (FET) Test (2013), para la especie Danio rerio. Para 

las pruebas, se utilizaron concentraciones ambientalmente relevantes de fluoxetina. Estas fueron 
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seleccionadas a base de estudios previos. En cada uno de los sistemas de exposición se colocaron 

ovocitos fertilizados seleccionados al azar, los cuales fueron colocados en microplacas de 24 pocillos. 

Se colocó un ovocito en cada pozo, las microplacas se mantuvieron durante 5 días a 28±1 °C y 

periodos de luz-oscuridad natural en el laboratorio de toxicología de la Universidad Autónoma del 

Estado de México. La evaluación morfológica de los embriones se realizó a las 12, 24, 48, 72 y 96 h 

post-fertilizacion (hpf) de exposición utilizando un microscopio invertido y fue grabada con una 

cámara Axiocam 305 color y el programa Zen 2.3 lite (blue edition).   

5.1.3 Embrioletalidad  

Para la determinación de la (CL 50 ) de los sistemas anteriormente mencionados se observaron los 

ovocitos en el microscopio estereoscópico a las 96 h post-fertilización mencionadas y se cuantificaron 

los ovocitos coagulados. Los ovocitos muertos y vivos fueron contados. Se realizó un análisis de 

PROBIT con un del 95% de confianza para obtener la concentración letal media (CL50).  

 

5.1.4 Cálculo de CL50 / EC50 malformaciones y índice teratogénico (TI) 

Para las determinaciones de CL50 / EC50 , se utilizará el método Karber (Hamilton et al., 1977) 

empleando la USEPA software. El índice teratogénico de determinará a través del cociente de CL50 / 

y EC50 de malformaciones. Si el TI de una sustancia es = 1, la sustancia se considerará teratogénica; 

si la sustancia es <1, la sustancia producirá efectos letales en el embrión (Weigt et al., 2011). 

5.1.5 Evaluación de las alteraciones del desarrollo embrionario y de los efectos 

teratogénicos  

Las alteraciones en el desarrollo embrionario se registraron según el sistema de puntuación 

establecido por Kimmel et al., (1995) y Hermsen et al., (2011). Las alteraciones morfológicas de los 

embriones se identificaron utilizando un estereomicroscopio (Zeiss Stemi 305). Las alteraciones del 

desarrollo embrionario y los criterios de valoración de la teratogenicidad se evaluaron tomando en 

cuenta 1) el desarrollo de la cola, 2) la formación de somitas, 3) el desarrollo de los ojos, 4) el 

movimiento, 5) la circulación sanguínea, 6) los latidos del corazón, 7) la pigmentación de la cabeza 

y el cuerpo, 8) la pigmentación de la cola, 9) aparición de aleta pectoral, 10) protuberancia de la boca 

y 11) eclosión. 

 

El total de malformaciones se expresó como el porcentaje de embriones con al menos una 

malformación o la malformación individual, respectivamente, en comparación con el control. Asi 
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mismo se construyó una curva de concentración-respuesta con las principales malformaciones 

inducidas por la exposición al FLX en embriones de D. rerio utilizando IBM SPSS Statistics 22. Las 

imágenes de las malformaciones de los embriones fueron capturadas con una cámara digital Canon 

(EOS 80D). Se utilizaron para crear un histograma de frecuencias con las malformaciones presentes: 

retraso en el desarrollo, retraso en el proceso de eclosión, deformidad de la aleta, hipo pigmentación, 

hemorragia en la cabeza, hemorragia en la cola, hemorragia en el saco vitelino, estructura de la 

notocorda modificada, malformación de la cabeza, malformación del corazón, hiperplasia de la boca, 

malformación de los otolitos, malformación de la cola, edema pericárdico, raquisisis, escoliosis, 

deformación del saco vitelino y edema de saco vitelino (yema). 

 

6.9.  

5.1.6 Evaluación del estrés oxidativo  

5.1.7 Estrés oxidativo inducido por fluoxetina 

Se pesó un gramo de ovocitos fecundados que fueron expuestos a concentraciones ambientalmente 

relevantes de fluoxetina (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 ng L-1) en forma aislada, así como un grupo 

testigo. Después de 72 y 96 h de exposición, se realizó un homogenizado de los ovocitos en una 

solución buffer de fosfatos. Al homogenizado se le determinó la LPX (Jiang et al., 1992), el HPC 

(Levine et al., 1994), y el CPC (Parvez et al., 2005; Burcham et al ., 2007); así como la actividad de 

las enzimas SOD (Misra et al., 1972), CAT (Radi et al., 1991) y GPX(Günzler y Flohé, 1985, 

modificado por Stephenson, 2000) . El estudio se realizó por triplicado. 

 

5.1.8 Evaluación del grado de lipoperoxidación (Método de Buege y Aust, 1979) 

 

50μL de sobrenadante se reconstituyo con 450μL de solución tampón Tris HCl 150mM (pH 7.4) y 

1mL de solución TCA-TBA (0,375% tiobarbitúrico, en ácido tricloroacético al 15%). Posteriormente 

esta solución se incubo a 37 ° C durante 30 min y la muestra se agitó en vortex, después se colocaron 

las muestras en un baño de agua hirviendo durante 45 min, y se enfriaron bruscamente para provocar 

un choque térmico. Seguido de esto las muestras se centrifugaron a 1077 G durante 10 min. 

Finalmente, la absorbancia se leyó a 535 nm usando una reacción de blanco. Los resultados obtenidos 

se expresarón como millimoles de malondialdehído por miligramo de proteína usando la extinción 

molar coeficiente de 1,56 × 105/M/cm. 
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5.1.9 Evaluación del contenido de hidroperóxidos (Método Jiang et al., 1992)  

A 100 μl de sobrenadante (deprotonizado con ácido tricloroacético al 10%) se le añadieron 900 μl de 

mezcla de reacción (0.25mM FeSO4, 25mM H2SO4, 0.1mM de naranja de xilenol y 4 mM 90% de 

butil hidroxitolueno en metanol). La mezcla se dejó reposar por 60 minutos a temperatura ambiente 

y protegida de la luz. Posteriormente se llevó a cabo la lectura de la absorbancia a 560nm, contra un 

blanco que contenía solo la mezcla de reacción. Los resultados se interpolaron en una curva tipo y el 

resultado se expresó en nanomoles de hidroperóxido de cumeno por miligramo de proteína. 

 

5.1.10 Evaluación del contenido de proteínas carboniladas (Método de Levine et al., 1994; 

Parvez y Raisuddin, 2005; Burchman, 2007) 

 

A 100 μL del sobrenadante se le añadieron 150 μL de 2,4-dinitrofenil hidrazina (10 mM en HCl 2 

M), posteriormente se incubó la solución a temperatura ambiente durante 1 h en la oscuridad. 

Transcurrido el tiempo se añadieron 500 μL de ácido tricloroacético (20%), y la muestra se dejó 

reposar durante 15 min a 4 ° C. Posteriormente se centrifugo a 14.475 G durante 5 min. Se desechó 

el sobrenadante y el botón se lavó tres veces con 1mL de etanol: acetato de etilo (1:1). El precipitado 

se disolvió en 1mL de guanidina 6 M, pH 2.3, y se incubó a 37° C durante 30 min. Finalmente, la 

absorbancia se leyó a 366 nm, y los resultados se calcularon mediante el coeficiente de extinción 

molar de 21.000 M/ cm. Los datos se expresaron como nanomoles de carbonilos reactivos formados 

por miligramo de proteína. 

 

5.1.11 Evaluación de la actividad del superóxido dismutasa (Método de Misra y Fridovich, 

1972) 

 

A 40 μL de sobrenadante, se le añadieron 260 μL de una solución buffer de carbonatos (carbonato de 

sodio 50 mM y 0.1 mM EDTA), a pH 10.2, y 200 μL de adrenalina (30 mM) y se determinó la 

absorbancia a 480 nm, a los 30 s y 5 min. La actividad de SOD se determinó mediante la interpolación 

de los datos en una curva tipo. Los resultados se expresaron como SOD UL por miligramo de proteína. 

 



 

 
23 

5.1.12 Evaluación de la actividad de la catalasa (Método de Radi et al., 1991) 

A 30 μL sobrenadante se le añadieron 420 μL de solución tampón de aislamiento (0.3 M de sacarosa, 

1mM EDTA, 5 mM de HEPES “ácido 4-(2-hidroxietil)-1- piperazinetanolsulfónico”, y 5 mM de 

KH2PO4) y 300 μL de solución de peróxido de hidrógeno (20 mM). Posteriormente se leyó la 

absorbancia a 240 nm, a los 0 y 60 s. Los resultados se expresaron como milimoles de H2O2 por 

miligramo de proteína. 

 

5.1.13 Evaluación de la actividad del glutatión peroxidasa (Método de Günzler y Flohé, 

1985, modificado por Stephenson, 2000) 

Tome 100 μL de sobrenadante del tubo 2 y colocarlo directamente en la celda (preferentemente de 

cuarzo), adicione 290 μL de buffer de reacción, 100 μL de peróxido de hidrógeno 20mM y 12 μL de 

glutatión reductasa, leer la absorbancia a 340 nm utilizando un blanco de PBS que tenga el mismo 

tratamiento que las muestras. 

 

 

 

 

5.1.14 Determinación de proteínas totales (Método de Bradford; 1976) 

 

A 13 μL de sobrenadante se le añadieron 75 μL de agua destilada y 1.25mL del reactivo de Bradford, 

posteriormente se agitaron en el vórtex y se dejaron reposar por 5 minutos a temperatura ambiente 

protegidos de la luz. Finalmente se leyó la absorbancia de la solución a 595nm. Los resultados 

obtenidos fueron empleados para referir los resultados obtenidos de los biomarcadores de oxidación 

y de antioxidación empleados en el estudio. 

 

El experimento se realizó por triplicado en tres experimentos independientes. La reproducibilidad de 

los resultados se evaluó calculando la precisión de los mismos. La precisión se calculó utilizando la 

siguiente fórmula: C.V. = s m 100%. Donde: CV: coeficiente de variación, s: desviación estándar, m: 

media de las concentraciones. 
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5.1.15 Índice integrado de respuesta a los biomarcadores (IBRv2) 

El índice de respuesta de biomarcadores integrado se empleó para analizar la influencia del estrés 

oxidativo inducido por el FLX en los embriones de D. rerio (Sánchez et al., 2013). Para la 

determinación del IBR, los biomarcadores de cada fármaco probado (Xi) se dividieron frente a los 

biomarcadores del grupo de control (Xo). La relación de Xi con Xo se transformó en logaritmo (Yi) 

para reducir la varianza. A continuación, los valores de Yi se armonizaron aplicando la fórmula Zi = 

(Yi-m)/s y, utilizando la media (m) y la desviación estándar (s) de Yi. Posteriormente, el índice de 

desviación del biomarcador (A) se estimó mediante la diferencia entre Zi y Z0. Por último, los valores 

de A se trazaron en gráficos de estrella que representaban las respuestas integradas de los 

biomarcadores. Además, el valor absoluto de A de cada biomarcador se sumó para obtener el IBR. 

 

5.1.16 Aprobación ética 

Este protocolo de investigación fue revisado y aprobado por el Comité de Ética e Comité de Ética e 

Investigación de la Universidad Autónoma del Estado de México (UAEM) para garantizar que los 

experimentos se realicen de acuerdo con las normas institucionales para el cuidado de los animales 

(ID de aprobación: RP. UAEM.ERC.119.2020). Las disposiciones de la norma oficial mexicana sobre 

cría, cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-ZOO1999). 

5.1.17 Criterio de validez de la prueba y análisis estadístico  

 

Para garantizar la trazabilidad de los resultados. Se utilizarán los lotes solo si la tasa de fertilización 

es ≥90%. También es importante mencionar que la prueba se considerará válida si los grupos de 

control no muestran un >10% de efectos teratogénicos letales a 96 hpf. Diseño estadístico y criterios 

de trazabilidad 

La CL50 y la CE50 de malformaciones se calcularon con el software US-EPA ver 1.5, mediante un 

análisis probit con regresión lineal de máxima verosimilitud. El índice teratogénico (IT) se calculó 

mediante la relación entre la CL50 y la CE50 de malformaciones. Para la evaluación del desarrollo 

embrionario (escala de puntuación de Hermsen), se realizó un ANOVA de dos vías seguido de una 

prueba post hoc de Student-Newman-Keuls. Los datos de los biomarcadores de estrés oxidativo se 

examinaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías, considerando el tiempo como 

factor A y la concentración como factor B. Las variaciones entre las medias se examinaron con el 
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método de Student-Newman-Keuls, utilizando el software SigmaPlot 12.3. Todos los biomarcadores 

de estrés oxidativo superaron la prueba de normalidad. 

 

 

5.2 RESULTADOS DE LA PRIMERA PARTE EXPERIMENTAL EN EMBRIONES DE 

DANIO RERIO 

Nuestros resultados reportan un aumento en el número de embriones muertos y malformados de forma 

dependiente de la concentración. Se calcularon los valores LC50 y EC50m, que alcanzaron un valor 

de 30 ng L-1 y 16 ng L-1, respectivamente. Además, la FLX obtuvo un índice teratogénico de 1.9 y, 

en consecuencia, este fármaco debe clasificarse como teratogénico (Weigt et al., 2011). Para la 

determinación de la CL50 y la CE50, se realizó un análisis de regresión lineal. Nuestros valores de 

coeficiente de correlación, error estándar y grados de libertad fueron: 0.996, 1.71 y F (1.7) = 827,254, 

p < 0.05 respectivamente. 

El porcentaje de embriones muertos aumenta de forma dependiente de la concentración, alcanzando 

su valor máximo (70%) a la concentración de 40 ng L-1. En concordancia con lo anterior, el porcentaje 

de embriones normales disminuye de manera dependiente de la concentración, alcanzando su valor 

mínimo (11%) a la concentración de 40 ng L-1. El porcentaje de embriones malformados se mantuvo 

relativamente constante de 20 ng L-1 a 40 ng L-1 de FLX (Fig. 2). No obstante, cabe destacar que a 

medida que aumentaba la concentración de este fármaco también aumentaba la severidad de las 

malformaciones (Tabla 4). 

6.10. 5.2.1   Evaluación del desarrollo embrionario debido a la exposición a FLX 

Las curvas de concentración-respuesta para cada concentración de FLX se muestran en la Fig. 3. 

Teniendo en cuenta los criterios de Hermsen et al. (2011) y Kimmel et al. (1995), no se observaron 

alteraciones del desarrollo embrionario en el grupo de control. A diferencia del grupo de control, FLX 

disminuyó significativamente la puntuación de los embriones en todos los grupos de tratamiento (p < 

0.05). Esta disminución de la puntuación de los embriones se asocia a una mayor prevalencia de 

malformaciones en los embriones. Las principales malformaciones observadas en los embriones con 

menor puntuación fueron el edema pericárdico, alteraciones esqueléticas y malformaciones 

craneofaciales. 
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6.11. 5.2.1 Alteraciones del desarrollo embrionario y efectos teratogénicos inducidos 

por la exposición a FLX 

La Tabla 4 muestra los efectos teratogénicos presentados en todas las concentraciones de FLX 

probadas y a diferentes tiempos de exposición. Como se puede observar a concentraciones de 30 a 40 

ng L-1 las malformaciones más graves y potencialmente mortales malformaciones incluían la 

malformación corporal, el retraso en la eclosión, edema pericárdico y malformación del saco vitelino. 

Aunque esta información no se ha comunicado en este trabajo, muchos de los embriones murieron a 

100 hpf. 

La Fig. 4 muestra las malformaciones más frecuentes y graves presentadas en los embriones 

expuestos a concentraciones ambientalmente relevantes de fluoxetina. Como puede verse, muchas de 

estas malformaciones ponen en riesgo la vida de los embriones, llevándolos a la muerte. Todas las 

malformaciones observadas en los embriones eran dependientes de la concentración y se representan 

como un histograma de frecuencias, en el que se indica la incidencia de malformaciones por 

concentración. El valor de control no se representa en el gráfico, ya que la incidencia de 

malformaciones fue nula. Las imágenes muestran que algunos de los embriones expuestos a las 

concentraciones más altas (30-40 ng L-1) de FLX presentaron bifurcación de la cabeza. 

 

5.2.3  Actividad antioxidante inducida por FLX 

La actividad antioxidante de SOD, CAT y GPX, en embriones de D. rerio expuestos a FLX, se 

representa en la Fig. 5. Como puede verse en esta figura, la actividad de todas las enzimas, en todos 

los grupos de exposición, mostró un aumento significativo en comparación con el grupo control. 

Además, a medida que aumentaba la concentración, la actividad de las enzimas también aumentaba, 

alcanzando el pico máximo a la concentración de 40 ng L-1. Finalmente, a concentraciones de 10,15, 

20, 25, 30, 35 y 40 ng L-1 se observaron diferencias significativas en la actividad enzimática de CAT 

y GPX entre las 72 hpf. 

6.12.  

6.13. 5.2.4  Daño oxidativo inducido por FLX 

Los niveles de LPX, POX y HPX en embriones de D. rerio expuestos a FLX se muestran en la Fig. 

6. Los niveles de todos los biomarcadores de daño oxidativo, en todos los grupos de tratamiento, 

mostraron un aumento significativo en relación con el grupo de control. Los niveles de todos los 
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biomarcadores de daño oxidativo aumentaron a medida que lo hizo la concentración, alcanzando su 

valor máximo a una dosis de 40 ng L-1 de FLX. En cuanto a la LPX, se observó una diferencia 

significativa para todas las concentraciones entre los tiempos 72 y 96 hpf. Además, en el caso de 

HPX, se observó una diferencia significativa para las concentraciones 20, 25, 30, 35 y 40 ng L-1 entre 

las 96 hpf y las 72 hpf. Dado que el C.V. alcanzó un valor de <10%, podemos decir que los resultados 

muestran una buena reproducibilidad. Este valor fue consistente en ambos experimentos. 

 

6.14. 5.2.5. Índice de respuesta integral del biomarcador (IBRv2) 

Los valores de IBR aumentaron a medida que aumentaban las concentraciones de FLX. Así, a medida 

que aumentaban las concentraciones de este fármaco se observaban efectos más graves en los 

embriones (Fig. 7: A) 72 hpf, B) 96 hpf). Según nuestros análisis de IBRv2, los biomarcadores de 

daño oxidativo tuvieron más influencia en los embriones que las enzimas antioxidantes. El 

biomarcador de daño oxidativo que más impactó en los embriones fue el HPX. En cuanto al tiempo 

de exposición, las concentraciones de 15 ng L-1 y 35 ng L-1 mostraron un aumento significativo de los 

valores medios de IBR. 

 

 

 

6.15. 5.2.6. Resultados y Discusión primera parte  
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Fig 2. Porcentaje de organismos normales, muertos y teratogénicos. 

 

 

 

Fig 3. Curvas de concentración-respuesta de FLX en embriones de Danio rerio.  
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*Todas las concentraciones de FLX fueron significativamente diferentes del control.(ANOVA 
de 2 vias, prueba post-hoc de Student Newman Keuls, F(8,32)= 482; p<0.001) 

 

 

 

Fig 4. Malformaciones más graves y frecuentes inducidas por la exposición a concentraciones 
de FLX en embriones de D. rerio. 
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Fig 5. Biomarcadores de actividad antioxidante: A) Superóxido dismutasa (SOD) (F(8.244) = 
643,922; n = 9; p < 0,001), B) Catalasa (CAT) (F(8.244) = 3,145; n = 9; p < 0,042) y C) Glutatión 
peroxidasa (GPX) (F(8.244) = 92,324; n = 9; p < 0,001) en embriones de pez cebra D. rerio 
expuestos a ocho concentraciones diferentes de FLX a las 72 y 96 hpf. Los valores son la media 
de tres réplicas ± SE. 
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Fig 5. Biomarcadores de oxidación celular: A) Peroxidación de lípidos (LPX) (F(8.244) = 
134,325; n = 9; p < 0,001), B) Contenido de carbonilos en proteínas (POX) (F(8.244) = 23,278; 
n = 9; p < 0,001) y C) Contenido de hidroperóxidos (HPX) (F(8.244) = 73.132; n = 9; p < 0.001) 
en embriones de pez cebra D. rerio expuestos a ocho concentraciones diferentes de FLX a las 
72 y 96 hpf. Los valores son la media de tres réplicas ± SE. 
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Fig 7. Indice de integrado de biomarcadores: gráfico de estrellas para el índice IBRv2 
calculado de los biomarcadores de estrés oxidativo en embriones de D. rerio expuestos a FLX 
a A) 72 hpf y B) 96 hpf 
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6.16. 5.3 DISCUSIÓN PRIMERA PARTE  

6.17. 5.3.1 DISCUSION  

Los hallazgos identificados en este trabajo nos permiten señalar que la FLX en concentraciones 

ambientalmente relevantes puede alterar el desarrollo embrionario y generar efectos teratogénicos en 

las primeras etapas de la vida del pez cebra. Dado que el FLX es un compuesto muy recalcitrante y 

lipofílico, este fármaco puede distribuirse ampliamente en los medios acuáticos y, en consecuencia, 

bioacumularse en organismos como Cyprinus carpio, Dorosoma cepedianum, Ameiurus nebulosus, 

Morone americana, Catostomus commersoni, Pimephales promelas, Carcharhinus leucas, 

produciendo efectos deletéreos en ellos (Chu y Metcalfe, 2007; Dorelle et al., 2020; Duarte et al., 

2020; Nowakowska et al, 2020; Ramírez et al., 2007; Schultz et al., 2010). 

Nuestros resultados en el ensayo ZFET mostraron que la CL50 de FLX en embriones de pez cebra 

fue de 30 ng L-1 con un intervalo de confianza del 95% de 26.3-35.5. La CL50 para FLX en 

embriones de otras especies acuáticas fue de 705 μg L-1 a 48 hpf, para Pimephales promelas (Brooks 

et al., 2003), 7,5 mg L-1 a 96 hpf, para Xenopus laevis (Richards y Cole, 2006), 546 μg L-1 a 7 días, 

para Gambusia affinis (pez mosquito) (Henry y Black, 2008), y 5.5, 1.3, 0.2 mg L-1 a las 96 h a pH 

7, 8 y 9, respectivamente, para Oryzias latipes (Nakamura et al., 2008). Sobre la base de estos datos, 

podemos concluir que D. rerio es más sensible a los efectos del FLX que los otros organismos 

mencionados. 

Los efectos de FLX en los embriones están relacionados con la capacidad de este fármaco para unirse 

a la vitelogenina, que es una proteína precursora de la formación de la yema del huevo (Soares et al., 

2009). Dado que el FLX tiene las propiedades fisicoquímicas para atravesar la membrana coriónica 

del pez cebra, puede ejercer sus efectos sobre los ovocitos. Pan et al., (2018), expusieron embriones 

de D. rerio a varias concentraciones (0.1, 1, 10, 100 y 1000 μg L-1) de FLX. A las 72 h, determinaron 

la captación del antidepresivo en la yema del embrión obteniendo valores de 0.022, 0.044, 0.389, 1.88 

y 29.7 μg L-1 respectivamente, para cada concentración probada. Estos resultados muestran que la 

FLX puede atravesar el corion y ejercer sus efectos tóxicos en embriones de pez cebra 

Al evaluar las alteraciones en el desarrollo embrionario del pez cebra por la exposición a FLX, 

observamos que las malformaciones del saco vitelino y el edema pericárdico se presentaron en una 

alta proporción y de manera dependiente de la concentración. Hollert et al. (2003), refieren que esta 

afectación puede explicarse por el daño a la membrana celular que conduce a una alteración osmótica 

con la consecuente hiperacumulación de líquidos. El edema pericárdico es una malformación que 

compromete la integridad de los embriones, debido a la acumulación de líquido en el intersticio del 



 

 
39 

pericardio, lo que aumenta el tamaño del corazón y la contracción cardíaca (Zodrow et al., 2004). 

Tanto el edema pericárdico como las malformaciones del saco vitelino se habían evidenciado en otros 

estudios realizados en peces cebra expuestos a FLX (3, 5, 6, 12, 24 y 48 mg L-1) (Ducharme et al., 

2013; Zindler et al., 2019). En este estudio, observamos estas malformaciones a concentraciones 

mucho más bajas (5-40 ng L-1), y documentamos una nueva alteración (formación de burbujas en el 

saco vitelino), que no había sido evidente en otros estudios. La formación de burbujas en el saco 

vitelino está relacionada con la hiperacumulación de agua en el embrión (Pereira et al., 2019). 

La escoliosis fue otra malformación esquelética importante observada en los embriones expuestos a 

FLX. Ésta se caracteriza por la curvatura lateral de la columna vertebral y suele producirse cuando 

hay defectos en la formación de la columna vertebral durante la etapa de embriogénesis. Los 

teleósteos como D. rerio tienen una susceptibilidad natural a desarrollar deformidad espinal, esta 

situación está asociada a factores genéticos y ambientales (Grimes et al., 2016). En el grupo de control 

de este estudio no se observaron alteraciones esqueléticas en los embriones, sin embargo, en los 

embriones expuestos a FLX se produjo escoliosis. La aparición de escoliosis en los embriones puede 

deberse a que el FLX (5-40 ng L-1 ) genera un deterioro de la neurogénesis y anomalías del aparato 

locomotor, así como deformidades en la columna vertebral sin que vuelvan a su posición normal 

(Stewart et al., 2013; Zindler et al., 2019). 

 

Otra alteración inducida por la exposición de los embriones al FLX fue el retraso en la eclosión. Esta 

malformación también afectó al desarrollo y la supervivencia de los embriones. Por ejemplo, los 

embriones que eclosionan temprano son inmaduros e incapaces de realizar sus funciones en el medio 

acuático, por otro lado, los que eclosionan tarde son más susceptibles de ser dañados por los 

contaminantes que se encuentran en el medio ambiente porque sus respuestas de defensa no están 

completamente desarrolladas (Hallare et al., 2005). Cuando se produce el proceso de eclosión en el 

pez cebra, los movimientos del embrión dentro del corion son indispensables para el desarrollo 

embrionario. En este proceso, la participación de la enzima coriónica y la ruptura osmótica es 

fundamental para que las larvas eclosionen. 

El retraso en la eclosión inducido por FLX en este estudio, podría explicarse por la ausencia de 

movimientos del embrión que no favorecen la salida de la larva. Estos hallazgos se relacionan con lo 

establecido por Tierney (2011), quien informó que la FLX inhibe la actividad de la acetilcolinesterasa, 

generando una miopatía progresiva de los músculos esqueléticos y consecuentemente la pérdida de 

movilidad del embrión. 
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La hipopigmentación fue también una de las alteraciones con mayor prevalencia en los embriones 

expuestos al FLX. Este hallazgo podría explicarse porque el FLX produce la disfunción de dos 

transcriptores del receptor de serotonina (SERT-serotonina) y del 5-HT1 (ácido 5-hidroxiindoacético 

1), presentes en la médula espinal. La disfunción de este último y de su metabolito, la melatonina, en 

el sistema nervioso central, genera trastornos mentales y enfermedades fisiológicas de la piel como 

la hipopigmentación (Arck et al., 2006; Slominski et al., 2003) Es bien sabido que el 5HT1 promueve 

la melanogénesis en el pez cebra. Estos hallazgos son consistentes con el estudio realizado por Zhou 

et al. (2018), quienes identificaron que a la concentración de 1 μg L-1, se observó hipopigmentación 

en embriones D. rerio. 

Margolis et al. (2016), refieren que el FLX puede alterar las funciones de SERT-serotonina y 5-HT1, 

generando una alteración en la organogénesis y morfogénesis de los organismos, que se manifiesta 

en malformaciones de cabeza, cuerpo y cola en embriones de pez cebra. Estos hallazgos son 

consistentes con los observados en nuestro estudio, ya que exposiciones a FLX de 5 a 40 ng L-1 

producen malformaciones de la cola y malformaciones craneofaciales. La presencia de ISRS como el 

FLX en el medio ambiente puede provocar efectos en el sistema nervioso central y generar 

alteraciones en la señalización de los factores de crecimiento. Estas alteraciones son consecuencia de 

la reducción de la secreción de antagonistas de dos factores de crecimiento 1) proteína morfogenética 

ósea (BMP o Nodal) y 2) Wnt, presentes durante el desarrollo embrionario. La sobreexpresión de 

Wnt o la disminución de la expresión de BMP inhiben el desarrollo de la cabeza. Cuando hay una 

elevada sobreexpresión de BMP, se produce una interferencia en la formación del tallo o cuerpo del 

embrión del pez. La reducción combinada de la señalización de BPM y Wnt induce cabezas 

adicionales (Foley et al., 2000; Niehrs, 2004). La sobreexpresión o inhibición en la expresión de estos 

antagonistas del factor de crecimiento podría explicar las malformaciones de bifurcación del cuerpo 

y la cabeza identificadas en este estudio. 

Este estudio demostró que la fluoxetina en concentraciones ambientalmente relevantes era capaz de 

alterar la morfogénesis temprana del pez cebra, provocando la aparición de malformaciones en el 

embrión como: formación de burbujas en el saco vitelino, malformación corporal, malformación 

craneofacial, retraso en la eclosión, bifurcación de la cabeza, hipopigmentación, edema pericárdico, 

escoliosis, malformación de la cola y malformación del saco vitelino. 
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Algunas de estas alteraciones repercutirán en la fase alevín o provocarán la muerte de D. rerio. Dado 

que el consumo de FLX ha aumentado considerablemente en el último año, su presencia en las masas 

de agua conlleva riesgos para las poblaciones de organismos acuáticos presentes en estos entornos. 

Un posible mecanismo por el que la FLX puede inducir su embriotoxicidad en los peces es el estrés 

oxidativo. En la literatura, se ha informado de que las especies reactivas de oxígeno actúan como 

mensajeros y como vía de señalización para inducir el crecimiento o la muerte celular. Por lo tanto, 

el estrés oxidativo puede alterar la proliferación, el desarrollo y el crecimiento del embrión. En 

nuestro estudio, demostramos que la exposición a FLX en concentraciones ambientalmente relevantes 

puede alterar el equilibrio redox durante las primeras etapas del pez cebra. Estos hallazgos son 

congruentes con (Duarte et al., 2020), quienes reportaron que la FLX en concentraciones de 0.3 a 3 

μg L-1 indujo un incremento en la respuesta antioxidante al inhibir las enzimas antioxidantes (SOD, 

CAT y GST) causando peroxidación de lípidos y daño al ADN en juveniles de Argyrosomus regius. 

En el presente estudio, encontramos que la FLX a concentraciones de 15 a 40 ng L-1 presentó un 

aumento de la actividad de SOD, CAT y GPX, así como un aumento de LPX, POX y HPX. Carlos 

Fernández et al., 2013 y Pan et al., 2018 indicaron que la toxicidad de FLX se ha relacionado con el 

aumento de la producción de ROS, y un efecto inhibidor sobre las enzimas de biotransformación de 

la familia del citocromo P450. Sin embargo, Chen et al. (2018) informaron que la exposición aguda 

(4 h) y crónica (42d) de peces chinos juveniles (Pseudorasbora parva) a 0, 50 y 200 μg L-1 de FLX 

indujo un aumento en los niveles de LPX. Finalmente, Aliko et al. (2021) indicaron que la exposición 

de renacuajos de sapo común Bufo bufo a 5 μg L-1 FLX, 10 μg L-1 IBU y su mezcla fueron capaces 

de inducir especies ROS en los embriones y, en consecuencia, afectar al desarrollo de los renacuajos. 

En resumen, y basándonos en estudios anteriores, propusimos un posible mecanismo a través del cual 

la FLX puede inducir estrés oxidativo en los embriones de pez cebra (Anexo 1). La FLX puede inducir 

estrés oxidativo a través de su desmetilación, que es llevada a cabo por enzimas de la familia CYP450 

(CYP1a1, CYP3a65) presentes en los embriones de pez cebra. Una vez desmetilado la FLX, se 

generan ROS, lo que conduce a la inhibición de las enzimas CYP450 biotransformadoras, enzimas 

CYP450. Además, las ROS generadas también pueden producir la oxidación de biomoléculas como 

los ácidos nucleicos, los lípidos y las proteínas, lo que conduce a cambios en la síntesis del ácido 

retinoico que es indispensable para el desarrollo embrionario, ya que en bajas cantidades genera 

malformaciones en los embriones. Las ROS generadas por la biotransformación del FLX también 

pueden afectar a la síntesis de cortisol, alterando las funciones neuronales que se expresan en el 

comportamiento. Finalmente, las ROS también pueden disminuir la cantidad de calcio en la célula 

por la presencia de H2O2, generando daños en las mitocondrias y afectando las funciones de 
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neurotransmisión, el metabolismo celular, el control de los canales iónicos (Na+, K+), la expresión 

génica, la muerte celular, la funcionalidad del citoesqueleto y la estimulación de los receptores de 

glutamato. Por lo tanto, las concentraciones ambientalmente relevantes de FLX (5 a 40 ng L-1 ) 

presentes en las masas de agua pueden generar estrés oxidativo por vía intrínseca o extrínseca, lo que 

representa un riesgo para las especies que están en contacto con este tipo de fármacos. 

 

CONCLUSION 

La concentración letal 50 de FLX para los embriones fue de 30 ng L-1 , mientras que la concentración 

efectiva de malformación fue de 16 ng L-1 . Los principales efectos teratogénicos encontrados fueron: 

edema pericárdico, retraso en la eclosión alteraciones de la columna vertebral, como la escoliosis, y 

malformaciones craneofaciales. Estas malformaciones descritas son el resultado de la oxidación de 

biomoléculas y de la alteración de las vías de señalización en las que participan los ROS. Por lo tanto, 

podemos concluir que las concentraciones ambientalmente relevantes de fluoxetina (5-40 ng L-1 ) 

pueden inducir estrés oxidativo en embriones de D. rerio, lo que conduce a un desarrollo anormal de 

los organismos, y luego a su muerte. Los estudios futuros deberán evaluar los efectos tóxicos que la 

concentración ambientalmente relevante de FLX puede generar en la etapa larval y en la etapa adulta 

del pez cebra. 

 

6.0. METODOLOGÍA PARA ADULTOS DE D. RERIO (segunda parte experimental) 

6.1. Obtención y aclimatación del pez cebra 

Los adultos de pez cebra de tipo salvaje (cepa AB; 5 peces/l) se mantuvieron en un acuario 

suministrado con agua del grifo aireada, declorada, filtrada con carbón y esterilizada por rayos UV 

(27 °C ± 1 °C 14 h de luz: 10 h de oscuridad). El oxígeno disuelto (9,8 ± 0,5 mg/L), el pH (7,4 ± 

0,17), la conductividad ( 373 ± 30 S/cm), el contenido de nitrato (2,9±0,3 mg/L) y el contenido de 

nitrito (0,030±0,009 mg/L) fueron monitorizados y controlados durante el mantenimiento de los peces 

cebra , así como durante los experimentos posteriores. 

Los ejemplares de pez cebra (Danio rerio) adultos, se distribuyeron aleatoriamente entre 4 tanques 

experimentales, con 10 individuos por tanque, y se aclimataron a las condiciones de exposición 

durante 96 h. La prueba de toxicidad aguda semiestática se realizó de acuerdo con las directrices de 

la OCDE( N° 203) durante 96hrs en tanques de vidrio de 18L con aireación de la superficie con 
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periodos de luz/oscuridad natural(14h:10h) y alimentados con TetraMinMR para peces. Se colocaron 

3 concentraciones del antidepresivo fluoxetina y un tratamiento control (5 ,16 y 40 ng L-1). Se 

realizaron renovaciones de agua cada tercer día, y las concentraciones de FLX se restablecieron 

adecuadamente.  La alimentación se suspendió 24 horas antes de la prueba Novel Tank Test, para 

evitar la presencia de partículas orgánicas en el medio. 

Después de 96h de exposición, los peces fueron transferidos a tanques individuales de 

comportamiento y se aclimataron durante 10 min en el nuevo entorno antes de cada ensayo, para 

evitar la interferencia del estrés por manipulación. Todos los tanques se cubrieron durante los ensayos 

experimentales y las observaciones se realizaron en alta definición, para minimizar cualquier estrés o 

sesgo causado por el contacto visual/presencia humana.  

 

6.2. Novel Tank Test 

Se seleccionaron peces de forma individual al azar, se les colocó una red y se les introdujo en un 

tanque rectangular (aproximadamente 21.2 (cm) x 21.2 (cm) x 25.2 (cm)) con capacidad 15 L, durante 

6 min. El comportamiento de los peces fue grabado y posteriormente analizado con el software de 

seguimiento de movimiento Tox Track Ink. Se analizaron los siguientes parámetros de 

comportamiento de ansiedad: la distancia total (cm) recorrida, distancia recorrida en la parte superior 

e inferior (cm), latencia para entrar en la parte superior (s), tiempo que permaneció en la parte superior 

e inferior (s), la frecuencia de transiciones top>bottom, bottom>top y la duración de la congelación. 

Un pez que demuestre un comportamiento de ansiedad será menos propenso a explorar la parte 

superior del tanque y mostrará un mayor comportamiento de congelación.  

 

6.3. Eutanasia y disección 

Quince minutos después de la introducción en la prueba del tanque novedoso, cada pez fue colocado 

individualmente en un vaso de precipitado de 50 mL para inducir un choque hipotérmico (2 oC – 4 

oC) acorde a la directriz AVMA Guidelines on Euthanasia 2020 Edition. La muerte se determinó al 

examinar visualmente el cese completo del movimiento opercular (branquias) y la falta de respuesta 

a la estimulación táctil. A continuación, se diseccionaron los peces; la parte frontal de la cabeza para 

extracción de cerebro (pull de 10 cerebros) se introdujeron en un tubo eppendorf con 1.5 mL de 

solución de buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4) y se almacenó a -80 °C hasta la extracción y el análisis 

de la actividad de acetilcolinesterasa y la determinación de los biomarcadores de estrés oxidativo. 
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6.4. Determinación de los biomarcadores de estrés oxidativo  

Las muestras se separaron en dos tubos Eppendorf. Por un lado, el tubo 1 contenía 300L del 

homogeneizado y 300L de una solución de ácido tricloroacético (TCA, 20%). Por otro lado, el tubo 

2 contenía 700L del homogeneizado. Todos los tubos se mantuvieron a -20oC hasta su utilización. El 

tubo 1 se centrifugó a 11 495 rpm durante 15 minutos a 4oC y el precipitado se utilizó para determinar 

el contenido de carbonilo proteico (PCC), mientras que el sobrenadante se utilizó examinado para 

establecer el grado de LPX y el contenido de hidroperóxido (HPC). El tubo 2 se centrifugó a 12 

500rpm durante 15 minutos a 4oC y el sobrenadante se utilizó para determinar la actividad de las 

enzimas antioxidantes: CAT, superóxido dismutasa (SOD) y glutatión peroxidasa (GPx). 

El grado de LPX se evaluó con el método reportado por Buege y Aust, (1978). Los resultados se 

expresan como nM de malondialdehído, obtenidos por la concentración ambiental medida de 

1,56x105/M/cm por mg de proteína por g de tejido. 

El PCC se determinó por el método descrito por Levine et al., 1994, con algunas modificaciones. Los 

resultados se expresan como nM de carbonilos reactivos, obtenidos por las concentraciones 

ambientales medidas de 21, 000/M/cm por mg de proteína por g de tejido. 

El HPC se cuantificó por el método de Jian et al., 1992 y los resultados se expresan como nM de 

cumeno por mg de proteína por g de tejido. 

La actividad SOD se estableció por el método de Misra y Fridovich, 1972 y los resultados se expresan 

como U SOD por mg de proteína por g de tejido 

La actividad de la CAT se estimó por el método de Radi et al., 1991 y los resultados se expresan 

como mM de H2O2 por mf de proteína por g de tejido. 

La actividad de GPx se midió por el método de Gunzler y Flohe-Clairborne, 1985 y los resultados se 

expresan como U/L de GPx por mg de proteína por g de tejido. 

Todos los resultados de los biomarcadores se normalizaron con respecto a las proteínas totales, que 

se midieron por el método de Bradford, 1976. Además, los experimentos se repitieron tres veces. 

6.5. Determinación de la actividad de la acetilcolinesterasa 

Los peces se colocaron en un baño de hielo, se removió cuidadosamente la parte superior del cráneo 

y los nervios craneales fueron cortados desde su origen para remover todo el cráneo. Se extirpo todo 
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el cerebro y se peso, posteriormente se homogenizo en 0.1M de buffer de fosfatos pH 8 (20 mg de 

tejido cerebral /ml de buffer). Posteriormente al homogeneizado se centrifugo con microcentrifuga 

refrigerada a 4° C por 15 min a 10000 x g y el sobrenadante se extrajo para la determinación de 

acetilcolinesterasa.  

La actividad enzimática fue determinada inmediatamente por duplicado con base al método 

colorimétrico de Ellman et al., (1961). Se utilizó acetilcolina yodada (ACTh) con 5,5 –dithiobis-2-

nitrobenzoate(DTNB) como indicador de tiol. La mezcla de reacción contiene 2.6 mL de buffer de 

fosfatos (pH 8.0, 0.1M) 0.1 mL DTNB(0.01 M en 0.1M de buffer de fosfatos pH 7, 15 mg de 

bicarbonato de sodio por cada 10 mL de solución) con la adicion de 400 µL de sobrenadante. 

 

  6.6  RESULTADOS DE LA SEGUNDA PARTE EXPERIMENTAL EN ADULTOS DE 

DANIO RERIO  

 6.6. Graficas de comportamiento 

Los parámetros evaluados en la prueba Novel Tank (Fig. 8), se observa una disminución de la 

distancia total recorrida (distancia (cm) parte superior + distancia (cm) parte inferior), lo que expresa 

una disminución de la conducta exploratoria y puede prevalecer la mayor parte del tiempo en la parte 

inferior o superior. En este estudio se puede observar que conforme aumenta la concentración de 

FLX, la prevalencia en la parte superior se hace más notable, expresado como tiempo de latencia (s) 

en la parte superior. En consecuencia, hay una disminución en el número de transiciones superior-

inferior, inferior-superior, lo que representa una mayor duración de episodios de congelamiento o 

freezing que se define como el cese de movimientos. Estos hallazgos nos permiten informar, que el 

pez presenta episodios de ansiedad y estrés debido a la exposición aguda a las concentraciones 

ambientalmente relevantes de FLX. 

6.18. Graficas de estrés oxidativo  

La actividad antioxidante de SOD, CAT y GPX, determinada en cerebro de pez cebra adulto Danio 

rerio es reportada por la Fig. 9, inciso A). Donde se observa que la actividad de las enzimas es 

afectada por la exposición a FLX, reportando un incremento respecto al grupo control. Para SOD, 

CAT y GPX se observa incremento significativo de la actividad conforme aumenta la concentración 

FLX, presentando mayor respuesta a la concentración de 40 ng L-1. 
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Los niveles de LPX, POX, HPX en adultos de Danio rerio expuestos a FLX se representa en la Fig 9 

inciso B).  En estos biomarcadores de oxidación celular, se observa un incremento comparado con el 

grupo control para las tres concentraciones de FLX.  En LPX y HPX se observa un incremento 

significativo conforme aumenta la concentración, presentando una mayor respuesta de daño a 40 ng 

L-1. Para POX se observa un incremento significativo para la concentración de 16 ng L-1 y una 

disminución para 40 ng L-1 respecto al grupo control. 

6.19. Tabla de la actividad de la acetilcolinesterasa 

En la tabla 5 se reporta la actividad de la acetilcolinesterasa a las diferentes concentraciones de FLX, 

además de la media, mediana y la desviación estándar. Se puede observar que a la concentración de 

5 ng L-1 una mayor actividad respecto al grupo control, en comparación con 40 ng L-1 se observa 

una disminución de la actividad respecto al grupo control. 

6.20. Correlación de Pearson entre los biomarcadores de daño oxidativo y 

biomarcadores de neurotoxicidad 

En la Fig 10 A) 5 ng L-1 B) 16 ng L-1  y C) 40 ng L-1, se puede apreciar un gráfico con valores que 

van desde -1 (rojo) a 1 (azul). Los colores indican el tipo de correlación entre las variables, de esta 

manera una coloración roja indica una correlación negativa mientras que una coloración azul indica 

una correlación positiva. Por otro lado, la intensidad del color denota la fuerza de correlación entre 

las variables. Acorde a lo anterior podemos expresar que a la concentración de 5 ng L-1 de FLX se 

observa una correlación positiva y fuerte entre los biomarcadores de daño oxidativo, comportamiento 

y actividad de la acetilcolinesterasa. Además, para la concentración de 16 ng L-1 y 40 ng L-1  se 

observa una correlación positiva y fuerte entre los biomarcadores evaluados. Y que este efecto es 

concentración dependiente. 
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6.21. Resultados y Discusión segunda parte  

 

 

Fig 8. Cambios de comportamiento observados en fsh expuestos a concentraciones 
ambientalmente relevantes de FLX. Los valores son la media de cada experimento realizado 
por triplicado ± SEM. Diferencias significativas en relación con: * grupo de contro: ANOVA 
de una vía (p < 0.05). 
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Fig 9. Biomarcadores de estrés oxidativo: Actividad antioxidante de la superóxido dismutasa 
(SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPX) A), y niveles de lipoperoxidación (LPX), 
proteínas de carbonilo (POX) e hidroperóxidos (HPX) B) en cerebros de adultos de D. rerio 
expuestos a tres concentraciones diferentes de FLX a las A6 horas. (POX), hidroperóxidos 
(HPX) B en los cerebros de adultos de D. rerio expuestos a tres concentraciones diferentes de 
FLX a las A6 h. Los valores son la media de tres réplicas ± SEM. * denota una diferencia 
significativa en comparación con el grupo de control ANOVA de dos vías (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Actividad de acetilcolinesterasa: Determinación de la actividad de la 
acetilcolinesterasa en cerebros de D. rerio expuestos a tres concentraciones ambientalmente 
relevantes de FLX. Hubo una diferencia significativa en comparación con el grupo de control 
se realizo un ANOVA de dos vías(p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentración  Media Mediana Desviación 

estandar 

Control 0.00000223 0.00000241 0.00000125 

5 ng L-1 0.00000207 0.00000200 0.00000156 

16 ng L-1 0.00000207 0.00000189 0.000000909 

40 ng L-1 0.00000120 0.000000990 0.000000635 
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Cronograma de Actividades
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Fig 10: Correlación de Pearson entre los cambios de comportamiento, el estrés oxidativo y la 
acetilcolinesterasa evaluados en las concentraciones de FLX: A) 5 ng L-1 ,B) 16 ng L-1 , C) 40 ng 
L-1. 

 

 

6.22. Discusión  

En el presente estudio, se observó y cuantificó el comportamiento del pez cebra mediante la prueba 

del Tanque Nuevo (Novel Tank Test). Esta prueba se considera altamente sensible para evaluar el 

efecto de los contaminantes emergentes en el comportamiento del pez cebra y determinar si el 

organismo presenta episodios de ansiedad o estrés debido a la exposición a FLX. La FLX es un 

inhibidor selectivo de la recaptación de serotonina que puede aumentar las concentraciones de 

serotonina en el cerebro al bloquear el transportador de serotonina (Corcoran et al., 2010). Estudios 

anteriores han observado efectos conductuales de la fuoxetina (es decir, agresión y apetito) en los 

peces. 

Nuestros resultados mostraron que los peces sufrían episodios de ansiedad que se evidenciaban en 

una disminución de la distancia total recorrida, una reducción del tiempo en la parte superior, una 

mayor latencia para hacer la exploración en la parte superior, una disminución del número de 
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transiciones a la parte superior y finalmente un aumento de los episodios de congelación. Las 

concentraciones de  5, 16 y 40 ng L-1 de FLX pueden alterar el comportamiento de natación de los 

peces. De acuerdo con nuestros resultados, (Egan et al., 2009) informaron que la exposición de 

adultos de pez cebra a 50 µg L-1 FLX durante 2 semanas indujo una disminución en el tiempo en la 

parte superior, una menor latencia en la parte superior y un mayor número de transiciones en la parte 

superior empleando la prueba del tanque nuevo ó Novel Tank Test. Además, Ofoegbu et al. (2019) 

informaron que la FLX (0.1-1.0 μg L-1) indujo un aumento dependiente de la concentración en la 

actividad locomotora y una disminución de la alimentación en el organismo Planaria de agua dulce 

Schmidtea mediterranea. De manera similar, Farias et al., (2018) informaron que las larvas de pez 

cebra expuestas a 0.88, 15.8, 281.2, 500 μg L-1 de FLX durante 120, 144 y 168 h redujeron la 

distancia total de nado, el tiempo total de nado y una alteración en el comportamiento de las larvas 

cuantificada por una prueba de luz y oscuridad utilizando Zebrabox (ZEB DJH Viewpoint). 

Finalmente, Martin et al., (2020) informaron que 18 y 215 ng L-1 de FLX indujeron una reducción 

monotónica del comportamiento en mosquitos adultos de Fambusia holbrooki. Esto se hizo utilizando 

el ensayo de luz-oscuridad en el que observaron una preferencia por un entorno oscuro que está 

estrechamente relacionado con los episodios de ansiedad.  

 

Se ha establecido que la serotonina desempeña un papel importante en la modulación del 

comportamiento locomotor y el estado de ánimo en una amplia gama de vertebrados. Estudios 

anteriores en teleósteos adultos, incluido el pez cebra, han demostrado una relación inversa entre los 

niveles de serotonina y la actividad natatoria espontánea. Airhart et al., (2007) informaron de que la 

actividad locomotora observada en larvas de pez cebra se correlacionaba con una disminución de dos 

transcritos de receptores de serotonina (SERT - serotonina y 5-HT1A - transcrito de receptor de 

serotonina 1A) en la médula espinal tras la exposición a FLX. Todo lo descrito anteriormente está 

implicado con la generación de estrés oxidativo debido a la exposición de este tipo de drogas y los 

efectos que tiene a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC). El sistema nervioso central (SNC) tiene 

un alto porcentaje de fosfolípidos (ácido araquidónico, ácido docosahexaenoico, fosfato de inositol y 

diacilglicerol). Los fosfolípidos son moléculas que se oxidan fácilmente formando radicales libres. 

Los principales radicales libres generados durante la peroxidación de los fosfolípidos son el radical 

superóxido (O2*), el radical peroxilo (ROO-), el radical hidroxilo (OH) y el (NO-) (Caiaffo et al., 

2016). Estos compuestos y sus subproductos como el H2O2, generan efectos oxidativos en las 

moléculas y componentes celulares rompiendo el equilibrio entre los procesos prooxidantes y 
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antioxidantes. Como consecuencia, se produce la condición conocida como estrés oxidativo, que daña 

lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y otras estructuras celulares (Caiaffo et al., 2016).  

 

Muchos contaminantes orgánicos pueden causar estrés oxidativo en los peces. La lipoperoxidación 

se considera un buen biomarcador del daño por estrés oxidativo en los organismos invertebrados 

acuáticos (Demidchik, 2015; Regoli y Giuliani, 2014). La FLX induce estrés oxidativo a través de la 

generación de malondialdehído (MDA). Por ejemplo, (Huihui Chen et al., 2015) informaron un 

aumento de los niveles de MDA en las branquias y glándulas digestivas de la almeja asiática adulta 

(Corbicula Huminea) expuesta a 5 y 50 μg L-1 de fuoxetina durante 30 días. En otro estudio realizado 

por Di Poi et al., (2016), los niveles de MDA en una muestra mixta de branquias y glándulas 

digestivas de ostras juveniles (Crassostrea gigas) aumentaron aproximadamente 4 veces después de 

14 días de exposición a 5,4 μg L-1 de fuoxetina. Sus resultados coinciden con los obtenidos en el 

presente estudio, en el que los niveles de MDA aumentaban a medida que la concentración de FLX 

aumentaba de 5 ng L-1 a 40 ng L-1, siendo la última concentración donde se presentó la mayor cantidad 

de MDA en el cerebro del pez cebra Danio rerio expuesto durante 5 días. 

El producto más conocido de la peroxidación lipídica es el malondialdehído (MDA), una molécula 

muy tóxica que afecta a las proteínas y al ADN (componentes de las estructuras celulares) (Caiaffo 

et al., 2016). Los hallazgos encontrados en este estudio informan de que el FLX induce un aumento 

del contenido de proteínas carboniladas e hidroperóxidos a la concentración de 40 ng L-1 de FLX. La 

FLX, a través del mecanismo de estrés oxidativo, puede oxidar proteínas y alterar la funcionalidad de 

las mismas mediante la formación de nuevos agregados de bajo peso molecular. 

En el ADN, la oxidación de las bases púricas y pirimídicas resulta en eventos mutagénicos que 

conducen a la apoptosis. Duarte et al. (2019) informaron daños en el ADN y lipoperoxidación en 

Pomatoschistus microps tras la exposición a 0.1, 0.5, 10 y 100 μg L-1 de FLX. Esto apoya que la FLX 

tiene la capacidad de generar efectos genotóxicos incluso a bajas concentraciones. 

El daño por estrés oxidativo también implica la alteración de los niveles de enzimas antioxidantes 

que son la primera línea de defensa de los organismos para protegerse. El sistema de defensa 

antioxidante incluye los efectos coordinados de algunas enzimas como SOD, CAT y GPX. La SOD 

es la enzima responsable de catalizar la desmutación de radicales libres como como el O2 a H2O2, que 

es menos reactivo y puede ser degradado por otras enzimas como la catalasa o el glutatión peroxidasa. 

En este caso, hemos demostrado que la actividad antioxidante de SOD, CAT y GPX en el pez cebra 

adulto expuesto a FLX mostró un aumento significativo en comparación con el grupo de control. 



 

 
54 

Sin embargo, esta respuesta no mostró una tendencia dependiente de la concentración. De hecho, 

observamos que, en la concentración media probada, todos los biomarcadores mostraron una 

disminución en comparación con la concentración más baja y más alta. Lo anterior puede explicarse 

por el aumento de la producción de ROS en el pez cebra. Por ejemplo, los hallazgos recientes han 

demostrado que la reducción de la actividad de la CAT está asociada a un aumento del contenido de 

hidroperóxidos. Además, Caiaffa et al., 2016 informaron que la producción de LPX en el hipocampo 

y la corteza cerebral aumenta durante la depresión como resultado de una reducción de los niveles de 

CAT y GPX. De forma similar, Erkan Ozcan et al. (2004) reportaron que la reducción de los niveles 

de SOD, GPx y CAT es el resultado del aumento de la producción de MDA en organismos con 

trastornos de ansiedad y estrés. Por lo tanto, los altos niveles de H2O2 y LPX en el cerebro de pez 

cebra durante los estados de ansiedad podrían reducir los niveles de las enzimas antioxidantes. 

Un estudio de González-Rey y Bebianno (2013) informó que la exposición a 75 ng L-1 FLX indujo 

una disminución de la actividad de la SOD en las branquias y glándulas intestinales del mejillón 

Mytilus galloprovincialis. Nuestros hallazgos reportan una disminución de la actividad SOD a la 

concentración de 16 ng L-1 y un ligero aumento en la concentración de 40 ng L-1 de FLX después 

de 96 horas de exposición. Asimismo, un estudio de Hongxing Chen et al. (2018) demostró que la 

exposición del pez gobio chino Pseudorasbora parva expuesto a 0, 50 y 200 µg L-1 de fuoxetina 

aumentó la actividad de la CAT respectivamente en las branquias. Adicionalmente, González-Rey y 

Bebianno (2013) informaron que la exposición del mejillón Mytilus galloprovincialis a 75 ng L-1 de 

FLX indujo actividad de CAT. De forma similar, nuestros resultados mostraron un aumento de la 

actividad CAT y GPX a 40 ng L-1 en cerebros de pez cebra después de 96 h de exposición a FLX. 

Franzellitti et al. (2014) observaron un aumento de la actividad GST en M. galloprovincialis tras 7 

días de exposición a 0.3-300 ng L-1 de fuoxetina. Por último, Hongxing Chen et al. (2018) informaron 

un aumento de actividad GST en las branquias del pez gobio chino Pseudorasbora parva expuesto a 

0, 50 y 200 µg L-1 de fuoxetina durante 4 h.  

El aumento de las ERO, se debe principalmente a la exposición a FLX y al aumento de MDA generado 

por la oxidación de lípidos, y la reducción de la actividad de la AChE. La AChE es responsable de 

hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina (ACh) a colina y ácido acético, que desempeña un papel 

importante en la función neuronal colinérgica. Se sabe que la serotonina aumenta los niveles de calcio 

intracelular (Ca2+) y, a su vez, estimula la liberación de acetilcolina (Goldberg et al., 1992). Tanto la 

serotonina como la acetilcolina pueden intensificar la captación de Ca2+, lo que puede aumentar el 

estrés oxidativo. En consecuencia, el Ca2+ en altas concentraciones puede inducir daños 

mitocondriales (Gorlach et al., 2015; Simmons y Koester, 1986). La producción de ROS y la 
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inducción de la apoptosis pueden desencadenarse a través de la captación o liberación neta de Ca2+ 

intracelular desde el retículo endoplásmico (Gorlach et al., 2015).  

Nuestros resultados demostraron que la FLX disminuyó la actividad de la acetilcolinesterasa a la 

concentración de 40 ng L-1 el cerebro del pez cebra adulto. Asimismo, Munari et al., 2014 informaron 

que la FLX (1 - 5 μg L-1 ) disminuyó la AChE en las branquias de Venerupis philippinarum después 

de 7 días de exposición. Asimismo, (González-Rey & Bebianno, 2013) reportaron que la actividad 

de la AChE en las branquias del mejillón M. galloprovincialis fue estimulada después de 3 días de 

exposición a 75 ng/L. (Mesquita et al., 2011), encontraron que la actividad de AChE en el músculo 

del cangrejo Carcinus maenas se incrementó significativamente después de la exposición a FLX a 

una concentración de 120 μg/L durante 7 días. Finalmente, (Hongxing Chen et al., 2018) presentaron 

un aumento de la actividad AChE en el pez chino Pseudorasbora parva expuesto a 0, 50 y 200 μg/L 

de FLX durante 4 h de exposición cerebral. Y explica que la alteración de la actividad AChE puede 

deberse a una disminución de la concentración cerebral de acetilcolina debido a la presencia de FLX.  

Finalmente, Farias et al., 2019 demostraron que la actividad de la AChE de los embriones de D. rerio 

se inhibía significativamente a concentraciones (6 μg L-1) cercanas a la concentración máxima de 

FLX reportada en aguas superficiales. Tierney (2011) señaló una disminución de la actividad de la 

colinesterasa puede causar una miopatía progresiva de los músculos esqueléticos y, en consecuencia, 

una pérdida de motilidad. Como nuestros resultados mostraron que la exposición de adultos de D. 

rerio a 5, 16, y 40 ng L-1 de FLX indujo una ligera disminución de la actividad de AChE y una 

reducción del comportamiento exploratorio en los peces, sugerimos que la FLX puede causar una 

miopatía progresiva de los músculos esqueléticos. En resumen, la presencia de FLX puede inducir un 

aumento de MDA en el cerebro, lo que lleva a la oxidación de lípidos, proteínas y ácidos nucleicos 

(ADN) presentes en los diferentes órganos y tejidos del organismo y, en consecuencia, provocar la 

inhibición de la actividad de la AChE. 

Se ha demostrado que la FLX tiene la capacidad de bioacumularse en el cerebro de los peces (Brooks 

et al., 2009). Por ejemplo, (Grabicova et al., 2014) y (Pan et al., 2018) informaron de que la FLX se 

bioconcentra en el cerebro de Oncorhynchus mykiss (0.5-1,4 ng g-1) y Carassius auratus (0.1 µg L-1), 

respectivamente. Estos resultados son coherentes con los nuestros, en los que se cuantificó la FLX en 

el cerebro de pez cebra a concentraciones de hasta 3.732 ng g-1. 
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6.23. Conclusiones 

La fluoxetina a concentraciones ambientalmente relevantes (5, 16 y 40 ng L-1) fue capaz de alterar el 

comportamiento del pez cebra adulto. Estos cambios estaban relacionados con la generación de 

episodios de ansiedad que eran causados por un aumento de los niveles de serotonina, así como por 

la formación de ROS. La FLX también indujo una alteración de la actividad de la acetilcolinesterasa 

por un aumento de las especies reactivas del oxígeno. Los resultados de esta investigación nos 

llevaron a la conclusión de que la FLX es una sustancia neurotóxica, ya que altera principalmente las 

funciones neuroendocrinas en el cerebro. Además, existe una fuerte correlación entre los 

biomarcadores evaluados como el Novel Tank Test(comportamiento), el estrés oxidativo en el 

cerebro (SOD, CAT, GPX, LPX, POX, HPX), y la actividad AChE (neurotoxicidad). 
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