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RESUMEN

El incremento sostenido en la incidencia del cancer ha conducido a un uso intensivo y
prolongado de farmacos antineoplasicos, entre los que destacan el cisplatino y el imatinib por
su consolidado posicionamiento terapéutico. Sin embargo, su amplia aplicacién clinica ha
suscitado crecientes preocupaciones ambientales, ya que ambos compuestos han sido
detectados en efluentes municipales (<0.31 pg/L), hospitalarios (<140 pg/L) e incluso en
aguas superficiales (<0.039 ug/L). Aunque existen algunos estudios sobre sus efectos
toxicos, el conocimiento disponible sigue siendo fragmentario, debido a que la mayoria de
las investigaciones se ha realizado en invertebrados y a concentraciones varios drdenes de
magnitud superiores a las ambientalmente reportadas. Asimismo, aln no se cuenta con
evaluaciones integrales que articulen de manera simultanea respuestas bioquimicas,
moleculares y conductuales. En este estudio se abordo esta brecha de conocimiento mediante
la evaluacion del estrés oxidativo, la expresion génica diferencial y las alteraciones
conductuales en adultos de Danio rerio expuestos a cisplatino e imatinib. Los resultados
mostraron que los peces cebra expuestos a cisplatino (2, 5 y 10 pg/L) e imatinib (0.1, 1y 10
ug/L) presentaron alteraciones consistentes del comportamiento exploratorio, lo que generd
fenotipos convergentes compatibles con estados andlogos a la ansiedad, aunque sustentados
en perfiles conductuales y fisiopatoldgicos diferenciados. Estas alteraciones se asociaron con
una inhibicién significativa de la actividad de la acetilcolinesterasa en el cerebro de Danio
rerio, lo que indica una disrupcion funcional del sistema colinérgico mediada por
mecanismos distintos. Paralelamente, el estrés oxidativo emergié como un eje central de la
toxicidad inducida por ambos farmacos, manifestandose mediante patrones tisulares
especificos para cada compuesto y una clara tendencia dosis-dependiente en los
biomarcadores de dafio oxidativo. A nivel molecular, el cisplatino activo rutas asociadas al
dafio gendmico, al estrés del reticulo endoplasmico y a la disfuncion mitocondrial, mientras
que el imatinib promovio la activacion de la apoptosis intrinseca junto con la supresion de
respuestas adaptativas reguladas por AMPK. En sintesis, ambos farmacos inducen
neurotoxicidad y efectos multiorganicos en Danio rerio a concentraciones ambientalmente
relevantes, lo que evidencia un potencial riesgo ecotoxicoldgico asociado a su presencia en

ecosistemas acuaticos.



1. INTRODUCCION

La creciente prevalencia del cancer a escala mundial ha provocado un incremento sustancial
y sostenido en la demanda de medicamentos antineoplasicos. Estudios recientes, por ejemplo,
indican que las prescripciones de estos farmacos aumentaron un 85.6% entre 2016 y 2020,
pasando de 28 594 a 53 063 unidades. Esta tendencia refleja no solo la expansion de las
indicaciones oncoldgicas, sino también la consolidacion de ciertos esquemas terapéuticos
como estandares de cuidado (Shang et al., 2023). Sin embargo, es importante recalcar que
este crecimiento no se distribuye de manera homogeénea entre las distintas clases terapéuticas.
Por el contrario, se concentra principalmente en agentes con un posicionamiento clinico
ampliamente consolidado, entre los que destacan los compuestos basados en platino y los
inhibidores de la tirosina cinasa.

En el caso de los agentes platinados, se ha reportado que aproximadamente el 50% de los
pacientes oncologicos que reciben quimioterapia son tratados con regimenes sistémicos
basados en platino. Dentro de esta clase farmacologica, el cisplatino es el representante mas
utilizado debido a su eficacia frente a maltiples tumores sélidos (Linares et al., 2023). En
consecuencia, y pese a la existencia de efectos adversos graves ampliamente documentados
en la literatura especializada, estos compuestos contindan formando parte de los protocolos
terapéuticos de primera linea para diversos tipos de cancer (Zhang et al., 2022a,b). De manera
analoga, el mesilato de imatinib, un inhibidor de la tirosina cinasa de primera generacion
dirigido contra la oncoproteina BCR-ABL1, se ha consolidado como un farmaco de
referencia en el tratamiento de la leucemia mieloide cronica. En este contexto, su
posicionamiento terapéutico se ha acompafiado de incrementos sostenidos en su consumo en
distintos contextos geograficos durante la ltima década (Olsen et al., 2021; Chen et al., 2022;
Moreira et al., 2022; Lee et al., 2024).

No obstante, este uso intensivo y prolongado de cisplatino e imatinib conlleva implicaciones
ambientales que trascienden su ambito estrictamente terapéutico. La evidencia reciente
sugiere que la administracion continua de estos farmacos conduce inevitablemente a su
liberacién al medio ambiente, principalmente a través de efluentes hospitalarios y
municipales. En este contexto, la presencia de cisplatino ha sido documentada con frecuencia
en efluentes hospitalarios y en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR),

alcanzando concentraciones de hasta 150 pg/L. Esta situacion pone de manifiesto su elevada



resistencia a los procesos convencionales de degradacion quimica y bioldgica y evidencia las
limitaciones inherentes de las tecnologias actuales de depuracion (Lenz et al., 2007; Vyas et
al., 2014; Isidori et al., 2016; Roque-Diaz et al., 2021). Por su parte, el imatinib exhibe un
comportamiento ambiental ain mas preocupante, estrechamente vinculado a su elevada
estabilidad fisicoquimica y a su notable persistencia en el medio acuoso. Diversos estudios
han documentado semividas superiores a un afio en sistemas acuéticos. Asimismo, se han
reportado tiempos de disipacion de hasta 1621 dias en sedimentos, lo que favorece su
permanencia prolongada en el ambiente (Tonski et al., 2021; Tkalec et al., 2021; Castellano-
Hinojosa et al., 2024). De hecho, en los tltimos afos, la literatura especializada ha reportado
reiteradamente la deteccion de imatinib en efluentes de PTAR, con rangos de concentracion
que oscilan entre decenas y centenas de ng/L. Este patrén sugiere que los procesos
convencionales de tratamiento resultan insuficientes para su eliminacion completa y que
pueden generarse descargas continuas hacia cuerpos receptores (Olalla et al., 2018; Proctor
et al., 2019).

En este escenario, la presencia documentada de cisplatino en efluentes hospitalarios y de
imatinib en efluentes municipales, aunada a su alta estabilidad y recalcitrancia, plantea un
contexto en el que ambos compuestos pueden alcanzar ecosistemas acuaticos y permanecer
en ellos durante periodos prolongados, generando un riesgo potencialmente relevante para
las comunidades biologicas. Por ejemplo, estudios recientes han demostrado que el imatinib
puede inducir citotoxicidad dependiente de la concentracion y del tiempo en cultivos de
hepatocitos de pez cebra. Asimismo, puede reducir significativamente la actividad
alimentaria en invertebrados planctonicos y provocar dafio genotdxico en larvas de Danio
rerio a concentraciones del orden de pg/L, cercanas a las consideradas ambientalmente
relevantes (Novak et al.,, 2017; Yan et al., 2017; Novak et al., 2021). De manera
complementaria, se ha descrito que el cisplatino, aun a niveles tan bajos como 0.1 pg/L,
puede desencadenar estrés oxidativo, alteraciones en la actividad de la acetilcolinesterasa
(AChE), disfuncion de la transmision neuromuscular y cambios conductuales adversos en
diversos invertebrados acuaticos (Trombini et al., 2016; Fonseca et al., 2017; Bownik et al.,
2020; Ren et al., 2022). Ademas, concentraciones mayores, tipicamente superiores a las
registradas en efluentes, han sido asociadas con ototoxicidad, pérdida de células sensoriales

y alteraciones fisioldgicas en pez cebra (Giari et al., 2012; Hung et al., 2019; Hung et al.,



2022; Lee et al, 2022; Li et al., 2024). En conjunto, estos hallazgos sugieren que
exposiciones agudas a concentraciones ambientalmente plausibles de cisplatino e imatinib
podrian desencadenar efectos subletales de considerable relevancia ecolégica.

Sin embargo, a pesar de la solidez de esta evidencia, persisten vacios criticos en la
comprension de los efectos integrados de ambos farmacos a nivel del organismo completo,
particularmente cuando se consideran simultdneamente variables bioquimicas, moleculares
y conductuales. En el caso especifico del imatinib, la mayoria de los estudios se han centrado
en los efectos citotoxicos y genotoxicos. En contraste, sus posibles efectos neurotoxicos y
neuroconductuales en peces adultos permanecen practicamente inexplorados, pese al papel
central de las tirosina cinasas en el desarrollo neuronal y la funcion sinaptica (Nourbakhsh y
Yadav, 2021; Shu et al., 2023). De forma analoga, si bien el cisplatino ha sido ampliamente
evaluado en pez cebra, la mayor parte de las investigaciones ha empleado concentraciones
relativamente elevadas y se ha centrado en 6rganos o sistemas aislados, como el oido interno,
la linea lateral o los ionocitos cutaneos. En consecuencia, su impacto multiorganico y su
capacidad para inducir alteraciones conductuales analogas a la ansiedad a concentraciones
cercanas a las reportadas en efluentes ain no han sido evaluados de manera sistematica. Esta
fragmentacion del conocimiento limita la extrapolacion de los resultados a escenarios de
exposicion ambiental realista y dificulta la caracterizacion adecuada del riesgo ecoldgico
asociado a estos compuestos.

Por ende, y dado el conjunto de consideraciones expuestas anteriormente, resulta
imprescindible e imperativo desarrollar estudios integrales y multidisciplinarios que
permitan vincular de manera efectiva la presencia ambiental documentada de cisplatino e
imatinib con efectos biolégicos tempranos y funcionalmente relevantes en vertebrados
acuaticos expuestos a concentraciones plausibles. En este contexto, el presente estudio tuvo
como objetivo determinar si concentraciones ambientalmente relevantes de cisplatino e
imatinib pueden inducir dafio multiorganico y comportamientos analogos a la ansiedad en
adultos de Danio rerio, mediante un enfoque integral que abarco la evaluacion del estrés
oxidativo agudo, el analisis de la expresidn génica diferencial y la caracterizacion cuantitativa

de alteraciones conductuales.



2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer

El cancer se define como una enfermedad multifactorial caracterizada por la proliferacion
descontrolada de células somaticas que adquieren la capacidad de dividirse de forma
autobnoma, invadir tejidos adyacentes y, en etapas avanzadas, diseminarse hacia 6rganos
distantes mediante procesos metastésicos (Figura 1) (OMS, 2025). Desde una perspectiva
fisiopatol6gica, esta patologia puede originarse en practicamente cualquier tejido del
organismo como resultado de alteraciones en los mecanismos que regulan el crecimiento, la
diferenciacion y el reemplazo celular bajo condiciones normales (Instituto Nacional del
Cancer, 2021).

CELULAS NORMALES CELULAS CANCEROSAS

Figura 1. Diferencias fenotipicas y funcionales entre células somaticas normales y
neoplasicas. Las células neoplasicas presentan alteraciones sustanciales en sus propiedades
funcionales que incluyen proliferacion independiente de sefiales mitogénicas, invasion tisular

y acumulacion de anomalias cariotipicas complejas (OMS, 2025).

A nivel molecular, la carcinogénesis se concibe como un proceso evolutivo multietapico

impulsado por la alteracion funcional de tres categorias principales de genes implicados en
la regulacién del crecimiento celular:

e Protooncogenes: Codifican proteinas que participan en la sefializacion proliferativa y

en la supervivencia celular bajo condiciones fisiol6gicas (Kontomanolis et al., 2020).

Sin embargo, mutaciones activadoras, amplificaciones génicas o reordenamientos

cromosomicos pueden transformarlos en oncogenes capaces de estimular la
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proliferacion celular descontrolada y favorecer la evasion de la apoptosis (Prasad y
Sitara, 2026).

e Genes supresores de tumores: Actiian como reguladores negativos del ciclo celular y
contribuyen al mantenimiento de la homeostasis tisular mediante la inhibicion de la
proliferacion y la induccion de muerte celular programada cuando se detecta dafio
gendémico (Prasad y Sitara, 2026). La pérdida de su funcién elimina barreras
fisiologicas que limitan el crecimiento celular y facilita la expansion de clones
celulares transformados (Otmani y Lewalle, 2021).

e Genes reparadores del ADN: Participan en sistemas especializados de vigilancia y
reparacion del material genético. Cuando estos mecanismos se alteran, se incrementa
la tasa de mutacion celular y se favorece la acumulacion progresiva de alteraciones

genOmicas asociadas al desarrollo tumoral (Basu, 2018).

En conjunto, la interaccion entre estos procesos moleculares explica la complejidad bioldgica
del cancer, su heterogeneidad clinica y su evolucion dindmica, resultado de la interaccion
sostenida entre factores genéticos, ambientales y epigenéticos.
2.1.1. Prevalencia global del cancer

Para el afio 2000, la incidencia global del cancer superd los 10 millones de nuevos casos y
ocasiono mas de 7 millones de defunciones, lo que represent6 aproximadamente el 13 % de
la mortalidad total a nivel mundial (Shibuya et al., 2002). En 2022, esta tendencia no solo
persistio, sino que se intensifico, registrandose aproximadamente 20 millones de nuevos
diagnosticos (19 964 800) y alrededor de 9.7 millones de fallecimientos, lo que se tradujo en
un riesgo acumulado de desarrollar cancer de 1 en 5 personas a lo largo de la vida (Sociedad
Americana del Céancer, 2024). Si bien a la fecha no se dispone de estimaciones definitivas
para 2025, proyecciones epidemioldgicas recientes anticipan un incremento del 77 % en la
incidencia global del cancer hacia el afio 2050, con una carga anual estimada de 35.3 millones
de casos (Figura 2), atribuible principalmente al crecimiento poblacional sostenido y al

envejecimiento progresivo de la estructura demografica a escala mundial (Bray et al., 2024).
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Figura 2. Tendencia global de la incidencia de cancer entre 2000 y 2050. La grafica ilustra
un incremento sostenido en el nimero de nuevos casos a nivel mundial, con registros
historicos que muestran un aumento de aproximadamente 10 a mas de 20 millones de
diagnosticos anuales, y proyecciones que prevén superar los 35 millones de casos para 2050
(Shibuya et al., 2002; Sociedad Americana del Cancer, 2024; Bray et al., 2024).

2.1.2. Principales tipos de cancer
Aunque la incidencia oncologica global muestra una tendencia creciente, su analisis
desagregado por grupos etarios revela patrones epidemiologicos heterogéneos que obedecen
a dindmicas bioldgicas, hormonales e infecciosas fundamentalmente distintas en cada fase
del ciclo vital. En el estrato etario pediatrico (0 a 14 afios), por ejemplo, las tasas de incidencia
global del cancer son relativamente bajas y las diferencias entre sexos son minimas, aunque
se observa una ligera predominancia en varones (Huang et al., 2023; Wang et al., 2024). Por
el contrario, en el estrato etario de 15 a 24 afios, denominado en la nosologia epidemiologica
como AYA, se presenta una etapa de transicion oncoldgica en la que persisten tasas de
incidencia relativamente moderadas, pero comienzan a manifestarse divergencias
intersexuales que prefiguran los patrones de la edad adulta (Li et al., 2024). A modo de

ilustracion, en los varones de este rango etario predominan las neoplasias de origen gonadal
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y linfoide (tumores germinales testiculares, linfomas de Hodgkin y no Hodgkin), mientras
que en las mujeres del mismo rango emergen neoplasias asociadas tanto a factores
hormonales (carcinoma de mama) como a exposiciones infecciosas (carcinoma
cervicouterino), y a factores ain no plenamente elucidados (tumores de tiroides) (Li et al.,
2024; Yang et al., 2025).

No obstante, la transicion a los 25 afios constituye, en términos oncoldgicos, un umbral de
inflexion critico a partir del cual los patrones de incidencia no solo se estratifican
progresivamente por edad cronoldgica, sino que se diferencian de manera fundamental y
persistente segun el sexo del individuo. Especificamente, en los subgrupos etarios de 25 a 39
afios y de 40 a 54 afios, fases correspondientes al ejercicio reproductivo y perimenopausico
en mujeres, las tasas agregadas de incidencia de cancer muestran una supremacia consistente
en el sexo femenino en comparacion con el masculino (Bray et al., 2024). Esta supremacia
femenina obedece, de manera primordial, a la prevalencia sustancial del carcinoma de mama,
cuya incidencia en mujeres de 40 a 54 afios representa aproximadamente una de cada cuatro
neoplasias malignas, asi como a la persistente carga del carcinoma cervicouterino,
particularmente en regiones con menor cobertura de vacunacion contra el VPH y de tamizaje
cervical (Kehm et al., 2019). Por su parte, en la poblacion de edad avanzada (55 afios 0 mas),
se produce una inversion epidemiologica de magnitud notable, en la que la incidencia
oncoldgica en hombres supera de manera consistente y exponencial la de las mujeres,
atribuible principalmente a la carga oncologica significativa del cancer de pulmén y del
carcinoma de prostata (Sociedad Americana del Cancer, 2024; Bray et al., 2024).

En sintesis, la arquitectura epidemioldgica de la incidencia oncologica a lo largo del ciclo
vital, desde la infancia hasta la senectud, no constituye un fendmeno monolitico, sino una
progresion dindmica de perfiles de riesgo que se transforman fundamentalmente segin la

edad y el sexo, como se ilustra en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de cancer con mayor incidencia por grupo etario y sexo.

- - > 25 afios
Rango 0 a 14 afos 15 a 24 afios -
Mujeres Hombres
1° Leucemia (especialmente LLA) Céncer de tiroides Céancer de mama Céncer de pulmon
20 Céncer del SNC (cerebro y médula espinal) Céncer de mama, testiculo, y cérvix Céncer de pulmén  Céncer de prostata
3° LHyLNH LHyLNH Céncer colorrectal ~ Céncer colorrectal
40 Céncer 6se0 Leucemia (especialmente LMA) Céncer de cérvix  Céancer de estomago
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SNC: sistema nervioso central; LLA: leucemia linfoblastica aguda; LMA: leucemia
mieloide aguda; LH: linfoma de Hodgkin; LNH: linfoma no Hodgkin.

2.1.3. Impacto socioeconémico del cancer
Segun estimaciones recientes, el costo econdomico agregado del cancer alcanzara los 25.2
billones de dolares internacionales en el afio 2050, lo que, en términos macroeconémicos,
equivale a un "impuesto" implicito anual cercano al 0.55% del producto interno bruto
mundial (Chen et al., 2023). En consecuencia, el cancer no debe interpretarse Gnicamente
como un problema sanitario, sino también como un fenémeno estructural que limita de
manera persistente el crecimiento econémico global, al exigir la reasignacion sostenida de
recursos productivos hacia actividades de prevencion, diagnostico, tratamiento y cuidados
asociados. Sin embargo, es importante recalcar que dicha carga economica no se distribuye
de forma uniforme entre las distintas entidades oncoldgicas. Por el contrario, el impacto
financiero del cancer se concentra de manera significativa en un subconjunto especifico de
neoplasias, las cuales explican una proporcion sustancial del costo economico total. En
particular, los cAnceres de traquea, bronquios y pulmon representan aproximadamente el 15.4
% del impacto econdémico global, seguidos por el cancer colorrectal (10.9 %), el cancer de
mama (7.7 %), el cancer de higado (6.5 %) y las leucemias (6.3 %) (Chen et al., 2023). Esta
concentracion del impacto econdmico se explica, fundamentalmente, por la articulacion de
tres factores estructurales estrechamente interrelacionados. En primer lugar, estas neoplasias
presentan una elevada incidencia poblacional, lo que genera una demanda sostenida y
creciente de servicios de prevencion, diagnostico y atencion oncoldgica (Sociedad
Americana del Cancer, 2024). En segundo término, se asocian con un impacto significativo
sobre la mortalidad prematura, particularmente en grupos etarios en plena edad
econdémicamente activa, lo que se traduce en pérdidas sustanciales de productividad y en una
progresiva erosion del capital humano (Rumgay et al., 2023; Frick et al., 2023). Finalmente,
su abordaje clinico exige con frecuencia esquemas terapéuticos prolongados, técnicamente
complejos y de alto costo, los cuales intensifican de manera persistente la presion financiera
sobre los sistemas de salud y, por esta via, amplifican la carga econémica global atribuible a

estas neoplasias (Sociedad Americana del Cancer, 2024; Chen et al., 2023).
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2.2. Farmacos antineoplasicos

Los farmacos antineoplasicos, clasificados por la OMS dentro del sistema ATC bajo el
cédigo LO1, constituyen una clase amplia y heterogénea de agentes terapéuticos cuyo
objetivo central es interferir de manera selectiva en los procesos celulares, moleculares e
inmunoldgicos que sustentan la iniciacion, la progresion y la persistencia de las neoplasias

malignas.

2.2.1. Evolucién histérica del tratamiento oncol6gico
La evolucién del tratamiento oncolégico puede concebirse como un proceso histérico de
transformacion progresiva, en el cual la préctica clinica ha transitado desde abordajes
predominantemente empiricos, centrados en la cirugia y orientados al alivio paliativo, hacia
estrategias terapéuticas fundamentadas en el desarrollo racional y sistematico de agentes
farmacoldgicos. Esta trayectoria, como se pude observar en la Tabla 2, se articula en torno a
tres ejes complementarios:

1) Los avances metodoldgicos y regulatorios que posibilitaron el transito desde

practicas empiricas hacia programas estructurados de investigacion traslacional.

2) Hitos clinicos relevantes, particularmente en leucemias y linfoma de Hodgkin, que

demostraron la eficacia de enfoques combinados y sentaron las bases de protocolos

terapéuticos estandarizados.

3) La consolidacion de la quimioterapia como un programa global organizado de

desarrollo de farmacos, que culminé en el disefio y la aplicacidn de terapias dirigidas

contra dianas moleculares especificas.

Tabla 2. Evolucidn histérica de los enfoques terapéuticos en la oncologia.

Etapa Periodo Caracteristicas
Pre-moderna 3500a.C.-1900 En el antiguo Egipto, segin los papiros de
Edwin Smith y Ebers, el cancer se consideraba
una enfermedad incurable y se explicaba
mediante concepciones esotéricas, lo que
limitaba las opciones terapéuticas.
Posteriormente, la medicina grecolatina articul6
una interpretacion etioldgica méas sistemética a
partir de la teoria humoral de Hipdcrates y
Galeno, que atribuia la carcinogénesis a un
exceso de bilis negra, legitimando asi criterios
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Pre-quimioterapéutica

Quimioterapéutica

Quimioterapéutica combinada

1901 - 1940

1941 - 1959

1960 - 1979

empiricos de resecabilidad tumoral. En este
contexto, y ante la ausencia de un conocimiento
fisiopatoldgico verificable, el abordaje del
céancer desde la antigiiedad hasta finales del siglo
XIX se consolidd en un paradigma
predominantemente quirdrgico y paliativo.

A comienzos del siglo XX, la investigacion en
quimioterapia antineoplésica se estructurd en
torno a un enfoque empirico de descubrimiento
farmacoldgico, orientado a la identificacion de
agentes con actividad antitumoral mediante el
empleo sistematico de modelos de tumores
trasplantables en roedores como plataformas
experimentales de cribado preclinico. En este
marco, el objetivo de dicha estrategia era
priorizar compuestos candidatos mediante
bioensayos estandarizados de eficacia bioldgica,
condicionados por una comprension adn
limitada de los mecanismos moleculares y
celulares implicados en la carcinogénesis

A partir de la década de 1940, la quimioterapia
experimentd un punto de inflexién con la
introduccién de agentes citotoxicos capaces de
inducir remisiones incluso en la enfermedad
sistémica. Este avance se fundamenté en la
observacién de mielosupresion causada por las
mostazas nitrogenadas durante la segunda
guerra mundial, lo que condujo al desarrollo de
los primeros agentes alquilantes, como la
mecloretamina, cuya accién sobre el ADN,
mediante la formacion de enlaces covalentes que
bloquean la replicacién y la transcripcion, sento
las bases de la quimioterapia moderna.
Simultaneamente, la  incorporacion  de
antimetabolitos  tempranos  (aminopterina,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 5-fluorouracilo)
y de nuevos alquilantes y otros citotoxicos
permitié diversificar los mecanismos de accion
y ampliar significativamente el espectro
terapéutico frente a neoplasias hematolégicas y
tumores sélidos.

Durante la década de 1960 y principios de 1970,
laincorporacién de agentes citotoxicos como los
alcaloides de la vinca y la procarbazina, en
combinacidon con farmacos de mecanismos
complementarios, permitié alcanzar remisiones
completas en leucemia aguda infantil y en
enfermedad avanzada de Hodgkin, desafiando la
concepcion predominante de que los cénceres
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avanzados eran intrinsecamente refractarios a la
terapia farmacoldgica. Estos avances clinicos
sentaron las bases de la quimioterapia
adyuvante, en la que regimenes sistémicos se
administran tras cirugia y/o radioterapia con el
objetivo  de  erradicar  micrometastasis
subclinicas.

Pre-contemporanea 1980 - 2001 A partir de la década de 1980, los avances en
biologia molecular permitieron caracterizar las
alteraciones genéticas y las disfunciones
proteicas especificas implicadas en la
oncogénesis, lo que impulsé el desarrollo de
terapias dirigidas a dianas moleculares criticas.
Este enfoque mecanistico condujo al disefio de
inhibidores de la tirosina cinasa y otros agentes
focalizados, capaces de bloquear rutas de
sefializacion esenciales para la proliferacion y la
supervivencia celular tumoral, aumentando la
selectividad terapéutica y reduciendo la
toxicidad sistémica asociada a la quimioterapia
convencional. De manera paralela, la
comprension progresiva de los mecanismos
inmunolégicos del tumor facilitd la introduccion
de estrategias terapéuticas innovadoras, como
anticuerpos monoclonales e inhibidores de
puntos de control inmunitario, que potencian la
respuesta inmune antitumoral y consolidan la
inmunoterapia como un componente central del
manejo oncoldgico contemporaneo.

Contemporénea 2002 - Actualidad En el umbral del tercer milenio, la oncologia se
sustenta en estrategias multimodales que
integran cirugia, radioterapia, quimioterapia,
terapias dirigidas e inmunoterapia en esquemas
cada vez mas personalizados. Paralelamente, la
incorporacion de herramientas in silico, modelos
in vitro y estudios preclinicos ha acelerado el
desarrollo de nuevos farmacos biotecnol6gicos,
incluidos CAR-T, vacunas antitumorales y
terapias génicas, que ya muestran resultados
prometedores y anticipan el inicio de una nueva
revoluciéon terapéutica, marcada por la
convergencia entre la investigacién molecular
avanzada y la aplicacion clinica de precision.

Nota: Tabla elaborada a partir de la informacion descrita por: DeVita Jr y Chu (2008);
Falzone et al. (2018); Instituto Nacional del Cancer (2025); Spagnolo et al. (2025).

2.2.2. Clasificacion de los farmacos antineoplasicos
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Historicamente, los agentes antineoplasicos se habian organizado en un esquema taxonémico
clasico que distinguia entre agentes alquilantes, antimetabolitos, productos naturales,
hormonas, antagonistas y una categoria residual denominada miscelaneos (Institutos
Nacionales de Salud, 2024). Con el tiempo, esta Gltima categoria incorpord progresivamente
farmacos de creciente relevancia en la terapéutica oncoldgica contemporanea, revelando las
limitaciones epistemoldgicas y operativas de dicho marco conceptual, especialmente su
incapacidad para captar la complejidad mecanistica y la diversidad funcional de los agentes
disponible (Ostios-Garcia, 2024).

En respuesta a estas limitaciones, se han desarrollado multiples estrategias de reclasificacion
que buscan articular criterios mas precisos y funcionales. En este contexto, se han propuesto
al menos cuatro ejes clasificatorios principales (Institutos Nacionales de Salud, 2024): (1) la
indicacion terapéutica, que agrupa a los farmacos segun el tipo de neoplasia para la cual estan
aprobados (linfomas, leucemias, melanomas o tumores solidos); (2) el mecanismo de accion,
que contempla categorias como agentes alquilantes, antibioticos antineoplasicos,
modificadores de la respuesta bioldgica, antiandrogenos, inhibidores de la topoisomerasa e
inhibidores de proteinas cinasas; (3) la estructura quimica, que diferencia entre analogos del
acido folico, complejos de coordinacion de platino, analogos de purina o pirimidina y
anticuerpos monoclonales; y (4) la selectividad bioldgica, que distingue agentes citotoxicos
0 inespecificos frente a agentes no citotoxicos o dirigidos, en funcién de su grado de
especificidad hacia blancos moleculares definidos.

No obstante, dado que cada marco enfatiza un nivel distinto de analisis, la coexistencia de
multiples sistemas clasificatorios ha generado una fragmentacion conceptual, lo que dificulta
la comparacion transversal y la construccion de narrativas integradas en la literatura
oncoldgica especializada (Ostios-Garcia, 2024). Por ello, con el proposito de superar estas
barreras, ha surgido una propuesta de reclasificacion centrada en el locus biolégico de accion

de los agentes antineoplasicos, cuya sistematizacion se presenta en la Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de los farmacos antineoplasicos segun su locus bioldgico y su mecanismo de accion molecular.

Categoria

Descripcion

Farmacos dirigidos a
la célula tumoral

Locus bioldgico Mecanismo de accion Agentes representativos
Agentes con diana  Inductores de dafio directo al ADN Agentes alquilantes
nuclear
Interferencia con la sintesis de Antimetabolitos

acidos nucleicos

Inhibidores de ribonucleétido
reductasa, DNA-metiltransferasa
y L-asparaginasa

Los agentes alquilantes, incluidos las mostazas nitrogenadas, los
compuestos de platino, las nitrosoureas y los triazénicos, ejercen
su efecto citotdxico mediante la formacion de enlaces covalentes
con nucledfilos del ADN, principalmente en posiciones como N7
y 06 de guanina, generando puentes cruzados intra- e
intermoleculares que distorsionan la hélice. Estas alteraciones
estructurales interfieren con la progresién de la horquilla de
replicacion y la transcripcion, inducen la acumulacion de roturas
de doble cadena y activan las vias de respuesta al dafio en el ADN
dependientes de ATM/ATR.

Los antimetabolitos, incluyendo antifolatos, analogos de purinas
y pirimidinas, y los inhibidores de la sintasa de timidilato, ejercen
su accion citotdxica al actuar como sustratos falsos o inhibidores
enziméticos de rutas biosintéticas criticas para la sintesis de
nucleétidos. Esta interferencia compromete la disponibilidad de
desoxirribonucledtidos durante la fase S, provocando estrés
replicativo, la activacion de checkpoints dependientes de
ATR/Chk1 y la detencidn del ciclo celular.

Los inhibidores de la ribonucleétido reductasa interrumpen la
conversion de ribonucledtidos a desoxirribonucledtidos,
comprometiendo directamente la sintesis de ADN. Paralelamente,
los inhibidores de la metiltransferasa del ADN inducen
hipometilacion del epigenoma, modulando patrones de expresion
génica esenciales para la supervivencia tumoral. Por su parte, la
L-asparaginasa priva a la célula de aminoacidos esenciales, lo que
altera su metabolismo proteico. La convergencia de estos
mecanismos impacta de forma coordinada en la replicacion del
ADN, la regulacion génica y el metabolismo celular, culminando
en la inhibicion del crecimiento tumoral y en la induccién
selectiva de muerte celular en las células neoplésicas.
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Modulacidn de proteinas nucleares

Inhibidores de topoisomerasas | y
"

Antibiéticos antitumorales

Inhibidores epigenéticos

Inhibidores de HIF-2, chaperonas
(ej. Hsp90) y cinasas
dependientes de ciclinas
(CDK4/6)

Los inhibidores de topoisomerasas | y Il ejercen su accion
citotdxica al estabilizar los complejos transitorios formados entre
la enzima y el ADN, transformando estas topoisomerasas,
normalmente encargadas de aliviar tensiones durante la
replicacion y la transcripcion, en generadoras de rupturas de
cadena de ADN. Esta conversion de una funcién reparadora en
una fuente de dafio gendmico compromete la integridad del ADN,
detiene la progresién del ciclo celular y conduce a la muerte de
las células neoplasicas.

Los antibidticos antitumorales, como las antraciclinas, ejercen su
efecto citotdxico mediante un mecanismo multimodal que
combina la intercalacion especifica en la doble hélice del ADN y
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La
interaccion sinérgica de estos procesos altera la estabilidad
gendmica, induce estrés oxidativo intracelular y bloguea la
replicacién y transcripciéon del ADN, conduciendo de manera
coordinada a la detencién del ciclo celular y a la muerte de las
células neoplésicas

Los inhibidores epigenéticos, particularmente los inhibidores de
las desacetilasas de histona, ejercen su efecto terapéutico
mediante la modulacién del estado de acetilacién de las histonas,
lo que conlleva a modificaciones estructurales de la cromatina y
una regulacién mas controlada de la expresion génica. De forma
complementaria, los inhibidores de PARP se basan en el principio
de letalidad sintética, explotando las deficiencias en la reparacion
del ADN por recombinacion homéloga presentes en determinados
tumores, lo que favorece la acumulacion de dafio genémico y
culmina en la eliminacion selectiva de las células neoplasicas.
Los inhibidores dirigidos contra HIF-2, las chaperonas
moleculares y las cinasas dependientes de ciclinas, en particular
CDKa4/6, interfieren de manera selectiva con la ejecucion de
procesos celulares esenciales para la viabilidad tumoral. En
concreto, estos agentes alteran la respuesta adaptativa a la hipoxia,
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Agentes con diana
citoplasmatica

Farmacos antimit6ticos Taxanos, alcaloides de la vinca,

eribulina y epotilonas

Conjugados anticuerpo-farmaco
con toxinas (auristatina y
derivados de maytansina)

Inhibidores de vias de sefializacién
y metabolismo

Inhibidores de BRAF, MEK,
KRAS, HRAS, PI3K, mTOR,
BTK, IDH, y del proteasoma

comprometen el plegamiento y la estabilidad funcional de las
oncoproteinas y bloquean la progresion ordenada del ciclo
celular, respectivamente, lo que, en conjunto, limita la
supervivencia y la proliferacion de las células neoplasicas.

Los taxanos, los alcaloides de la vinca, la eribulina y las
epotilonas ejercen su efecto antineoplasico mediante su unién
especifica a la tubulina o a los microtdbulos polimerizados,
alterando de forma diferencial la dinamica de ensamblaje y
desensamblaje del huso mitético. Esta disrupcion de la estabilidad
microtubular compromete la correcta progresion de la mitosis,
conduce a un arresto sostenido en la fase M del ciclo celular y
desencadena la muerte celular mediante mecanismos de catastrofe
mitotica.

Los conjugados anticuerpo-farmaco que incorporan cargas
citotoxicas, como las auristatinas o los derivados de la
maytansina, se conciben como plataformas terapéuticas dirigidas
al reconocimiento selectivo de antigenos sobreexpresados en la
superficie de las células tumorales. Tras la union especifica al
antigeno diana y la posterior internalizacién del complejo, la
liberacién controlada del agente citotdxico en el compartimento
intracelular interfiere con la dindmica de los microtdbulos,
induciendo el arresto mitético y promoviendo la muerte selectiva
de las células neoplésicas.

Los inhibidores dirigidos frente a componentes estratégicos de las
vias de sefializacién intracelular, junto con los inhibidores del
proteasoma, ejercen su accion terapéutica mediante la
interrupcion selectiva de cascadas moleculares esenciales para la
regulacion de la supervivencia, el metabolismo y la homeostasis
proteica. La inhibicion de estos nodos criticos conlleva una
alteracion profunda de la transmisidn de sefiales oncogénicas y de
los mecanismos de control de proteinas aberrantes, lo que, de
manera integrada, favorece la supresion del crecimiento tumoral
y la induccion de estrés celular en las células neopldsicas.
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Agentes con diana
en la membrana
celular tumoral

Farmacos dirigidos a
la vasculatura
tumoral

Moduladores de receptores
hormonales citosélicos

Receptores de tirosina cinasa y Anticuerpos monoclonales,

otras proteinas de superficie inhibidores de tirosina cinasa
(TKI) e inmunoconjugados

dirigidos contra EGFR, HER2,
ALK, ROS1, MET, FGFR,

NTRK, RET, KIT, antigenos

hematol6gicos (CD20, CD22,

CD30, CD33, CD38) y antigenos
de superficie (Trop-2, SSTR)

Inhibidores de receptores TKI multi-diana (axitinib,
endoteliales sunitinib, sorafenib, pazopanib,
regorafenib, cabozantinib,
lenvatinib, tivozanib, vandetanib)

Los moduladores de receptores hormonales localizados en el
citosol, como los antiandrégenos de nueva generacion y los
moduladores selectivos de los receptores de estrogeno (SERM y
SERD), ejercen su efecto terapéutico mediante la alteracion de la
transduccion de sefiales esteroideas en fases previas a la
translocacion nuclear del complejo receptor-ligando. Esta
interferencia temprana impide la activacion transcripcional
hormonodependiente, contribuyendo a la inhibicion de programas
génicos asociados a la proliferacién y supervivencia celulares en
tejidos hormonodependientes.

Los anticuerpos monoclonales, los TKI y los inmunoconjugados
dirigidos contra dianas expresadas en la membrana celular
tumoral, incluidas proteinas de linaje hematolégico y otros
antigenos de superficie, ejercen su efecto terapéutico al interferir
de manera selectiva con la sefializacién mediada por receptores
transmembrana. Estos agentes actian bloqueando la activacion y
la fosforilacion de los dominios de tirosina de la cinasa,
promoviendo la internalizacion y degradacion de los receptores o
activando mecanismos de citotoxicidad inmunomediada vy, en el
caso de los inmunoconjugados, la liberacion intracelular de cargas
citotoxicas. En conjunto, estos procesos alteran la funcion de la
membrana tumoral, reducen las sefiales de proliferacion vy
supervivencia celulares y favorecen la eliminacién selectiva de las
células neoplasicas.

Los TKI de perfil multidiana se distinguen por inhibir de forma
sostenida los receptores del factor de crecimiento endotelial
vascular. No obstante, de manera concomitante, estos agentes
también interfieren con otras cinasas clave implicadas tanto en la
angiogénesis tumoral como en la regulacién de la proliferacion
celular, entre ellas PDGFR, ¢c-KIT y RET, lo que integra un perfil
farmacodindmico complejo que combina  efectos
antiangiogénicos y antiproliferativos con impacto directo sobre el
crecimiento tumoral y su microambiente.
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Farmacos dirigidos al
sistema inmune

Inhibidores de ligandos
proangiogénicos

Inhibidores de puntos de control
inmunitario

Terapias de activacion de células T

Bevacizumab y aflibercept

Anticuerpos frente a PD-1
(nivolumab, pembrolizumab,
dostarlimab), PD-L1
(atezolizumab, durvalumab,
avelumab), CTLA-4
(ipilimumab), LAG-3
(relatlimab)

Terapias celulares adoptivas

(CAR-T, TCR-T)

Anticuerpos biespecificos (BIiTE
y ImmTAC)

Bevacizumab y aflibercept ejercen su accion antiangiogénica
mediante la neutralizacién del factor de crecimiento endotelial
vascular, fundamentalmente VEGF-A'y, en el caso de aflibercept,
otras isoformas relacionadas, lo que impide la activacion de los
receptores VEGFR en el endotelio tumoral. La inhibicidn
sostenida de esta via proangiogénica conduce a una remodelacion
funcional de la vasculatura tumoral, caracterizada por cambios en
la perfusion tisular y por una disminucion de la presion
intersticial, lo que contribuye de manera directa a la modulacion
del microambiente tumoral.

Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra los puntos de
control inmunitario PD-1, PD-L1, CTLA-4 y LAG-3 ejercen su
accion terapéutica al interferir con las vias inhibitorias que
regulan negativamente la activacion y la funcién efectora de los
linfocitos T. El bloqueo de estas sefiales inmunosupresoras
permite restaurar la actividad citotoxica de dichas células, revertir
los estados de agotamiento funcional y reforzar la respuesta
inmune antitumoral, lo que consolida a estos agentes como un
pilar ~ fundamental de la inmunoterapia  oncoldgica
contemporanea.

Las terapias celulares adoptivas constituyen una forma avanzada
de inmunoterapia personalizada basada en la ingenieria genética
de linfocitos T, cuyo objetivo es conferir una elevada
especificidad antitumoral. En este contexto, los linfocitos CAR-T
reconocen antigenos tumorales independientemente del complejo
mayor de histocompatibilidad, mientras que las células TCR-T
dependen de la presentacion antigénica mediada por dicho
complejo.

Los anticuerpos biespecificos median la unién simultanea del
complejo CD3/TCR de los linfocitos T con antigenos tumorales
especificos, estableciendo una interaccién funcional que fuerza la
proximidad celular y da lugar a la formacién de sinapsis
inmunoldgicas artificiales. Este acoplamiento dirigido
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Farmacos dirigidos al
sistema endocrino

Inmunomoduladores y otros Derivados de talidomida
agentes inmunoterapicos (lenalidomida y pomalidomida)

Agentes inmunoactivadores
locales (BCG intravesical e
imiquimod)

Citocinas recombinantes
(interferones, IL-2), vacunas
terapéuticas y virus oncoliticos
(T-VEC)

Tejidos productores de estrégenos Inhibidores de aromatasa
(anastrozol, letrozol, exemestano)

desencadena una activacion localizada de los linfocitos T, con
subsecuente sefializacion intracelular y la ejecucién de una
respuesta citotdxica focalizada frente a las células neoplésicas.
Los derivados de la talidomida se encuadran dentro del grupo de
agentes inmunomoduladores y se distinguen por ejercer efectos
pleiotrépicos que, de manera coordinada, regulan la produccion
de citocinas, modulan los procesos angiogénicos y potencian la
funcién efectora de linfocitos T y células NK. La integracion
funcional de estos mecanismos permite una modulacion
simultanea de la respuesta inmunitaria y del microambiente
tumoral, lo que contribuye a inhibir el crecimiento tumoral y a
restringir la dinamica proliferativa neoplésica.

Los agentes inmunomoduladores como el bacilo de Calmette-
Guérin (BCG) administrado por via intravesical y el imiquimod
gjercen su efecto terapéutico mediante la activacion coordinada
de lainmunidad innata, lo que conduce a una intensificacion de la
presentacion antigénica local. Este fenémeno favorece el
reclutamiento y la activacion secuencial de células inmunitarias
efectoras, lo que amplifica la respuesta antitumoral en el
microambiente tisular y contribuye al control local de la
enfermedad.

Las citocinas recombinantes, junto con las vacunas terapéuticas,
entre ellas sipuleucel-T, y los virus oncoliticos se caracterizan por
su capacidad para modular, potenciar o inducir respuestas
inmunitarias antitumorales, ya sean especificas o inespecificas,
mediante la activacion directa de células efectoras del sistema
inmune o la estimulacion del reconocimiento inmunoldgico del
tumor.

Los inhibidores de la aromatasa, ya sean esteroideos 0 no
esteroideos, bloquean la actividad de la enzima aromatasa de
forma irreversible o reversible, respectivamente, interrumpiendo
la conversion periférica de andrégenos en estrégenos vy
provocando una disminucion significativa de los niveles
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Eje hipotalamo-hipofisis-gonadas Anélogos y antagonistas de
GnRH (goserelina, leuprorelina,
triptorelina, degarelix) y
progestagenos.

Corteza suprarrenal Abiraterona y mitotano

circulantes de esta hormona. Esta reduccion atenta la activacion
de los receptores esteroideos en células tumorales
hormonosensibles y modula la sefializacion intracelular mediada
por estrdgenos, lo que genera un efecto antiproliferativo sobre los
tejidos dependientes de hormonas.

Los andlogos y antagonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) inhiben de manera sostenida la secrecion
hipofisaria de las hormonas luteinizante (LH) vy
foliculoestimulante (FSH), lo que conduce a una reduccion
significativa de la sintesis gonadal de andrégenos y estrégenos.
De manera complementaria, los progestagenos, como el
megestrol, potencian este efecto mediante una accion
antigonadotropica y un efecto antiproliferativo directo sobre los
tejidos diana dependientes de hormonas, integrando asi una doble
estrategia de control sobre la produccion hormonal y la
proliferacion celular.

La abiraterona actia como inhibidor selectivo de la enzima
17-alfa-hidroxilasa/17,20-liasa, interrumpiendo de manera
eficiente la sintesis de andrdgenos tanto de origen suprarrenal
como de origen testicular. Por su parte, el mitotano ejerce efectos
adrenoliticos y antisecretores sobre los tumores de la corteza
suprarrenal, modulando la funcidn y la proliferacién de las células
adrenocorticales.

Nota: Tabla elaborada a partir de la informacion descrita por: Ostios-Garcia et al. (2024).
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2.2.3. Principales farmacos antineoplésicos

Segun los datos de ventas anuales, los inhibidores de puntos de control inmunoldgico y los
anticuerpos monoclonales se han consolidado como los antineoplasicos de mayor
facturacion, desplazando de manera sostenida a las quimioterapias convencionales. A modo
de ilustracién, en 2023 el pembrolizumab (Keytruda) lider6 las ventas mundiales, superando
los 25 000 millones de ddlares, seguido por daratumumab (Darzalex) con 11 700 millones y
nivolumab (Opdivo) con mas de 9 300 millones (Truccolo, 2024; Rashid, 2025). No obstante,
este panorama, construido fundamentalmente a partir de indicadores econémicos, no resulta
directamente extrapolable al patron real de utilizacion clinica de los antineoplasicos a escala
global. Lo anterior se debe principalmente al sesgo inherente de las métricas de ventas, que
tienden a sobrerrepresentar los mercados farmacéuticos de altos ingresos y a subestimar la
realidad terapéutica de contextos con mayores limitaciones econdmicas, estructurales y
asistenciales. En este marco, el analisis basado en datos de prescripcion adquiere un valor
analitico central, al ofrecer una aproximacion mas fiel al consumo farmacologico efectivo e
integrar no solo la disponibilidad formal de los farmacos, sino también su accesibilidad
clinica y su incorporacion sostenida en la practica asistencial cotidiana.

Asi, desde una perspectiva centrada en el uso clinico efectivo, los estudios realizados en
distintos contextos geograficos demuestran de manera consistente que los antineoplasicos
mas frecuentemente prescritos no coinciden con los agentes de mayor facturacion. Por el
contrario, tienden a corresponder a farmacos caracterizados por un uso poblacional amplio y
una administracion prolongada en el tiempo. En Estados Unidos, por ejemplo, los
antineoplasicos mas prescritos en 2024 fueron agentes hormonales como el anastrozol, que
representd el 6.40 % de las recetas oncoldgicas dispensadas, seguido del letrozol (3.80 %) y
del tamoxifeno (3.00 %) (Definitive Healthcare, 2025). De manera similar, un estudio sobre
prescripciones hospitalarias en China entre 2017 y 2022 identific al letrozol como el
antineoplasico mas prescrito, con 6 145 registros, equivalente al 25.66 % de todas las
prescripciones oncoldgicas durante el periodo analizado, seguido por los inhibidores de
BCR-ABL (imatinib, dasatinib, nilotinib) con 2 196 prescripciones (9.17 %) y los inhibidores
de EGFR (gefitinib, erlotinib, osimertinib, almonertinib) con 2 013 prescripciones (8.40 %)
(Lv et al., 2023). En conjunto, estos datos sugieren que, incluso en mercados con un acceso

creciente a terapias innovadoras, los agentes hormonales y los inhibidores dirigidos
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contintan desempefiando un papel central en la practica clinica cotidiana. No obstante, en
paises de ingresos medios y bajos, esta divergencia entre facturacion y uso clinico resulta ain
mas marcada, observandose una clara centralidad de los quimioterapicos clésicos. En paises
como Tanzania e India, por ejemplo, el cisplatino y el 5-fluorouracilo figuran entre los
antineoplasicos mas prescritos y se administran a méas del 40 % de los pacientes oncolégicos
(Vijayalakshmi et al., 2020; Efraim et al., 2022).

En sintesis, a pesar del predominio discursivo y econdémico de los farmacos bioldgicos de
nueva generacion, los inhibidores de BCR-ABL, particularmente imatinib, asi como los
agentes citotoxicos clasicos, como el cisplatino, continian ocupando un lugar central en la
practica clinica oncoldgica a escala global. Esta persistencia se sustenta en un cuerpo robusto
de evidencia que respalda su eficacia clinica, asi como en su amplia versatilidad terapéutica
y en una accesibilidad relativa que favorece su incorporacion sostenida en diversos contextos

asistenciales, especialmente en sistemas sanitarios con recursos limitados.

2.3. Cisplatino

El cisplatino (cis-diamminodicloroplatino(ll), también denominado CDDP o cis-
[PtCI,(NH5),]) es un compuesto de coordinacion de geometria cuadrado-planar (Figura 3) y
peso molecular de 300,05 g/mol, ampliamente usado como farmaco antineoplasico debido a
su mecanismo de accion alquilante (Dasari y Tchounwou, 2014). Su relevancia clinica se
consolidé al convertirse en el primer agente quimioterapéutico basado en platino aprobado
por la FDA en 1978, hecho que marcé un hito en el tratamiento farmacologico del cancer.
Desde entonces, y a pesar de la introduccién de otros agentes antineoplasicos innovadores,
el cisplatino continGa ocupando un lugar central en la practica oncoldgica, dado su amplio
espectro de actividad frente a diversas neoplasias solidas y hematolégicas, incluyendo los
canceres de vejiga, cabeza, cuello, pulmén, ovario y testiculo, asi como ciertos linfomas
(Thompson y Joy, 2024). Esta vigencia terapéutica se refleja en estimaciones
epidemiologicas recientes, las cuales indican que mas del 50% de las personas diagnosticadas
anualmente con cancer son potencialmente candidatas a recibir esquemas de tratamiento que

incluyen cisplatino (Roque-Diaz et al., 2021).
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Figura 3. Estructura quimica del cisplatino. Desde una perspectiva quimica, el cisplatino

\\\\

consiste en un atomo central de platino(l1) coordinado a dos ligandos amoniaco (NH3) y dos
iones cloruro (CI7), dispuestos en una configuracion cis cuya conservacion resulta critica

para su actividad farmacolégica y citotdxica (Dasari y Tchounwou, 2014).

2.3.1. Mecanismo de accion del cisplatino
El cisplatino es una molécula pequefia y eléctricamente neutra, con un peso molecular
aproximado de 300.1 Da en su estado nativo, lo que le permite atravesar la membrana celular
mediante difusion pasiva (Thompson y Joy, 2024). No obstante, este mecanismo no
constituye la Unica via de internalizacién. Diversos estudios han demostrado que el cisplatino
también puede ingresar activamente al interior celular a traves de proteinas transportadoras
especificas, entre las que destacan los transportadores de cobre, como Ctrl, asi como
miembros de la familia de proteinas de resistencia a multiples farmacos, en particular MRP2
(Dasari y Tchounwou, 2014). Una vez en el compartimento intracelular, el cisplatino se
encuentra expuesto a un entorno caracterizado por una concentracion de cloruros
sustancialmente inferior a la del plasma sanguineo. Esta diferencia favorece un proceso de
acuacion progresiva, en el cual uno o ambos ligandos cloruro son sustituidos por moléculas
de agua, dando lugar a la formacidn de especies altamente reactivas, tales como el monoaqua-
y el diaquacisplatino (Lenz et al., 2005). Estas especies hidratadas presentan un marcado
caracter electrofilico, lo que les permite interactuar con sitios nucleofilicos del ADN, en
particular con las purinas, preferentemente en la posicion N7 de los residuos de guanina,
originando aductos tanto intramoleculares como intermoleculares (Dasari y Tchounwou,
2014). La formacion de estos entrecruzamientos induce una distorsion estructural

caracteristica de la doble hélice del ADN, generando una curvatura o "kink™ con un angulo
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aproximado de 30 — 40°, lo que dificulta su reconocimiento por los sistemas de reparacion
del ADN en las células tumorales (Steed, 2012). En este contexto, la acumulacién progresiva
y persistente de aductos y entrecruzamientos en el ADN no solo compromete la estabilidad
gendmica, sino que también acta como un estimulo sostenido para la activacion coordinada
de multiples vias de respuesta celular al dafio genético, cuya convergencia funcional culmina

finalmente en la induccion de la muerte celular programada (Figura 4).

Cisplatino

|

Aductos (intra- e intermoleculares)

|

Proteinas de Reconommlento

Fas/FasL // im\’
l,\m / /

MAPK

Bax

cytC Reparacion del ADN ¢

Casp-9 Supervivencia Celular

N\ (‘casp3 » Apoptosis —
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Figura 4. Vias moleculares implicadas en la induccién de la apoptosis por cisplatino. El
cisplatino ejerce su efecto citotoxico principalmente mediante la formacion de aductos con
el ADN, lo que provoca dafio gendmico y activa la respuesta celular al estrés. Dichas lesiones
son reconocidas por cinasas sensoras como ATR, que desencadenan vias de sefializacion
dependientes de p53, p73 y MAPK, lo que integra la respuesta al dafio del ADN. Esta
sefializacion coordinada favorece la induccion tanto de la via intrinseca como de la extrinseca
de la apoptosis. La via mitocondrial implica la liberacion de citocromo c, la activacion

secuencial de la caspasa 9 y, finalmente, de la caspasa 3. De manera complementaria, la via
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extrinseca puede activarse mediante el sistema FasL/Fas, lo que conduce a la activacion de
la caspasa 8. La regulacion de estos procesos depende de cinasas de control del ciclo celular,
como Chkly Chk2, y de moduladores de la estabilidad de p53, como Mdmz2, lo que conduce
a la eliminacion programada de las células tumorales (Thompson y Joy, 2024).

2.3.2. Farmacocinética del cisplatino

El cisplatino puede administrarse a traves de distintas vias, entre las que destacan la via
intravenosa, empleada tanto en infusiones de corta duracién (15-60 minutos) como en
infusiones prolongadas (>6 horas), asi como las vias intraarterial e intraperitoneal (Thompson
y Joy, 2024). No obstante, estas Ultimas modalidades de administracion suelen reservarse
para esquemas terapéuticos multimodales altamente especializados o para ensayos clinicos,
por lo que no constituyen la practica clinica estandar en la mayoria de las indicaciones. Una
vez adminsitrado, el cisplatino se distribuye ampliamente en el organismo, aunque de manera
marcadamente heterogenea, lo que condiciona tanto su eficacia terapéutica como su perfil de
toxicidad. Los principales sitios de acumulacion son los rifiones, el higado y los intestinos,
donde el compuesto puede persistir hasta por cuatro semanas. De forma complementaria, se
han identificado concentraciones apreciables en otros tejidos, incluidos el musculo
esquelético, la vejiga, los testiculos, la prostata, el pancreas y el bazo (Crom, 1994), lo que
pone de manifiesto su extensa afinidad tisular.

A diferencia de numerosos farmacos convencionales, el cisplatino parece ser menos
dependiente del metabolismo enzimatico clasico y mas proclive a reacciones de
desplazamiento quimico con nucledfilos celulares. En particular, estudios recientes han
demostrado que, a nivel renal, la glutation S-transferasa (GST) cataliza la conjugacion del
cisplatino con glutation, proceso que puede conducir posteriormente a la formacion de un tiol
altamente reactivo, estrechamente vinculado al desarrollo de nefrotoxicidad (McSweeney et
al., 2021). Este comportamiento metabdlico, junto con su marcada afinidad por proteinas y
componentes tisulares, se refleja directamente en su proceso de eliminacién. En este sentido,
aungue el cisplatino presenta una vida media plasmatica inicial breve, estimada entre 20 y 30
minutos, seguida de una vida media terminal aproximada de 24 horas (Gold y Raja, 2023),
la eliminacion del platino total, predominantemente unido a proteinas, ocurre de manera

considerablemente mas lenta. En consecuencia, la fase terminal de eliminacion puede
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prolongarse durante varios dias o incluso semanas, lo que explica su persistencia tisular, su
acumulacion progresiva tras administraciones repetidas y la estrecha relacion entre su

cinética de eliminacion y la aparicion de efectos tdxicos tardios (Thompson y Joy, 2024).

2.3.3. Vias de entrada del cisplatino al ambiente
La presencia de cisplatino en los sistemas acuaticos se explica predominantemente por su
incorporacion a las aguas residuales urbanas como consecuencia de la excrecion urinaria
generada por los pacientes oncoldgicos tratados en régimen ambulatorio. Este fenémeno
deriva, fundamentalmente, de la combinacion entre una vida media plasmatica relativamente
prolongada del farmaco y la corta duracion de la estancia hospitalaria, lo que favorece que
una fraccién sustancial del cisplatino administrado sea excretada tras el alta médica y, por
ende, fuera del entorno hospitalario (Lenz et al., 2005; Vyas et al., 2014; Roque-Diaz et al.,
2021). En este contexto, diversos estudios han cuantificado la proporcion del platino
excretado directamente desde las instalaciones hospitalarias frente a la liberada de manera
diferida a través del sistema de alcantarillado urbano. Por ejemplo, un estudio realizado en
Viena en 2005 evidencidé que Unicamente el 27 + 12 % del platino administrado se recupera
en el efluente de un servicio oncoldgico hospitalario, lo que indica que la mayor parte del
farmaco es excretada posteriormente en el ambito domiciliario (Lenz et al., 2005). De manera
concordante, una investigacion llevada a cabo en el Reino Unido en 2014 estimd que solo
alrededor del 22 % del platino administrado se descarga directamente desde el hospital,
mientras que el porcentaje restante se incorpora al sistema de alcantarillado municipal como
parte de las aguas residuales domésticas (Vyas et al., 2014). En consecuencia, la principal
via de entrada del cisplatino al medio acuatico no corresponde al efluente hospitalario
inmediato, sino a una descarga difusa asociada al uso ambulatorio del farmaco. No obstante,
esta predominancia de la via doméstica no invalida la relevancia ambiental de las aguas
residuales hospitalarias, particularmente aquellas procedentes de servicios oncoldgicos
especializados. De hecho, se ha documentado que las concentraciones totales de platino en
estos efluentes pueden oscilar entre 4.7 y 145 pg/L durante periodos de hasta 28 dias, lo que
pone de manifiesto un potencial significativo de carga puntual sobre los sistemas de
saneamiento y tratamiento (Lenz et al., 2005). Esta situacion adquiere especial relevancia si

se considera que las PTAR convencionales no estan especificamente disefiadas para la
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eliminacion completa de compuestos citotoxicos. En este sentido, aunque se ha documentado
una retencion cercana al 92 % del cisplatino en los fangos activados, la fraccion remanente
sigue siendo descargada al medio acuatico a un flujo estimado de 19.5 ng/s, lo que confirma
la existencia de una via continua de emision ambiental y pone en evidencia las limitaciones
estructurales de los sistemas de tratamiento convencionales para la remocion de compuestos

citotoxicos (Vyas et al., 2014).

2.3.4. Remocion del cispaltino en PTAR

Segun estudios recientes, los métodos convencionales empleados en las PTAR, tales como
la coagulacion, la floculacion, la sedimentacion y los tratamientos bioldgicos, presentan una
eficacia limitada en la eliminacion o degradacion de citostaticos de platino, como el
cisplatino y el carboplatino (Abdulbur-Alfakhoury et al., 2021; Roque-Diaz et al., 2021). En
consecuencia, la comunidad cientifica ha reconocido de manera generalizada la necesidad
urgente de desarrollar tecnologias mas especializadas que permitan alcanzar tasas de
remocion significativamente superiores a las obtenidas mediante los procesos
convencionales. En este contexto, la adsorcion se posiciona como una de las técnicas mas
versatiles y ampliamente investigadas, reportando eficiencias de eliminacion que oscilan
entre el 75 % y el 98.5 %, en funcidn de las propiedades del material adsorbente y de las
condiciones operativas empleadas (Farias y Ye, 2020; Dobrzynska et al., 2021; Han et al.,
2023a; Han et al., 2023b). No obstante, es importante sefialar que dichas eficiencias han sido
alcanzadas exclusivamente bajo condiciones de laboratorio estrictamente controladas de
agitacion, temperatura y pH. Asimismo, en la mayoria de los casos, la sintesis de estos
materiales especializados requiere procesos de funcionalizacion quimica especificos, lo que
implica costos de produccion elevados y limitaciones significativas en la escalabilidad
industrial, haciendo inviable su implementacion masiva en instalaciones municipales.

Por otra parte, tecnologias avanzadas como la fotocatalisis heterogénea y los sistemas de
plasma de descarga por barrera dieléctrica (DBD) también han demostrado una elevada
eficacia en la transformacién y eliminacion del cisplatino (Tabla 4; Barbosa et al., 2023;
Sauvageau et al., 2023). Sin embargo, estas alternativas enfrentan desafios ain mayores en
términos de viabilidad econdmica y escalabilidad. En particular, la aplicacién de procesos

fotocataliticos a escala industrial se ve severamente restringida por la necesidad de
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irradiacion ultravioleta continua de alta potencia, lo que implica un consumo energético
elevado e incompatible con el tratamiento de los grandes volumenes de agua residual
caracteristicos de las PTAR. Adicionalmente, la generacion de acidos inorganicos como
subproductos de la oxidacion de especies nitrogenadas, asi como la necesidad de separar
nanoparticulas sedimentadas mediante procesos adicionales de sedimentacion o
centrifugacién, incrementan considerablemente la complejidad operativa y los costos
asociados al tratamiento secundario, tanto en sistemas fotocataliticos como en tecnologias de
plasma DBD. En este sentido, resulta evidente que los esfuerzos de la comunidad cientifica
deben orientarse no solo hacia la maximizacion de las eficiencias de remocion bajo
condiciones de laboratorio, sino también hacia el desarrollo de tecnologias hibridas, la
optimizacion de la economia de escala en la sintesis de materiales adsorbentes y la

integracion de estos procesos avanzados en esquemas de tratamiento progresivo.
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Tabla 4. Tecnologias fisicoquimicas avanzadas para la remocion, recuperacion y transformacion de cisplatino en matrices acuosas.

Método Condiciones Concentracion Tiempo Resultados Referencia
Adsorcion El material adsorbente empleado consistio en 0.25 -2 mg/mL 48 h Los criogeles de  poli(HEMA-co-MAAC) Fariasy Ye, 2020
criogeles de poli(HEMA-co-MAAC), exhibieron una elevada afinidad por el cisplatino,
caracterizados por una estructura macroporosa con capacidades de adsorcion que aumentaron al
con tamafios de poro entre 10 y 100 um. Los incrementar el contenido de MAAc, alcanzando
ensayos de adsorcion en lote se realizaron tras la valores de hasta 150 mg de cisplatino por gramo de
hidratacion previa de los criogeles secos en agua criogel en las isotermas. La cinética de adsorcion
destilada, poniéndolos en contacto con del criogel Optimo se describié adecuadamente
soluciones acuosas de cisplatino (0.25-2 mediante un modelo de pseudo-segundo orden y un
mg/mL) a una relacion solido/liquido de 10 modelo de difusion intraparticula en dos etapas,
mg/mL, a temperatura ambiente y bajo agitacion alcanzandose el equilibrio entre 24 y 48 h, segun la
en una mesa oscilante. Los estudios de equilibrio concentracion inicial. Los ensayos de desorcion
se realizaron durante hasta 24 h, mientras que los evidenciaron una fuerte interaccion entre el
estudios cinéticos se extendieron hasta 48 h. Los cisplatino y los grupos carboxilo, con desorciones
ensayos de desorcidn y regeneracion se llevaron parciales que aumentaron al incrementar la fuerza
a cabo en medios acuosos con control de la idnica y que estuvieron influenciadas por cambios
fuerza iénica y del pH (agua, soluciones de estructurales dependientes del pH. Finalmente, el
NacCl, tampdn acetato a pH 3.5 o tampon NaOH empleo de NaOH 2 mM como agente desorbente
a2 mM). permitié la reutilizacion del criogel durante al
menos 14 ciclos consecutivos, con cargas de 50-60
mg/g por ciclo y una adsorcién acumulada préxima
a 650 mg/g, sin pérdida apreciable de la integridad
estructural.
El material adsorbente consistid en silices 70 — 100 mg/L 72h Los materiales ion-imprinted exhibieron una Dobrzynska et al., 2021

mesoporosas tipo SBA-15 funcionalizadas con
grupos tiocianato e impresas i6nicamente con
Pt(Il). Los ensayos de adsorcion en lote se
llevaron a cabo utilizando particulas secas en
una relacién solido/liquido de 1 g/L (5 mg de
sorbente en 5 mL de solucidn), en contacto con
disoluciones acuosas de Pt(ll) preparadas en

elevada capacidad de adsorcién de especies de
Pt(Il), alcanzando capacidades maximas del orden
de 76 — 78 mg de Pt por g de sorbente en los
estudios de isotermas. Aproximadamente el 80%
de la adsorcion se alcanz6 en la primera hora,
estableciéndose el equilibrio en torno a 5 h, en
contraste con las 72 h requeridas por los materiales
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orina sintética (94% agua, 4.6% urea, 0.33%
creatinina, 0.76% NaCl y 0.31% K,SO,, m/m).
Las suspensiones se mantuvieron bajo agitacion
constante (120 rpm), a 25 + 0.5 °C y presion
atmosférica, evaluandose el efecto del pH en el
intervalo 0.9 — 4.3 y seleccionandose pH 2.5
como condicién operativa para los estudios
sistematicos. Los ensayos de desorcion y
regeneracion se realizaron en medio acuoso
empleando soluciones de HCI, HNO; y tiourea
acidificada como agentes eluentes.

El material adsorbente consistio en una esponja
comercial de celulosa MetalZorb® (Sponge),
previamente triturada y tamizada hasta obtener
un polvo con tamafio de particula < 0.5 mm,
empleada tanto en su forma nativa como tras su
funcionalizacion mediante esterificacion con
4cido 3-mercaptopropidnico (MPA) o L-cisteina
(Cys). Los ensayos de adsorcién en lote se
realizaron adicionando 10 mg de adsorbente
(Sponge, MPA-Sponge o Cys-Sponge) a 2 mL
de disolucion acuosa de  cisplatino,
correspondiente a una relacién solido/liquido de
5 g/L, y sometiendo las suspensiones a agitacion
mecénica a 300 rpm. El pH se ajust6 y controlé
en el intervalo dde 2 — 6 mediante soluciones de
NaOH y HCI 0.1 mol/L, mientras que la
temperatura de operacion se fijo en 293, 318 o
343 K segln el tipo de estudio (pH, cinética,
isotermas o termodinamica). Finalizado el
ensayo, las suspensiones se filtraron mediante

47 pg/L — 500 mg/L

24 h

no impresos. La adsorcion se mantuvo elevada
(>70% del valor maximo) en un amplio rango de
pH &cido y mostrd alta selectividad por Pt(ll) en
presencia de Au(lll), Pd(ll) y Ru(lll). En los
ensayos de adsorcion—desorcion empleando
tiourea acidificada (1 mol/L en HCI al 5%) como
agente eluente, se logré la desorcion de
aproximadamente el 92% del platino en cada ciclo
durante al menos cinco ciclos consecutivos, sin
pérdida apreciable de capacidad, lo que permiti6
una recuperacion eficiente y repetida del metal
previa a la saturacion del material.

Las esponjas funcionalizadas con grupos tiol
presentaron una eficiencia de remocion
notablemente superior a la del material original,
alcanzando valores méaximos de 88.9 + 0.5% para
MPA-Sponge y 75 + 2% para Cys-Sponge, frente
al 29 + 4% obtenido con la esponja sin modificar.
La adsorcion fue répida, con un incremento
pronunciado en los primeros minutos vy el
establecimiento del equilibrio alrededor de 3 h. El
ajuste a un modelo cinético de pseudo-segundo
orden y a isotermas de Langmuir indicé un proceso
dominado por quimiosorcion en monocapa,
asociado a la formacién de complejos Pt-S en los
sitios tiol. El aumento de la temperatura hasta 343
K favorecio significativamente la adsorcion en las
esponjas  funcionalizadas, al promover la
hidratacion del complejo y su posterior
coordinacion con los grupos tiol.

Han et al., 20232
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Fotocatalisis

membranas de 0.22 pum y la concentracion
residual de Pt se determind mediante ICP-MS.
El material adsorbente estuvo constituido por
tres  solidos  comerciales:  silice  gel
funcionalizada con cisteina (Si-Cys), silice gel
funcionalizada con 3-(dietilentriamino)propilo
(Si-DETA) y wuna esponja de celulosa
MetalZorb® modificada con un polimero
quelante de polietilenimina—nitrilotriacético
(Sponge). Los adsorbentes se emplearon tal
como se suministraron, excepto la esponja, que
se triturd, tamizd hasta un tamafio de particula <
0.5 mm, se lavd sucesivamente con HCI 1.0
mol/L y se sec6 a 80 °C durante 24 h. Los
ensayos de adsorcion en lote se realizaron
poniendo en contacto 10 mL de disoluciones de
Pt (PtCl,27, cisplatino o carboplatino) con 50 mg
de adsorbente (5 g/L), bajo agitacion mecanica a
300 rpm y con el pH ajustado en el intervalo 2 —
6. Los estudios cinéticos con cisplatino se
efectuaron a 293 K, variando el tiempo de
contacto entre 1 y 180 min, mientras que los
ensayos termodindmicos se llevaron a cabo a
293, 318 y 343 K, manteniendo constantes el
resto de las condiciones experimentales.

El material fotocatalitico empleado consistié en
un nanocompuesto kaolinita-titanio (Kaol-
Ti0,-400). Los ensayos de fotodegradacién en
lote se llevaron a cabo mediante la dispersion de
0.05 g de fotocatalizador en 5 cm? de una
disolucion acuosa de cisplatino, con unarelacién
solido/liquido de 10 g/L, bajo irradiacion UV (A

235y 470 pg/L

15 mg/L

24 h

24h

Los resultados mostraron que el adsorbente Si-Cys
present6 la mayor afinidad por el cisplatino,
alcanzando capacidades maximas de adsorcion del
orden de 102 mg de Pt/g y eficiencias de
eliminacion claramente superiores a las de Si-
DETA y de Sponge en todo el intervalo de
concentraciones evaluado. La cinética de
adsorcion se describié adecuadamente mediante un
modelo de pseudo-segundo orden, con una etapa
inicial rapida y el establecimiento del equilibrio en
torno a 40 min, mientras que las isotermas se
ajustaron mayoritariamente al modelo de
Langmuir. El andlisis termodindmico indicé que la
adsorcion de cisplatino sobre Si-Cys es un proceso
endotérmico y de naturaleza quimiosortiva (AH® =
44 kJ/mol), con incrementos significativos de la
capacidad y del porcentaje de remocion al
aumentar la temperatura, alcanzandose eficiencias
de hasta 98.5 + 0.1% a 343 K. En contraste, Si-
DETA y Sponge mostraron remociones
sensiblemente inferiores (=30 — 40% a 293 K), lo
que pone de manifiesto el papel determinante de
los grupos tiol en la complejacién de Pt(l1).

Los nanocompuestos Kaol-TiO,-400 lograron
reducir la concentracién de cisplatino de 15.0a 5.0
mg/L en 90 min, con porcentajes de remocion
superiores al 88% segun los estudios cinéticos y de
liberacién de cloruros, y hasta aproximadamente
un 95% tras 24 h de irradiacion, de acuerdo con la
disminucion de la sefial en HPLC. La cinética de
fotodegradacién se describié adecuadamente

Han et al., 2023b

Barbosa et al., 2023
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Plasma DBD

= 254 nm, P = 96 W), a temperatura préxima a
la ambiente y con agitacién constante.

El sistema experimental consistié en un reactor
de DBD equipado con cuvetas de cuarzo
Spectrosil® como dieléctricos y un cassette de
recirculacion de HDPE, a través del cual se hizo
circular la disolucion de cisplatino, conectada a
tierra mediante electrodos de platino. El gas de
trabajo (Ar + 5% H,, 99.999-99.9995%) se
inyectd en el espacio de 3 mm entre los
dieléctricos y la interfase liquido—plasma. Las
condiciones operativas fueron un caudal de gas
de 100 mL-mint, una tensién aplicada de 15 kV
pico a pico y una frecuencia de 25 kHz. Para los
ensayos de degradacion, las disoluciones de
cisplatino se introdujeron en el cassette y se
sometieron a tratamiento con plasma durante 30
min, en triplicado, manteniendo la recirculacion
continua en la zona de descarga para maximizar
la exposicién a las especies reactivas generadas
en la interfase gas—liquido.

2mM

30 min

mediante un modelo de pseudo-segundo orden con
decaimiento exponencial, evidenciando etapas
rapidas de acuacion y ruptura de los enlaces Pt—Cl
y Pt—-NHj3, asociadas a la formacién de complejos
aquo, a la liberacion estequiométrica de Cl~" y a la
fotorreduccion de Pt(11) a Pt° depositado sobre la
superficie del fotocatalizador. Los ensayos de
reutilizacion confirmaron la elevada estabilidad del
Kaol-TiO,-400, manteniéndose eficiencias de
fotodegradacion cercanas al 88% durante al menos
seis ciclos consecutivos, sin pérdidas apreciables
de actividad ni lixiviacion de la fase activa.

Los balances de platino determinados por MP-AES
indicaron recuperaciones totales de
aproximadamente 94%, correspondiendo la mayor
fraccién al platino presente como nanoparticulas
sedimentadas, con proporciones menores en el
sobrenadante y en las soluciones de lavado del
reactor. Los tratamientos indujeron  una
acidificacion moderada del medio, coherente con
la formacion de &cido nitrico a partir del nitrégeno
y del oxigeno del aire incorporados a la descarga.
Los analisis por espectroscopia UV-Vis y DLS
evidenciaron la desaparicion progresiva de las
sefiales asociadas a especies moleculares de platino
y la aparicion de caracteristicas propias de
nanoparticulas coloidales en el rango nanométrico.
La caracterizacion de las nanoparticulas aisladas
mediante HRTEM y STEM revelé tamafios de 1—
10 nm, morfologia mayoritariamente esférica y
tendencia a la aglomeracion en cldsteres, mientras
qgue los mapas EDX/EELS confirmaron un

Sauvageau et al., 2023
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marcado enriquecimiento en platino, con un
contenido minimo de cloro detectable.
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2.3.5. Ocurrencia del cisplatino en matrices ambientales

Aunque hasta la fecha no se han reportado concentraciones cuantificadas de cisplatino en
aguas superficiales (Tabla 5), esta ausencia de deteccion no debe interpretarse como
evidencia de su inexistencia ambiental. Por el contrario, responde principalmente a
deficiencias estructurales en los enfoques analiticos y en los programas de monitoreo
ambiental vigentes, que no han sido concebidos para la identificacion de farmacos
citostaticos a niveles trazables. En este sentido, la falta de registros se debe mas a limitaciones
metodoldgicas que a una ausencia real del compuesto en el medio acuético. Entre dichas
limitaciones se encuentran, de manera destacada, la sensibilidad insuficiente de las técnicas
analiticas de uso rutinario, cuyos limites de cuantificacion suelen situarse por encima de las
concentraciones esperadas en el orden de ng/L, las interferencias derivadas de matrices
ambientales complejas y altamente variables, asi como la especiacion dinamica del platino,
que dificulta la deteccion selectiva del cisplatino. A ello se suma la baja frecuencia de
muestreo y el caracter no focalizado de los programas de vigilancia ambiental,
tradicionalmente orientados a contaminantes convencionales y no a farmacos citotdxicos.

No obstante, la imposibilidad de detectarlo en aguas superficiales contrasta claramente con
la evidencia disponible en matrices acuosas asociadas al ciclo urbano del agua. En este
sentido, diversos estudios han documentado de manera consistente la presencia de cisplatino
en influentes y efluentes de PTAR, asi como en descargas hospitalarias directas (Lenz et al.,
2005; Vyaset al., 2014; Vidmar et al., 2015; Isidori et al., 2016; Ghafuri et al., 2018; Santana-
Viera et al., 2020) , lo que permite trazar su ruta ambiental desde el punto de uso hasta su
liberacion al medio ambiente. En Austria y en el Reino Unido, por ejemplo, se han reportado
concentraciones en efluentes hospitalarios de 4.7 — 145 ng/L y 95 — 140 png/L,
respectivamente, lo que pone de manifiesto la existencia de fuentes puntuales con cargas
elevadas en el origen (Lenz et al., 2005; Vyas et al.,, 2014). De manera concordante,
investigaciones realizadas en Eslovenia (23 — 352 ng/L), Espafia (3.97 — 13 913 ng/L) e Iran
(0.17 — 0.72 pg/L) han confirmado que el cisplatino persiste en las aguas residuales durante
el tratamiento convencional, con eficiencias de remocion generalmente inferiores al 50%
(Vidmar et al., 2015; Isidori et al., 2016; Santana-Viera et al., 2020; Ghafuri et al., 2018).
Por ende, la deteccion reiterada de cisplatino en efluentes tratados, junto con las

concentraciones ambientales previstas (PEC) estimadas entre 0.0141 y 0.680 ng/L para aguas
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superficiales en paises como India, Portugal y Bélgica (Cristovdo et al., 2020), sustenta la
conclusion de que este citostatico alcanza efectivamente los ecosistemas acuéticos, lo que

implica un riesgo ecotoxicoldgico potencialmente significativo para organismos no objetivo,
incluso a concentraciones subletales.
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Tabla 5. Concentraciones reportadas y PEC de cisplatino en influentes, efluentes, y agua superficial.

Pais

Método

Concentracion

Influente de PTAR

Efluente de PTAR

Efluente
Hospitalario

PEC en agua
superficial

Referencia

Austria

Reino Unido

Eslovenia

Espafia

La cuantificacion del cisplatino se
Ilevo a cabo mediante espectrometria
de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS),
empleando un equipo cuadrupolar
ELAN DRC Il y °In como estandar
interno.

La cuantificacion del cisplatino se
realiz6 mediante espectrometria de
masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) con celda
de colisién, determinando el platino
total como 1°°Pt tanto en muestras
filtradas como en muestras sometidas
a digestion.

La concentracion de cisplatino se
determino mediante espectrometria
de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS).

La concentracion de cisplatino se
determino mediante espectrometria
de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS).

La cuantificacion se realizé mediante
espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS),
tras una etapa integrada de extraccion
y preconcentracion de los analitos

N.A

N.A

0.0225 - 0.0241 ug/L
23 -27ng/L

0.0068 — 0.0090 pg/L

3.97 - 38.68 ng/L

N.A

N.A

0.0117 - 0.0139 pg/L
<LOD

0.0051 — 0.0067 pg/L

56.08 — 75.79 ng/L

4.7 145 ng/L

95 — 140 pg/L

0.344 - 0.360 pug/L
226 — 352 ng/L

0.0128 — 0.016 pg/L

81.94 - 13913 ng/L

ND

ND

ND

ND

Lenz et al., 2005

Vyas et al., 2014

Vidmar et al., 2015
Isidori et al., 2016

Vidmar et al., 2015

Santana-Viera et al., 2020
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Irdn

India
Portugal
Bélgica

utilizando cartuchos de extraccion en
fase sélida de intercambio iénico.

La cuantificacion del cisplatino se
Ilevé a cabo mediante extraccion en
fase solida fuera de linea (SPE,
cartuchos ENVC), seguida de
cromatografia liquida de alta
resolucién acoplada a espectrometria
de masas en tandem con ionizacion
por electrospray (LC-ESI-MS/MS),
operando en modo de monitorizacion
de reacciones mdultiples (MRM)
mediante un analizador de triple
cuadrupolo.

Las concentraciones ambientales
previstas se estimaron mediante un
modelo de riesgo ambiental basado en
el consumo, que integra de forma
coherente la excrecion, la eliminacion
en PTAR y la dilucién ambiental, de
acuerdo con las guias de evaluacién
del riesgo ambiental de la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA).

0.32-0.72 pg/L

ND
ND
ND

0.17-0.31 pg/L

ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND

ND

0.0141 ng/L
0.147 ng/L
0.680 ng/L

Ghafuri et al., 2018

Cristévao et al., 2020

ND: no disponible
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2.3.6. Perfil ecotoxicolégico del cisplatino

Los estudios ecotoxicoldgicos de cisplatino realizados en invertebrados superiores y
vertebrados acuéaticos han operado predominantemente a concentraciones varios 6rdenes de
magnitud por encima de las ambientalmente plausibles (0.1 — 13 913 ng/L; Tabla 6). En
Daphnia magna, por ejemplo, se han utilizado concentraciones de 125 — 1 000 pg/L, es decir,
entre 10 000 y 100 000 veces superiores a los niveles reportados en efluentes, bajo las cuales
se observaron efectos como la inhibicidn progresiva de la actividad natatoria, la reduccion
de la frecuencia de saltos y la depresion del ritmo cardiaco. De manera similar, en peces
adultos de Danio rerio, la toxicidad letal se manifest6 a concentraciones de 64 500 — 81 300
ug/L, valores completamente desalineados con escenarios de exposicion realista y que,
ademas, suelen evaluarse bajo disefios experimentales orientados a endpoints agudos o
letales, lo que restringe severamente su aplicabilidad para la evaluacion del riesgo
ecotoxicologico.

Ahora bien, en lo que respecta a los estudios que han aproximado sus concentraciones
experimentales a niveles de exposicion ambiental realistas, se observa un patron de respuesta
distinto, caracterizado principalmente por alteraciones bioquimicas y moleculares. A modo
de ejemplo, en el bivalvo Mytilus galloprovincialis, la exposicion a 0.1 pg/L durante 14 dias
indujo una desregulacién progresiva del sistema antioxidante en las branquias, evidenciada
por una reduccion de la actividad de la superoxido dismutasa (SOD), peroxidacion lipidica
(LPX) sostenida y genotoxicidad detectable mediante el ensayo del cometa. Asimismo, en el
poliqueto Nereis diversicolor, concentraciones de 0.0001 — 0.1 pg/L provocaron la inhibicién
de enzimas antioxidantes clave como SOD, catalasa (CAT) y GST, acompafiada de
alteraciones comportamentales observables, como una reduccion de la cinética de
enterramiento. No obstante, es importante destacar que en ambos casos los efectos
documentados se limitaron principalmente a biomarcadores bioquimicos tempranos, sin una
vinculacién clara con alteraciones funcionales integradas que pudieran manifestarse a escala
fisiologica global o poblacional. En consecuencia, aunque se ha acumulado un volumen
considerable de evidencia sobre los mecanismos de toxicidad del cisplatino a nivel celular,
molecular y tisular, permanece ampliamente inexplorada su capacidad para inducir
alteraciones multiorgdnicas y comportamentales a concentraciones subletales

ambientalmente relevantes. Por ello, resulta imprescindible desarrollar estudios integrales y

43



multidisciplinarios que operen dentro del rango de concentraciones ambientalmente
plausibles (ng/L — pg/L) y que evalien simultaneamente biomarcadores tempranos,
funciones cardiovasculares y neuronales, asi como comportamientos funcionales criticos

para la supervivencia y la reproduccion.
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Tabla 6. Efectos ecotoxicoldgicos del cisplatino en organismos acuaticos.

Especie

Concentracion

Tiempo

Resultados

Referencia

Mytilus galloprovincialis

Nereis diversicolor

0.1 ng/L

0.0001, 0.01, y 0.1 pg/L

14 d

14 d

En las branquias, se observd una desregulacién progresiva del sistema
antioxidante, caracterizada por una marcada reduccion de la actividad
de la SOD al dia 14 (4,9 veces inferior a la del control), sin
modificaciones en la actividad de la CAT y con una respuesta
transitoria de la glutation peroxidasa total. En contraste, la glandula
digestiva presentd una activacion sostenida de las defensas
antioxidantes, evidenciada por incrementos significativos de la
actividad de SOD a los dias 3 y 14 (hasta 3,5 veces la del control), un
aumento tardio de CAT (2,4 veces) y un patron fluctuante de T-GPx.
Este desequilibrio redox se tradujo en un aumento temprano de la
LPX en ambos tejidos, mas acentuado y persistente en la glandula
digestiva (1,8 y 2 veces el control a los dias 3 y 7, respectivamente) y
de caracter transitorio en las branquias al dia 3 (1,7 veces el control).
De forma concordante, el ensayo del cometa en hemocitos revel6 un
incremento sostenido del dafio en el ADN a lo largo de todo el periodo
experimental, lo que indica una genotoxicidad persistente incluso a
concentraciones  ambientalmente  relevantes de  cisplatino.
Finalmente, la actividad de la AChE no se alterd en las branquias,
pero si aumentd significativamente en la glandula digestiva tras 14
dias de exposicion, lo que sugiere un efecto neurotéxico subletal
especifico de este érgano.

Funcionalmente, los gusanos expuestos a 0.01 y 0.1 pg/L de cisplatino
presentaron una cinética de enterramiento mas lenta, evidenciada
principalmente por una mayor proporcion de individuos que no
lograron enterrarse por completo, en contraste con el grupo control,
en el que todos los organismos se enterraron antes de los 8 minutos.
De forma concordante, en la concentracion méas alta se detectaron
efectos neurotoxicos asociados a la alteracién de la actividad de la
AChE. A nivel bioquimico, el cisplatino indujo la inhibicion de las
enzimas antioxidantes SOD y CAT, asi como de la GST, acompariada

Trombini et al., 2016

Fonseca et al., 2017
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Daphnia magna

125 - 1000 pg/L

2 - 500 pg/L

120 h

21d

de un aumento en los niveles de proteinas tipo metalotioneina
(MTLPs) como respuesta compensatoria. Este desequilibrio redox se
tradujo en un incremento de la LPX, indicativo de dafio oxidativo en
las membranas celulares al final del periodo de exposicidn. En cuanto
al componente genotdxico, el ensayo del cometa en celomocitos no
evidencid un aumento significativo del dafio en el ADN tras 14 dias
de exposicion, lo que sugiere la ausencia de genotoxicidad detectable
en este tejido bajo las condiciones ensayadas, pese al entorno
prooxidante generado.

En los parametros locomotores, se observo una inhibicion progresiva
de la actividad de nado, reflejada en una marcada reduccién de la
velocidad a concentraciones medias vy altas (200 — 500 pg/L a partir
de las 24 h), con inmovilizacién casi total a 1000 pg/L a partir de las
72 h. En paralelo, la distancia recorrida disminuy6 de forma temprana
incluso a la concentracion mas baja (125 pg/L a las 72 h), lo que
evidencia una elevada sensibilidad de este parametro. La frecuencia
de hopping (saltos) también se redujo significativamente a 200 — 1000
pg/L a partir de las 24 h, alcanzando valores minimos a las 120 h en
200 y 500 pg/L, mientras que a 125 pg/L se mantuvo cercana al
control en las fases iniciales. En cuanto a los parametros fisiologicos,
la frecuencia cardiaca mostr6 una respuesta bimodal. A bajas
concentraciones (125 pg/L), se registr6 una estimulacion transitoria
del ritmo cardiaco, con un maximo a las 48 h, lo que indica una
respuesta compensatoria inicial al estrés. En contraste, a
concentraciones medias y altas (500 y 1000 pg/L) se observd una
depresion marcada del ritmo cardiaco desde las 48 h, particularmente
severa a las 120 h en 500 pg/L y drastica en 1000 pg/L, lo que sugiere
un colapso progresivo de la funcion cardiovascular. La actividad de
las patas tordcicas sigui6 un patrén similar, con estimulacién
temprana a 125 y 200 ug/L (24 — 48 h) e inhibicion pronunciada a
1000 pg/L desde las 24 h y a 500 pg/L a las 120 h.

En el sistema digestivo, los genes transportadores atpla, atplb,
slcl15al, slc7a9_15 y slc8a presentaron una subexpresion de 3 — 4

Bownik et al., 2020

Ren et al., 2022
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Danio rerio

10 000 — 1 000 000 pg/L

120 h

veces respecto al control a 500 pg/L, acompafiada de una disminucion
de las lipasas (lipa) y de proteinas implicadas en el metabolismo
lipidico (npc2). Esta desregulacion se tradujo en una reduccion del
12.13 % de la longitud corporal al dia 7 y en un menor
aprovechamiento de carbohidratos, reflejandose fenotipicamente en
una disminucion del ndmero de crias (de 13 — 27 en el control a 8 —
13 en los expuestos) y en un retraso de la primera puesta. Por su parte,
el sistema endocrino present6 una represion sostenida de los genes de
esteroidogénesis ovarica (Ihcgr y hsd3b), lo que afecto la sintesis de
estradiol 17-B, asi como una subexpresion de genes de la via de la
relaxina (adcy3 y adcy5), esenciales para la maduracién ovocitaria y
la calidad embrionaria. Paralelamente, la represion de genes
insulinodependientes (ryr2 y slc2al) alter6 la regulacion del
crecimiento, lo cual es coherente con el retraso en la gestacién y la
reduccién de la talla corporal. En cuanto al sistema nervioso, se
observaron reducciones de 2 — 3 veces respecto al control a 500 pg/L
en genes relacionados con receptores neuroactivos (gabra, gabbr,
htr1/2 y drd1n), en la matriz extracelular neuronal (thbs2s y reln) y en
proteinas clave para la sinaptogénesis y la neurotransmision
GABAérgica, lo que indica un efecto neurotéxico subletal con
repercusiones en la reproduccion y el desarrollo. Finalmente, el
sistema circulatorio mostré una represion sostenida de genes criticos
para la funcién cardiaca y la contraccién miocardica, incluyendo
atpla, atplb, cacna2dl, cacna2d3 y ryr2, con magnitudes superiores
a dos veces respecto al control. Esta desregulacion se relaciond con la
inhibicion de la funcion cardiaca y con la mortalidad observada a
partir del dia 12 en los organismos expuestos a 500 pg/L.

En los embriones de pez cebra expuestos a cisplatino, se evidencié
una alteracién progresiva de la supervivencia y del proceso de
eclosion, con efectos detectables incluso en el rango de exposicion
maés bajo (10 000 — 50 000 pg/L). A concentraciones de 20 000 — 50
000 pg/L, la proporciéon de huevos vivos que permanecieron sin
eclosionar hasta las 120 horas post-fertilizacion  fue

Kovacs et al., 2016
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300 — 300 000 pg/L

96 h

significativamente mayor que en el control, lo que indica una
afectacion funcional temprana que precede a la mortalidad franca. De
manera concordante, la LC50 descendio de aproximadamente 349
900 pg/L a las 48 horas a 81 300 pg/L a las 120 horas, reflejando una
acumulacion temporal del dafio toxico durante el desarrollo temprano.
En peces adultos, la exposicion a cisplatino durante 96 horas mostro
una toxicidad moderada, con una LC50 cercana a 64 500 ug/L, sin
observarse alteraciones subletales evidentes en el comportamiento o
en la morfologia externa dentro del intervalo experimental.

En las células ciliadas de la linea lateral (neuromasto L1) se observo
una desregulacién progresiva de la funcion sensorial, reflejada en una
reduccion del influjo de Ca2* de més del 20 % respecto al control a
300 pg/L, la cual se acentué aun mas a 3 000 y 30 000 pg/L. Esta
alteracion se acompafié de una reduccion significativa del nimero de
células ciliadas, que alcanz6 aproximadamente el 50 % del control a
3 000 pg/L y el 20 % del control a 30 000 pg/L. Por su parte, los
ionocitos cutaneos (células H*-ATPasa-ricas y Na™-K*-ATPasa-
ricas) mostraron alteraciones funcionales mas tardias, con
decrementos significativos en la densidad celular inicamente a 30 000
pg/L, mientras que a 15 000 pg/L no se registraron cambios
sustanciales. Esta desregulacion progresiva del sistema i6nico
condujo a un desequilibrio electrolitico temprano y persistente, mas
acentuado en la glandula digestiva cutanea, con reducciones
sostenidas de Na*, CI~ y Ca?* (30 — 40 % a 30 000 pg/L) durante las
96 horas del experimento. De manera concordante, la capacidad de
secrecion acida, evaluada mediante el gradiente de H* en el saco
vitelino, mostr6 descensos significativos a 15 000 y 30 000 pg/L, lo
que indica efectos funcionales tempranos incluso a concentraciones
moderadas de cisplatino. Finalmente, la acumulacién corporal de
platino aumenté de manera dosis-dependiente y se correlacion6
directamente con alteraciones morfolégicas de los haces
estereociliados observadas mediante microscopia electrénica de
barrido a 3 000 y 30 000 pg/L, lo que sugiere un efecto citotdxico

Hung et al., 2019
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15 000 - 300 000 pg/L

15 000 - 300 000 pg/L

96 h

2h

selectivo sobre las células sensoriales en etapas tempranas del
desarrollo embrionario.

En los ionacitos cutaneos ricos en mitocondrias (células H*-ATPasa
y Na*-K*-ATPasa-ricas) se detectd una desregulacion progresiva de
la funcién mitocondrial, con una disminucion del 16.4 % respecto al
control a 15 000 pg/L, que se intensifico a 30 000 pg/L, alcanzando
un descenso del 43.3 %. A esta alteracion se sumd un aumento dosis-
dependiente del estrés oxidativo citoplasmatico, con incrementos del
porcentaje de ionocitos CellROX+ del 23.7 % a 15 000 pg/L y del
31.7 % a 30 000 ug/L. Por su parte, el estrés oxidativo mitocondrial,
evaluado mediante MitoSOX, mostré alteraciones mas tardias, con
aumentos significativos en el ndmero de células positivas y en la
intensidad de fluorescencia unicamente a 30 000 pg/L, sin cambios
relevantes a 15 000 pg/L. Esta disfuncion progresiva del sistema
antioxidante mitocondrial desencaden6 una activacion diferencial de
las defensas enzimaticas, con la expresion de cat aumentando en
ambas concentraciones, mientras que la de la sodl, la sod2 y la
glutation peroxidasa la (gpxla) aumentd solo a 30 000 pg/L. De
manera consistente, la respuesta apoptética, evaluada con acridina
naranja (AO), presentd cambios minimos a 15 000 pg/L, pero
aumentos significativos (aproximadamente 2.5 veces respecto al
control) a 30 000 pg/L, acompafiados de induccion del gen pro-
apoptético casp3a Unicamente a esta concentracion mas alta, lo que
sugiere un efecto citotoxico selectivo sobre los ionocitos durante
etapas tempranas del desarrollo embrionario.

En los neuromastos de la linea lateral, se observ6 una desregulacion
progresiva de la funcién sensorial de las células ciliadas, reflejada en
una marcada reduccion de la captacion de FM1-43 (aproximadamente
40 % por debajo del control) a 75 000 pg/L, con disminuciones
igualmente significativas a 300 000 pg/L. Esta alteracion funcional se
acompafié de una reduccion notable en el nimero absoluto de células
ciliadas, alcanzando aproximadamente el 60 % de pérdida a 75 000
pg/L y hasta el 80 % a 300 000 pg/L, mostrando una correlacion

Hung et al., 2022

Lee et al., 2022
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dosis-dependiente con la exposicion a cisplatino. Simultdneamente, la
respuesta inflamatoria de los macrdfagos tisulares presentd cambios
tempranos, con incrementos pronunciados en la fagocitosis de restos
celulares entre las 4 y 8 horas post-exposicion. No obstante, la
densidad total de macréfagos reclutados en los neuromastos no difirio
significativamente de la de los controles, y la deplecion selectiva de
macréfagos no modificé el grado de pérdida de células ciliadas en
ninguna de las concentraciones evaluadas. Esta progresion diferencial
del dafio sensorial condujo a un deterioro temprano y persistente de la
funcién comportamental, evidenciado por la incapacidad de las larvas
para mantener la orientacion frente al flujo hidraulico a 75 000 y 300
000 pg/L.

En los peces adultos expuestos a cisplatino se observé una
desregulacién progresiva del estado fisioloégico general, reflejada
inicialmente en una pérdida significativa de peso corporal y en la
reduccion del indice de masa corporal. A nivel intestinal, la
administracion de cisplatino provocd un dafio estructural notable,
caracterizado por pérdida de la membrana basal, formacién de
espacios vacuolados y desorganizacién del epitelio cilindrico con
borde en cepillo, en contraste con la arquitectura homogénea y
continua observada en el grupo control, donde las células columnares
permanecieron polarizadas y unidas mediante complejos de unién
bien definidos. En los ovarios, el cisplatino indujo una
desorganizacién evidente de la arquitectura folicular, con
disminucion del numero de foliculos, alteracién en la disposicion de
los ovocitos y ruptura de las membranas basales, mientras que en los
controles se mantuvo una morfologia ovarica normal, con ovocitos
centralmente localizados y granulosa bien organizada. En términos de
estrés oxidativo, la exposicion a cisplatino generé un incremento
significativo de los marcadores de dafio oxidativo y de la respuesta
antioxidante en intestino y ovarios, evidenciado por elevacion de la
LPX y de las actividades de glutation peroxidasa, glutation reductasa,

Kandati et al., 2023
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CAT y SOD en comparacién con el grupo control, indicando un
estado de sobrecarga de ROS.

51



2.4. Imatinib

El imatinib  (4-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-(piridin-3-il)pirimidin-2-
illamino]fenillbencamida), utilizado clinicamente en su forma de mesilato
(Cz9H31N,0-CH,03S), es un inhibidor orgénico de tirosina cinasa de conformacion
molecular flexible (Figura 5) y peso molecular de 589.7 g/mol , desarrollado como terapia
dirigida para la leucemia mieloide cronica, los tumores del estroma gastrointestinal y otras
neoplasias malignas dependientes de la sefializacion mediada por cinasas (Peng et al., 2005;
Haguet et al., 2018). Su introduccion en la practica clinica en 2001, como el primer inhibidor
selectivo de la actividad catalitica de BCR-ABL1, marcd un punto de inflexion en la
oncologia moderna al demostrar de manera concluyente que la inhibicién molecular dirigida
podia traducirse en respuestas clinicas rapidas, profundas y sostenidas, consolidando asi las
bases conceptuales para el desarrollo de TKI de nueva generacion (Muller, 2009; Igbal et al.,
2014). No obstante, es importante subrayar que, pese a esta evolucién farmacoldgica, el
imatinib ha conservado una relevancia clinica significativa y continda siendo uno de los
agentes mas ampliamente utilizados en diversos sistemas de salud, incluidos los de Noruega,
Portugal y China (Olsen et al., 2021; Chen et al., 2022; Lee et al., 2024).

Figura 5. Estructura quimica del imatinib. El imatinib consiste en un nucleo
pirimidinilaminofenilo unido a una benzamida y a un grupo piperazinico metil, con maltiples
centros donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno (NH, C=0, N heterociclicos) y
regiones hidrofobicas que favorecen su union competitiva al sitio ATP de BCR-ABL1 (Al-
Hadiya et al., 2010; Vologzhanina et al., 2020).
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2.4.1. Mecanismo de accién del imatinib
El imatinib es un cation orgéanico débil a pH fisiologico, por lo que su entrada a la célula se
realiza preferentemente mediante transportadores activos de cationes orgénicos. En este
sentido, estudios recientes han identificado a la proteina 1 de extrusién de maltiples farmacos
y toxinas (MATEL) como el principal transportador de imatinib en células blanco objetivo
(Harrach et al., 2016). No obstante, también se ha indicado que otros transportadores del tipo
cationicos organicos (SLC22A), como OCT1, OCT2 y OCT3, pueden transportar imatinib
in vitro (Lozano et al., 2013), aunque su relevancia in vivo parece ser menor. De hecho,
estudios en modelos animales y en pacientes indican que la ausencia de OCT1 no altera
significativamente la farmacocinética de imatinib, mientras que niveles bajos de MATE1 se
asocian con falla terapéutica (Nies et al., 2014; Harrach et al., 2016). Una vez en el citosol,
una fraccion minoritaria de imatinib es capturada y exportada por bombas de eflujo, como la
P-glicoproteina y BCRP/ABCG2, que reducen su concentracion intracelular y contribuyen
al desarrollo de resistencia farmacologica (Eadie et al., 2014; Redaelli et al., 2015). En
contraste, la mayor parte del farmaco se une al dominio ATPasa de BCR-ABL en su
conformacion inactiva. De este modo, el imatinib actia como un inhibidor competitivo de la
ATP, impidiendo la transferencia de grupos fosfato a las proteinas diana y provocando la
interrupcion de las sefales proliferativas dependientes de BCR-ABL (Peng et al., 2005; Flynn
& Gerriets, 2023; Gvozdeva et al., 2025). Por ejemplo, estudios recientes han reportado que
el imatinib inhibe la activacion de STATS, un factor de transcripcion clave para la
supervivencia y la proliferacion celulares (Putri et al., 2019). Asimismo, otros trabajos han
sefialado que el imatinib puede bloquear cascadas de sefializacion relevantes, como Ras—
MAPK y PI3K-Akt, que normalmente promueven el crecimiento celular y evitan la apoptosis
(Zhang et al., 2012). Por ende, el efecto intracelular del imatinib consiste en la desconexion
de las vias oncogénicas mediadas por BCR-ABL Yy por cinasas afines (Figura 6), lo que

conduce a la detencion del crecimiento y a la muerte de la célula tumoral.
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Figura 6. Vias moleculares implicadas en la inhibicion de la proliferacion y la supervivencia
celular inducida por imatinib. El imatinib ejerce su accion antitumoral mediante la inhibicion
selectiva de la tirosina cinasa BCR-ABL1, lo que bloquea su autofosforilacion y la activacion
de sefales intracelulares dependientes de esta oncoproteina. Como consecuencia directa, se
interrumpen de forma integrada las principales vias responsables de la proliferacion y la
supervivencia celular, en particular el eje RAS-RAF-MEK-MAPK vy la via PISK-AKT-
mTOR, con la consiguiente reduccion de la expresion de genes implicados en la progresion
del ciclo celular y en la resistencia a la muerte celular. De manera complementaria, la
inhibicion de BCR-ABLL1 atenda la activacion de STAT-5 y de cinasas de la familia SRC,
disminuyendo la expresién de proteinas antiapoptéticas como BCL-XL y MCL-1 y
favoreciendo la activacion de las caspasas efectoras. En conjunto, estos procesos convergen
en la induccidn de la apoptosis programada en las células leucémicas BCR-ABL1-positivas
(Khajapeer y Baskaran, 2015; Repsold et al., 2017).

54



2.4.2. Farmacocinética del imatinib

El imatinib es un inhibidor selectivo de las tirosina cinasa que se administra exclusivamente
por via oral. Tras su administracién, el farmaco se absorbe casi por completo a nivel
gastrointestinal, alcanzando su concentracion plasmatica maxima, por lo general, entre las 2
y las 4 horas posteriores a la ingesta (von Mehren et al., 2011). De hecho, de acuerdo con el
sistema de clasificacion biofarmacéutica, el imatinib se clasifica como un farmaco de alta
solubilidad y alta permeabilidad (BCS clase 1), caracteristica que explica tanto la elevada
eficiencia de su absorcion, cercana al 98%, como la baja variabilidad interindividual
atribuible a factores gastrointestinales (Mohajeri et al., 2015; Park et al., 2021). Una vez
incorporado a la circulacion sistémica, el imatinib presenta una amplia distribucién tisular y
un elevado grado de unién a proteinas plasmaticas, estimado en aproximadamente un 95%,
lo que, en conjunto con su extensa penetracion extravascular, contribuye de manera relevante
tanto a su eficacia terapéutica como a la aparicion de determinadas reacciones adversas (Peng
et al., 2005).

En lo que respecta a su metabolismo, la evidencia disponible indica que este proceso ocurre
predominantemente en el higado, siendo la isoenzima CYP3A4 la principal responsable de
su biotransformacion. Asimismo, se ha descrito que el principal metabolito formado es el N-
desmetil-imatinib (CGP74588), que conserva una actividad farmacologica comparable a la
del compuesto original (Filppula et al., 2012). La eliminacion del imatinib y de sus
metabolitos tiene lugar fundamentalmente por las vias biliar y fecal, representando
aproximadamente el 68% de la dosis administrada, mientras que la excrecion renal es
limitada y corresponde a una fraccién menor del farmaco en su forma inalterada. Finalmente,
la vida media terminal del imatinib es de aproximadamente 18 horas, mientras que la de su
principal metabolito activo se sitda en torno a 40 horas (Nebot et al., 2010; Mohajeri et al.,
2015; Loer et al., 2024).

2.4.3. Vias de entrada del imatinib al ambiente

El imatinib es un farmaco antineoplasico de administracion oral, caracterizado por un uso
predominantemente ambulatorio y una vida media plasmatica de aproximadamente 18 horas
(Nebot et al., 2010; Mohajeri et al., 2015; Loer et al., 2024). En consecuencia, su principal
via de entrada al medio acuatico no se limita a los efluentes hospitalarios, sino que

corresponde a una descarga difusa y continua asociada a su excrecion en entornos doméstico.
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En este contexto, los pacientes, tras recibir la medicacion en clinicas oncoldgicas, eliminan
el compuesto en sus hogares en los dias posteriores al tratamiento, lo que favorece la
incorporacion del farmaco y de sus metabolitos al sistema de alcantarillado municipal
(Parrella et al., 2014). No obstante, hasta la fecha no se han identificado estudios que evalten
de manera comparativa la proporcion de imatinib excretado directamente desde instalaciones
hospitalarias frente a la liberada de forma diferida a través del sistema de alcantarillado
urbano. La evidencia disponible se limita a un Gnico estudio que reporta concentraciones de
imatinib en efluentes de PTAR superiores a las detectadas en efluentes hospitalarios (Misik
et al., 2019), hallazgo que ademas pone de manifiesto las limitaciones de las PTAR
convencionales para la eliminacién de compuestos farmacéuticos polarizados, permitiendo
que aproximadamente el 98 % del imatinib que ingresa a estas instalaciones atraviese los
procesos de tratamiento sin experimentar una degradacion significativa (Booker et al., 2014).

2.4.4. Remocion del imatinib en PTAR

A la luz de la evidencia disponible (Tabla 7), puede afirmarse que el imatinib se comporta
como un contaminante marcadamente recalcitrante frente a los procesos convencionales de
tratamiento de aguas residuales (Lumbaque et al., 2021; Tkalec et al., 2021). En este
contexto, los estudios orientados al tratamiento biologico muestran que la biodegradacion
mediante lodos activados procedentes de una PTAR municipal solo permite una eliminacion
rapida y practicamente completa del compuesto bajo condiciones altamente especificas, tales
como elevadas concentraciones de biomasa y el empleo de un medio mineral carente de una
fuente externa de carbono. Sin embargo, cuando se consideran escenarios mas
representativos de la operacion real de una PTAR, las eficiencias de remocion disminuyen
significativamente, situandose entre el 22 y el 70 % tras 24 h de tratamiento (Tkalec et al.,
2021). Asimismo, la atenuacion parcial del imatinib en estos sistemas se acomparfia de la
formacién de multiples productos de transformacion, entre los que destaca el TP235, que
permanece relativamente estable en el medio acuoso y plantea interrogantes adicionales
respecto de su potencial toxicidad y persistencia ambiental.

Ante la limitada eficacia de los tratamientos convencionales, un nimero considerable de
investigaciones ha abordado el desarrollo y la evaluacion de procesos mas especializados,

fundamentalmente basados en tecnologias de oxidacion avanzada y en tratamientos
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electroquimicos. En este marco, métodos como el electro-Fenton, la oxidacion anddica con
electrodos de nueva generacion, la fotocatélisis heterogénea, la fotooxidacion asistida por
agentes oxidantes fuertes y los procesos Fenton clasicos han reportado tasas de remocion
muy elevadas, frecuentemente cercanas a la eliminacion total del imatinib (Turkay et al.,
2018; Secrétan et al., 2019; Yang et al., 2019; Ghrib et al., 2019; Yang et al., 2020; Toli¢
Cop et al., 2022; Samzadeh et al., 2022). No obstante, resulta imprescindible subrayar que
dichas eficiencias se alcanzan en condiciones experimentales estrictamente controladas y
optimizadas. En la mayoria de los casos, por ejemplo, estos procesos requieren operar a
valores de pH alejados de la neutralidad (=3 — 5) (Secrétan et al., 2019; Yang et al., 2019;
Ghrib et al., 2019; Yang et al., 2020), emplear concentraciones relativamente altas de
reactivos quimicos (H,0,, Fe?*, persulfato) (Yang et al., 2019; Ghrib et al., 2019; Yang et
al., 2020; Samzadeh et al., 2022), utilizar materiales cataliticos o electrodos de alto costo
(BDD, grafeno, TiO, de alta pureza) (Turkay et al., 2018; Secrétan et al., 2019; Toli¢ Cop et
al., 2022) y asumir consumos energéticos significativos asociados a la aplicacion de
corrientes eléctricas o a la irradiacion UV de alta intensidad (Turkay et al., 2018; Secrétan et
al., 2019; Yang et al., 2019; Ghrib et al., 2019; Yang et al., 2020; Toli¢ Cop et al., 2022;
Samzadeh et al., 2022). Adicionalmente, una proporcion sustancial de los estudios
disponibles se realizan en agua ultrapura o en matrices simplificadas, donde la competencia
ejercida por la materia organica disuelta y otros constituyentes caracteristicos de aguas
residuales reales es minima. En consecuencia, estos procesos avanzados se perfilan
principalmente como alternativas complementarias o tratamientos terciarios dirigidos a
corrientes especificas con alta carga farmacéutica, como los efluentes hospitalarios, mas que
como soluciones de aplicacion generalizada en los PTAR municipales. Por ende, las futuras
lineas de investigacion deberian orientarse no solo a maximizar la eficiencia de remocion
bajo condiciones controladas, sino también a la integracion de procesos hibridos, la
optimizacion de costos y el disefio de esquemas de tratamiento progresivo que permitan una

gestion técnica y ambientalmente sostenible de contaminantes emergentes, como el imatinib.
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Tabla 7. Tecnologias bioldgicas, fisicoquimicas y de oxidacién avanzada para la remocion y transformacion de imatinib en matrices

acuosas.
Método Condiciones Concentracion Tiempo Resultados Referencia
Biodegradacion Los ensayos se realizaron en botellas de vidrio ND 8d A diferencia del control en agua destilada y de los Tkalec et al., 2021
de 0.5 L, con un volumen efectivo de 0.4 L, sistemas con biomasa inhibida por formaldehido,
aireadas continuamente mediante una bomba de donde el imatinib permanecio estable durante los
acuario para mantener condiciones aerobias. A ocho dias de ensayo, la degradacién solo se
cada botella se afiadieron 10 0 50 mL de lodo observo en presencia de biomasa activa. En las
activado asentado, procedente de una planta botellas con mayor carga de lodo se alcanzaron
municipal de tratamiento de agua residual que remociones de aproximadamente 70% y 100% tras
trata residuos domeésticos, industriales y el primer dia, mientras que en aquellas con menor
hospitalarios. Para modular la disponibilidad de concentracion de biomasa las eliminaciones se
carbono organico, se emplearon dos medios limitaron a alrededor de 22% y 70% en el mismo
liquidos, un medio nutriente-mineral y un medio intervalo. Asimismo, la degradacion fue mas
mineral. EI medio nutriente-mineral se prepar6 rapida en el medio mineral sin fuente externa de
en agua de grifo e incluyo fuentes organicas de carbono que en el medio nutriente-mineral, lo que
carbono, junto con sales inorganicas y sugiere que el imatinib se utilizé como fuente Unica
FeSO,-7H,0 (5 mg/L), mientras que el medio de carbono. Durante el proceso de
mineral presenté una composicion anéaloga, pero biotransformacion se identificaron ocho productos
sin aportes organicos de carbono. Con el fin de de transformacién, seis de ellos no descritos
discriminar entre la degradacién bidtica, los previamente, entre los cuales destaco el TP235,
procesos abidticos y la sorcion, se llevaron a identificado como &cido 4-((4-metilpiperazin-1-
cabo ensayos con biomasa inhibida con il)metil)benzoico, que se detectd6 en
formaldehido, afadiéndose en los sistemas de concentraciones relativamente constantes una vez
control un volumen equivalente de agua formado.
desionizada. Todas las incubaciones se
efectuaron a temperatura ambiente y en ausencia
de luz UV vy visible, de modo que se excluyo la
contribucion de procesos fotodegradativos.
Electro-Fenton En todos los ensayos se empled una celda 34.5 mg/L 8h Los resultados demostraron una degradacion Yang et al., 2019

cilindrica de vidrio no dividida, con un volumen
efectivo de 150 mL, operada bajo agitacion

practicamente cuantitativa del imatinib (=100%)
en un tiempo méaximo de 1 h con ambos cé&todos.
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magnética continua para asegurar la
homogeneidad de la disolucion. El anodo
consistio en un electrodo DSA de 3 x 4 cm?,
mientras que el catodo fue, alternativamente, un
fieltro de carbono sin modificar o un fieltro de
carbono modificado con grafeno exfoliado
electroquimicamente, ambos con la misma érea
geométrica expuesta. La disolucion de trabajo se
preparé con imatinib (34.5 mg/L) en agua
ultrapura, empleando Na,SO, 0.05 M como
electrolito de soporte. El hierro catalitico se
incorpor6 como FeSO,-7H,0, ajustandose la
concentracion de Fe2* tipicamentea 0.1 mM y el
pH a 3.0 mediante soluciones de H,SO, y NaOH
1 M. Durante la electrolisis, se burbujed aire
comprimido de forma continua a 1 L/min para
asegurar una disolucion saturada de oxigeno,
condicion necesaria para la generacion catodica
de H;0,. Los ensayos se realizaron a
temperatura ambiente, aplicando densidades de
corriente entre 4.16 y 58.33 mA/cm2, y se evaluo
sistematicamente el efecto de la intensidad de
corriente y de la concentracion de Fe?* sobre la
cinética de degradacion del imatinib y la
eficiencia de mineralizacion.

Las disoluciones acuosas de imatinib fueron
sometidas a  procesos  electroquimicos
avanzados de oxidacién, especificamente
electro-Fenton y oxidacion anddica con H,0,,
empleando una celda electrolitica de vidrio no
dividida con wun volumen efectivo de
aproximadamente 230-250 mL. El sistema

34.5 mg/L

8h

Sin embargo, la cinética del proceso fue
significativamente mas répida en el electrodo
EEGr-CF, donde la eliminacion del farmaco se
completd a los 15 min, mientras que con el fieltro
de carbono no modificado la remocion se limit6 a
aproximadamente el 82% en el mismo intervalo.
En términos de mineralizacién, el seguimiento del
carbono organico total indicé que, bajo
condiciones optimas de operacion (0.1 mM de Fez*
y 16.66 mA/cm?), el sistema con EEGr-CF logrd
una eliminacioén practicamente completa del TOC
tras 480 min de electrdlisis, en contraste con el
catodo convencional, que presentd una eficiencia
limitada a alrededor del 75%. Adicionalmente, el
catodo modificado con grafeno mostr6 un menor
consumo energético especifico, reflejando un
aprovechamiento mas eficiente de la corriente
aplicada para la generacion de radicales hidroxilo.
El anélisis de los productos de reaccién evidencid
la formacion de &cidos carboxilicos de cadena
corta como intermediarios finales antes de la
mineralizacién completa, mientras que el
nitrégeno  del  imatinib  se  transformo
predominantemente en NH,* y, en menor medida,
en NOj3~, sin detectarse cantidades significativas
de NO,".

En las celdas BDD/CF operadas en modo electro-
Fenton, la eliminacion del imatinib fue
practicamente cuantitativa (=100%) en tiempos del
orden de 10 minutos en todo el intervalo de
densidades de corriente estudiado (2.08 — 20.8
mA/cm?), mientras que con Ti,O, también se
alcanzé la remocion completa, aunque en tiempos

Yang et al., 2020
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Enzimatica

estuvo equipado con un &nodo plano ubicado en
el centro del reactor (DSA, Pt, Ti,O, 0 BDD; 4
cm x 6 cm x 0.2 cm) y un catodo de fieltro de
carbono de elevada area superficial (14 cm x 5
cm x 0.5 cm) dispuesto sobre la pared interna de
la celda. Las electrolisis se realizaron a
temperatura ambiente, sin aporte térmico
externo (“cold mineralization”), aplicando
densidades de corriente comprendidas entre 2.08
y 20.8 mA/cmz, tanto en los ensayos de electro-
Fenton como en los de oxidacion anddica con
H,0,. En el modo electro-Fenton, el medio
reactivo estuvo compuesto por imatinib,
Na,SO, a 50 mM y Fe?* a 0.1 mM, ajustado a
pH 3, mientras que en el modo AO-H,O, se
mantuvieron idénticas condiciones
hidrodindmicas, de pH Yy de electrolito,
omitiéndose la adicion de Fe?*.

Las soluciones de reaccién se prepararon a partir
de una disolucion madre de imatinib en metanol,
que posteriormente se diluy6 en agua destilada
ultrapura (18.6 MQ-cm) o en agua residual
disefiada para reproducir la carga orgéanica tipica
de efluentes hospitalarios (TOC = 65.7 mg C/L;
DQO =~ 277.6 mg O,/L). Las reacciones se
llevaron a cabo en un tampon succinico/lactico
de 100 mmol/L, ajustado a pH 4.5, una
condicién seleccionada por conferir mayor
estabilidad catalitica a la manganeso peroxidasa
(MnP). El tratamiento enzimatico se realiz6 a
una temperatura constante de 50 °C, empleando
viales de 2 mL, agitados en un agitador rotatorio
a 200 rpm durante 8 h, y variando de forma

1 mg/L

8h

ligeramente superiores (=30 — 40 minutos) a
corrientes elevadas. En cuanto a la mineralizacion,
el seguimiento del carbono organico total mostré
que el anodo de BDD permitié una mineralizacion
completa de la disolucion tras 4 — 8 horas de
electrélisis, segin la intensidad aplicada,
reduciendo el TOC inicial (24.1 mg C/L) hasta
valores practicamente nulos tanto en modo electro-
Fenton como en AO-H,O,. Bajo condiciones
comparables, el anodo Ti,O,; exhibié una
capacidad de mineralizacion superior a la de Pty
DSA, alcanzando remociones de TOC de
aproximadamente 82% en electro-Fenton y 73% en
AO-H,0, tras 8 horas a 12.5 mA/cm?, mientras
que Pty DSA se limitaron a eficiencias cercanas al
78 — 80% y al 61%, respectivamente.

La combinacion optima de MnP (=1.12 — 1.13
U/L), H,O, (=1.87 mmol/L) y Mn?** (=0.75
mmol/L), en tampon succinico/lactico 100 mmol/L
a pH 4.5y a 50 °C, permiti6 alcanzar en agua
destilada una degradacién rapida del imatinib,
cercana al 65% tras 4 h, con un incremento
marginal hasta el 68% + 4 al final de 8 h de
tratamiento. En contraste, en agua residual
simulada la eficiencia fue sensiblemente inferior,
con remociones de ~34% alas4hyde47% £ 7 a
las 8 h, lo que pone de manifiesto el efecto
competitivo de la materia organica disuelta sobre
las especies oxidantes generadas, reflejado
asimismo en un mayor consumo de H,0, (=30%
en agua destilada frente a ~45% en agua residual

Lumbaque et al., 2021
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Fenton

Fotocatalisis

sistematica las concentraciones iniciales de MnP
(0.25 -2 U/L), H,0O, (0.01 — 3 mmol/L) y Mn2*
(0.01 — 1.5 mmol/L).

Las disoluciones de trabajo fueron tratadas
mediante el reactivo de Fenton, compuesto por
peroxido de hidrégeno (H,O,) y sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO,-7H,0) como fuente de
iones Fe2*, estableciéndose concentraciones de
H,0, entre 0.340 y 1.70 g/L y de Fe?* entre
0.028 y 0.168 g/L. Los ensayos se realizaron en
un reactor de vidrio abierto, con un volumen
efectivo de 250 mL, a temperatura ambiente (20
+ 2 °C) y bajo agitacién magnética constante. El
pH inicial se ajustd a 3.0 mediante la adicion de
4cido sulfurico, una condicién éptima para
mantener la estabilidad del Fe2* en solucion y
favorecer la generacion eficiente de radicales
hidroxilo a partir de la descomposicion catalitica
del peréxido de hidrogeno.

Las disoluciones se prepararon en agua
ultrapura, incorporando TiO, Aeroxide P25 (21
nm, 35-65 m%g, >99.5% de pureza) a una
concentracion de 500 mg/L, de modo que se
establecié una relacion farmaco/fotocatalizador
representativa de condiciones ambientales

0.0265-1.0 g/L

0.19/L

ND

240 min

simulada). El seguimiento  cromatografico
confirmo que la desaparicién del pico de imatinib
estuvo acompafiada por la formacion de al menos
16 productos de transformacion, asociados
principalmente a reacciones de hidroxilacion,
apertura de anillos y clivaje oxidativo del anillo de
piperazina.

A bajas concentraciones de imatinib (0.0265 g/L),
se alcanzé una eliminacién practicamente
cuantitativa (=100%) en todas las combinaciones
evaluadas de peroxido de hidrégeno e ion ferroso,
incluso con dosis reducidas de los reactivos (0.340
g/L de H,0, y 0.028 g/L de Fe?*). En estas
condiciones diluidas, la oxidacion condujo,
ademas, a una mineralizacion casi completa del
carbono organico, evidenciada por la disminucién
del TOC de 14.9 pg/L a 0.11 pg/L. En contraste, a
una concentracion inicial de imatinib de 1.00 g/L,
la eficiencia del proceso pasdé a depender de
manera critica de la dosis de Fe?*, ya que las
concentraciones mas bajas (0.028 g/L) resultaron
insuficientes para lograr una remocion elevada,
mientras que el incremento del Fe?" hasta
aproximadamente 0.168 g/L permitié alcanzar
eficiencias cercanas al 98.9%, manteniéndose
efectiva la influencia del H,O, dentro del intervalo
de 0.340 - 1.70 g/L.

La fotocatélisis con TiO, permitio la desaparicion
completa del pico cromatogréafico correspondiente
al imatinib tras 240 minutos de irradiacion,
siguiendo una cinética de pseudo-primer orden con
una constante aparente de 0.0266/min en ausencia
de atrapadores. La degradacion del principio activo

Ghrib et al., 2019

Secrétan et al., 2019
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simuladas. La irradiacion se realizd en una
camara QSUN-XE-1 equipada con una lampara
de xendn (300-800 nm) y filtro Daylight-Q, que
reproduce el iluminante estdndar D65, operando
a una irradiancia constante de 1.5 W/m a 420
nm, una iluminancia visible aproximada de 119
600 Ix y una irradiancia UVA de 66.5 W/mz. La
temperatura se mantuvo controlada en 25 + 0.5
°C para garantizar condiciones isotermas, y las
suspensiones se agitaron continuamente tanto
durante el periodo de preequilibrio en oscuridad
como durante la irradiacién. El pH del medio no
se regul6 mediante tampones, manteniéndose en
el intervalo 5.5-6.9, predominantemente entre
57 y 6.0, rango en el que el imatinib se
encuentra mayoritariamente en su forma
protonada sobre el nitrégeno de la piperazina.

Las disoluciones de imatinib se trataron
mediante fotocatalisis heterogénea utilizando
dioxido de titanio (TiO,, Aeroxide P25)
inmovilizado sobre una malla de fibra de vidrio
como fase catalitica, en un reactor fotocatalitico
rectangular abierto (17.5 x 4.6 x 3.3 cm)
equipado con dos lamparas UV-A de 6 W
(maximo a 365 nm, 47.93 + 0.26 W/m?) y
alojado en una cAmara oscura para asegurar una
irradiacion  exclusivamente controlada. La
solucidn estandar de imatinib se preparé en agua
ultrapura Milli-Q y los ensayos se realizaron con
un volumen efectivo de 100 mL, manteniéndose
la carga de TiO, inmovilizado en
aproximadamente  0.00356  g/cm2.  Los
experimentos se llevaron a cabo a temperatura

5,10,y 15 mg/L

ND

se acompafid de la formacién de doce productos de
transformacion (TP164, TP172, TP188, TP233,
TP380, TP425, TP485, TP509-1, TP509-2,
TP509-3, TP523 y TP539), cuyos perfiles
temporales evidenciaron rutas de oxidacion
diferenciadas, fundamentadas en la adicion de
radicales -OH, la abstraccion de hidrégeno y la
transferencia monoelectronica.

A pH 5y con una concentracién inicial de imatinib
de 5 mg/L, la degradacion sigui6 una cinética de
pseudo-primer orden, con una constante aparente k
= 0.0168/min y un tiempo de semivida de 41.26
min, lo que permitié alcanzar eficiencias de
eliminacion elevadas tras pocas semividas (=80 —
100 min). El aumento del pH (5 — 9) y de la
concentracion inicial (5 — 15 mg/L) condujo a una
disminucion sistematica de k, confirmando que
condiciones ligeramente 4cidas y concentraciones
moderadas  favorecen la  adsorcion  del
contaminante sobre el TiO, y la generacion
eficiente de ROS. La presencia de componentes
tipicos de aguas reales, como nitratos, cloruros,
fosfatos, bicarbonatos y &cidos hdmicos (5 — 250
mg/L), redujo en general la velocidad de

Toli¢ Cop et al., 2022
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Fotooxidativo

Oxidacién anddica

controlada (25 + 1 °C), con refrigeracion del
reactor para evitar incrementos térmicos y
minimizar los efectos no fotoinducidos, y con
recirculacion continua de la disolucién para
garantizar la homogeneidad del sistema y el
contacto efectivo con la superficie catalitica. El
pH se ajustd en el intervalo 5 — 9 mediante la
adicion de soluciones de HCIl y NaOH (0.01 —
0.1 M).

Las reacciones se realizaron en un fotoreactor de
vidrio con camisa de recirculacién de agua,
operado en modo discontinuo, con un volumen
efectivo de 0.1 L y agitaciobn magnética
constante a 550 rpm. La irradiacion se llevd a
cabo mediante una lampara de mercurio de baja
presién (Pen-Ray, 254 nm), con una potencia
actinica de 1.037 x 107 E/s, dispuesta de modo
que la radiacién UV-C incidiera directamente
sobre el volumen dtil de reaccion. En los
procesos de oxidacion avanzada se emplearon
perdxido de hidrégeno (H,0,, 30%) y persulfato
de sodio (Na,S,0g, grado p.a.) como agentes
oxidantes, ajustando la relaciobn molar
farmaco:oxidante (P:0X) a tres niveles (1:10,
1:105 y 1:200) con el fin de evaluar el efecto de
la dosis de oxidante. Los ensayos se efectuaron
a una temperatura practicamente constante de
25.0 £ 0.2 °C y a pH ajustado a 4, 7 o 10
mediante la adicion de soluciones de NaOH 0.05
M y/o H,SO,.

Las disoluciones acuosas de trabajo se
sometieron a oxidacion anddica en una celda
electroquimica de un solo compartimento, con

0.0589g/L

0.5 mg/L

90 min

30 min

degradacién y aumentd los tiempos de semivida de
41.26 min a 130 min. Bajo condiciones 6ptimas, se
identificaron siete productos de degradacion
mediante  HPLC-QgTOF,  mayoritariamente
generados por la adicion de -OH, la abstraccion de
hidrégeno y desalquilaciones sucesivas, los cuales
alcanzaron concentraciones maximas entre 30 y
180 min y desaparecieron casi por completo tras
aproximadamente 360 min de irradiacion.

Las constantes aparentes de reaccién fueron del
orden de 4.1 — 4.3 x 107¥s para UV-C/H,0, y de
74 — 7.6 x 107%s para UV-C/S,04%, lo que
evidencia una velocidad de oxidacion claramente
superior en presencia de persulfato activado por
radiacion UV-C. Considerando un tiempo de
reaccion de 60 s, la fot6lisis UV-C aislada permitio
eliminar aproximadamente el 37.5% del imatinib,
mientras que la adicion de H, O, elevo la eficiencia
de remocion hasta alrededor del 93.5% y el empleo
de S,0g% permiti6é alcanzar valores cercanos al
99.0%. Inicialmente, las disoluciones presentaron
un caracter marcadamente recalcitrante, reflejado
en una relacion BOD5s/COD de aproximadamente
0.053; sin embargo, tras 90 min de tratamiento, los
procesos UV-C/H,0, y, con mayor eficacia, UV-
C/S,0g2~ incrementaron  sustancialmente la
biodegradabilidad y favorecieron una reduccion
significativa del TOC.

Entre los electrodos evaluados, el anodo Ti/RuO,
presentd la mayor eficiencia, alcanzando més del
99% de degradacion en aproximadamente 10 min

Samzadeh et al., 2022

Turkay et al., 2018
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un volumen efectivo de 350 mL, operada a
temperatura ambiente 'y bajo agitacion
magnética intensa. El sistema se configurd con
un é&nodo de ¢xidos metélicos mixtos o de
diamante dopado con boro, de un érea
geométrica de 25 cm?, y un catodo de acero
inoxidable de igual é&rea. La alimentacion
eléctrica se proporcioné mediante una fuente de
corriente continua digital (0 — 20 A, 0 — 40 V),
lo que permiti6 aplicar densidades de corriente
controladas de 15, 30 y 45 mA/cmz, Durante los
ensayos cinéticos, el pH inicial se ajusto en el
intervalo 4 — 9 mediante soluciones de H,SO, y
NaOH 0.1 M, empleandose sistemas tampdn
especificos  (ftalato, fosfato y borato).
Asimismo, se evalud el efecto del electrdlito de
soporte al sustituir Na,SO, por NaCl 0.1 M,
manteniéndose constantes la densidad de
corriente (30 mA/cm?), el pH inicial (7) y el
volumen de trabajo.

de electrdlisis a pH neutro y con una densidad de
corriente de 30 mA/cm?2, mientras que otros anodos
de 6xidos metalicos mixtos lograron eficiencias del
88% al 99% en 15 min. En contraste, los electrodos
SnO,/Pt y BDD mostraron una remocion
practicamente nula en el mismo intervalo. La
eficiencia del proceso estuvo fuertemente
condicionada por los parametros operativos, en
particular la densidad de corriente, el pH inicial y
la naturaleza del electrélito de soporte. Un
incremento moderado de la densidad de corriente,
de 15 a 30 mA/cm?, acelerd la degradacion,
mientras que valores mas elevados (45 mA/cm?)
redujeron la eficiencia aparente debido al
favorecimiento de reacciones competitivas, como
la evolucidn de oxigeno. Asimismo, la degradacion
fue méas rapida en condiciones neutras que en
medios acidos o fuertemente alcalinos, y el uso de
Na,SO, condujo a cinéticas superiores a las
obtenidas con NaCl, atribuibles a la posible
formacidn de especies de persulfato. Mediante LC-
MS/MS vy célculos de teoria del funcional de la
densidad se identificaron diversos productos de
transformacion y se propusieron rutas de
degradacién consistentes con la ruptura preferente
de enlaces C-N y la generacién de fragmentos
intermedios con m/z 394, 222 y 217 g/mol, que
evolucionan posteriormente hacia especies mas
oxidadas y menos estables.

ND: no disponible

64



2.4.5. Ocurrencia del imatinib en matrices ambientales
A pesar de que hasta la fecha unicamente un estudio ha documentado la presencia de imatinib
en aguas superficiales (Proctor et al., 2019; Tabla 8), esta evidencia analitica limitada no debe
interpretarse como indicativa de su ausencia en el ambiente acuatico. Por el contrario, la
escasez de datos disponibles refleja, en gran medida, la manera en que los esquemas de
vigilancia ambiental han relegado a los inhibidores de la tirosina cinasa, los cuales rara vez
se incorporan como analitos prioritarios en los programas de monitoreo y, cuando son
considerados, suelen quedar fuera del alcance de los métodos analiticos convencionales
empleados de forma rutinaria. A ello se afiaden las interferencias propias de matrices
ambientales complejas, la marcada variabilidad temporal de los caudales y la naturaleza
intrinsecamente pulsatil de las descargas procedentes de servicios oncoldgicos, factores que
requieren disefios de muestreo con elevada resolucion temporal para capturar de forma
representativa los episodios de maxima concentracion (Guray et al., 2025). En consecuencia,
la ausencia de registros positivos debe entenderse como una limitacion estructural de los
enfoques analiticos y de monitoreo, y no como evidencia de que el farmaco no alcance los
cuerpos de agua receptores. De hecho, esta aparente invisibilidad en aguas superficiales
contrasta sustancialmente con la evidencia generada en matrices directamente asociadas al
ciclo urbano del agua, lo que respalda ain mas la conviccion de que el imatinib llega a los
sistemas de saneamiento como consecuencia de su uso terapéutico (Negreira et al., 2013;
Isidori et al., 2016; Olalla et al., 2018). En el Reino Unido, por ejemplo, se han reportado
concentraciones comprendidas entre decenas y poco méas de un centenar de ng/L tanto en
influentes (74.4 — 103.2 ng/L) como en efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales (103.7 — 182.9 ng/L). De forma concordante, estudios realizados en Espafia han
descrito concentraciones de imatinib en efluentes hospitalarios que alcanzan varios cientos
de ng/L, lo que confirma el papel de los hospitales como fuentes puntuales de emision (Olalla
et al., 2018). Asimismo, las PEC, estimadas mediante modelos de riesgo ambiental
desarrollados conforme a las guias de la EPA, sitdan al imatinib en un rango de unidades a
decenas de ng/L en aguas superficiales, con valores reportados de hasta 2.6 ng/L en Espafia,
<19.95 ng/L en Francia y <41.8 ng/L en escenarios conservadores recientes (Besse et al.,
2012; Dominguez-Garcia et al., 2022; Counago-Fernandez et al., 2024). En este contexto, la

limitada disponibilidad de datos cuantificados en aguas superficiales debe interpretarse como
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un vacio analitico y de disefio de monitoreo que impide dimensionar con precision la
magnitud de la contaminacion, pero no como una negacion de la presencia ambiental del
compuesto. En consecuencia, el imatinib debe considerarse un contaminante emergente de
preocupacion, cuyo aporte continuo y potencialmente persistente al medio acuatico implica

un riesgo ecotoxicoldgico relevante para organismos no objetivo.
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Tabla 8. Concentraciones reportadas y PEC de imatinib en influentes, efluentes y agua superficial.

Pais

Método

Concentracion

Efluente

Influente de PTAR . .
Hospitalario

Efluente de PTAR

PEC en agua
superficial

Referencia

Eslovenia

Espafia

La cuantificacién de imatinib se
realiz0 mediante  cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS),
integrada a un sistema de extraccion
en fase sélida en linea (on-line SPE-
LC-MS/MS), con ionizacién por
electrospray en modo positivo,
empleando un sistema Symbiosis Pico
acoplado a un espectrémetro de masas
4000 QTRAP.

La cuantificacién de imatinib se
realiz6 mediante  cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS),
integrada a un sistema de extraccién
en fase solida en linea (on-line SPE—
LC-MS/MS), con ionizacion por
electrospray en modo positivo,
empleando un sistema Symbiosis Pico
acoplado a un espectrémetro de masas
4000 QTRAP.

Las PEC se estimaron mediante un
modelo de riesgo ambiental basado en
el consumo, que integra de forma
coherente la excrecion, la eliminacion
en PTAR y la dilucién ambiental, de

<LQ ND ND

<LQ ND ND
ND ND <399 ng/L

ND ND <70.7 ng/L

ND ND ND

ND

ND
ND

2.6 ng/L

<41.8 ng/L

Isidori et al., 2016

Negreira et al., 2013
Olalla et al., 2018

Dominguez-Garcia et al., 2022

Counago-Fernandez et al., 2024
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Francia

Reino Unido

acuerdo con las guias de evaluacion
del riesgo ambiental de la EMA.

Las PEC se estimaron mediante un
modelo de riesgo ambiental basado en
el consumo, que integra de forma
coherente la excrecion, la eliminacion
en PTAR y la dilucion ambiental, de
acuerdo con las guias de evaluacion
del riesgo ambiental de la EMA.

La cuantificacién de imatinib se
realiz0 mediante  cromatografia
liquida de ultra-alto rendimiento
acoplada a espectrometria de masas
en tandem (UPLC-MS/MS),
integrada con un sistema de
extraccion en fase solida con
cartuchos HLB (para matrices
liquidas) o con cartuchos MCX de
intercambio cationico de modo mixto
(para matrices solidas).

ND

74.4-103.2 ng/L

ND

103.7 - 182.9 ng/L

ND

ND

<19.95 ng/L

37 - 39.6 ng/L*

Besse et al., 2012

Proctor et al., 2019

ND: no disponible; LQ: limite de cuantificacon (180 ng/L); * concentraciones ambientalmente medidas.
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2.4.6. Perfil ecotoxicolégico del imatinib
Un rasgo metodoldgico comdn y determinante de los cuatro estudios que han documentado
efectos adversos del imatinib en organismos acuaticos radica en el empleo de rangos de
concentracion que exceden en varios 6rdenes de magnitud los niveles detectados incluso en
efluentes hospitalarios y urbanos (Tabla 9), lo que condiciona de manera sustancial la
interpretacion de los resultados y restringe su extrapolacion directa a escenarios
ambientalmente realistas. En consecuencia, la evidencia disponible debe abordarse
primordialmente desde una perspectiva mecanistica, ya que, si bien no reproduce condiciones
de exposicion ambientalmente plausibles, resulta altamente informativa para identificar
procesos bioldgicos particularmente sensibles y delimitar los posibles mecanismos de accion
de este inhibidor de la tirosina cinasa. En este sentido, los efectos observados se manifiestan
de forma consistente como alteraciones subletales persistentes mas que como toxicidad
aguda generalizada. Por ejemplo, en el rotifero Brachionus calyciflorus, la exposicion a
imatinib indujo una inhibicion dosis-dependiente de la filtracion, la ingestion y la actividad
de la AChE, con una recuperacion solo parcial tras la retirada del compuesto, lo que sugiere
una disrupcion funcional sostenida y la activacion de respuestas anabdlicas asociadas a estrés
quimico, mas que un colapso metabolico agudo (Yan et al., 2017). De manera concordante,
en embriones de Xenopus laevis, la exposicion al farmaco no comprometio la viabilidad ni
el crecimiento global, pero si desencadend efectos teratogénicos de dependencia de la dosis,
predominantemente cefalicos y oculares, poniendo de relieve una vulnerabilidad especifica
de los programas de desarrollo craneofacial, aun en ausencia de toxicidad aguda
generalizada. No obstante, pese a la coherencia interna de estos patrones de respuesta, el
panorama general continda dominado por efectos a nivel subindividual que, aunque
confirman el potencial citotoxico y modulador de la sefializacion celular de imatinib en
organismos no diana, resultan insuficientes para establecer con claridad sus consecuencias
funcionales bajo exposiciones ambientalmente plausibles. Esta limitacion adquiere particular
relevancia en el &mbito de la neurotoxicidad en peces y otros vertebrados acuaticos, donde
la evidencia experimental sigue siendo escasa y fragmentada, ya que, mas alla de la
inhibicion de la AChE y de algunos biomarcadores de estrés oxidativo o apoptosis cerebral,
son practicamente inexistentes los estudios que evallien de manera sistematica la conducta,

la organizacion de los circuitos neurales o la plasticidad sindptica. En consecuencia, a la fecha
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persiste una necesidad sustancial de avanzar en el desarrollo de estudios disefiados bajo
exposiciones ambientalmente plausibles, que integren de manera sistematica evaluaciones
multiorganicas y neurofuncionales y consideren explicitamente mecanismos de sefializacion
mediados por tirosina cinasas, con el objetivo de alcanzar una caracterizacion mas realista y

ecolégicamente pertinente del riesgo asociado al imatinib en ambientes acuéticos.
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Tabla 9. Efectos ecotoxicoldgicos del imatinib en organismos acuéticos.

Especie

Concentracion

Tiempo

Resultados

Referencia

Brachionus calyciflorus

0.12 — 1200 pg/L

12 h

Durante la fase de exposicion (0.12-1200 pg/L), la tasa de filtracion
mostré una inhibicién progresiva y dependiente de la concentracion,
disminuyendo desde 1.1 x 1073 mL/min/rot en el control hasta 8.9 x
10™* y 6.0 x 10™* mL/min/rot a 0.12 y 12 pg/L (81% y 55% del
control, respectivamente), y alcanzando un valor critico de 1.3 x 10™*
mL/min/rot a 1200 ug/L (=12% del control; inhibicion del 88%). De
forma concordante, la tasa de ingestién siguié el mismo patrén
inhibitor, reduciéndose desde 2.0 x 103 células/min/rot en el control
hasta 1.7 x 103 y 1.1 x 103 células/min/rot (84.3% y 55.9% del
control), y colapsando a 253 células/min/frot a la maxima
concentracion (=13% del control; reduccion del 87%), lo que
evidencia una marcada supresion de la actividad alimentaria. Tras 12
h en medio libre de imatinib, la tasa de filtracion solo se recuper6
parcialmente hasta 4.5 x 107 mL/min/rot (63% del control),
manteniéndose una inhibicién significativa. De manera similar, la tasa
de ingestidén aument6 desde valores severamente deprimidos durante
la exposicion (445 células/min/rot; —61%) hasta 890 células/min/rot
en la posexposicion, aunque aun =35% por debajo del control,
indicando una disrupcion funcional persistente del aparato filtrador
aun en ausencia del téxico. A nivel neuroquimico, la actividad de
AChE presentd una inhibicién marcada durante la exposicion
(—35.8% respecto al control), seguida de una sobreestimulacion en la
fase de recuperacion (+59.7%), lo cual es consistente con un proceso
de sobrecompensacion enzimatica tras la acumulacién previa de
acetilcolina. En paralelo, la concentracion de proteina total aument6
significativamente en todas las fases del ensayo, lo que sugiere una
respuesta anabolica inducida por estrés quimico, mientras que los
niveles de ROS no mostraron variaciones detectables ni durante la
exposicion ni en la posexposicion.

Yan et al., 2017
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Danio rerio

Xenopus laevis

0.01 — 100 pg/L

20 — 20 000 pg/L

7 meses

96 h

La exposicidn cronica a imatinib indujo una desregulacion progresiva
y dosis-dependiente del transcriptoma hepatico, con un aumento del
numero de genes diferencialmente expresados de 688 a 1 768 entre
0.01 y 1 pg/L, respectivamente. Esta respuesta fue fuertemente sexo-
dependiente, predominando en hembras y mostrando un solapamiento
intersexual minimo (3-11%), lo que indica programas regulatorios
divergentes. Funcionalmente, en hembras, esta desregulacion se
tradujo en la activacion coordinada de procesos anabolicos y
proliferativos, evidenciada por la sobreexpresion de vias del
metabolismo de acidos nucleicos, de la biogénesis ribosomal, del
ensamblaje de complejos ribonucleoproteicos y de la traduccion,
mientras que en machos estas mismas rutas permanecieron estables o
tendieron a la represion, especialmente a la mayor concentracion. De
manera coherente con este estado proliferativo, la respuesta al dafio
en el ADN mostré una modulacién compatible con estrés gendmico
crénico de baja intensidad, caracterizada por la induccion de chekl,
tp73, tp63, ercc3, msh2, genes de choque térmico y del complejo
mcm2-7, sin reflejarse en un incremento sustancial del dafio primario
en el ADN. Esta reprogramacion transcripcional se acompafié de una
alteracion integrada de la red circadiana, con induccion consistente de
per2y represién de perla, perlby de los miembros de cry, sugiriendo
un ajuste fino de los ritmos hepéaticos asociados al metabolismo y la
proliferacion.

La exposicion continua a imatinib no produjo cambios significativos
en la viabilidad embrionaria, manteniéndose las tasas de
supervivencia comparables a las del control negativo. De manera
concordante, la longitud corporal no mostré evidencias de inhibicion
del crecimiento, lo que descarta toxicidad aguda generalizada y
apunta a la manifestacion de efectos subletales de naturaleza
teratogénica. En este contexto, el analisis morfolégico evidencié un
incremento dosis-dependiente de la teratogenicidad, con una LOEC
establecida en 20 000 000 ng/L, concentracion a la que se observé un
patron malformativo integrado y estadisticamente significativo. Este

Novak et al., 2021

Isidori et al., 2016
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Elliptio complanata

4100 pg/L

96h

patron estuvo caracterizado principalmente por alteraciones cefalicas
(=14.2% de los embriones viables), asociadas a defectos oculares
(=6.75%) e intestinales (=6.50%), y acompaiiadas en menor
proporcion por edema abdominal (=1.90%) y flexion axial (=1.35%),
todas claramente diferenciadas del control.

La exposicion a imatinib durante 96 h resulté en una acumulacion
tisular dosis-dependiente, alcanzando concentraciones cercanas a 300
ng/g de peso hdmedo en el nivel de exposicion mas alto. Esta
bioacumulacion se asocid con alteraciones funcionales en tejidos
clave, en particular en la génada, donde se observé un incremento
significativo del indice gonadosomatico (GSI), lo que indica una
perturbacion en la dindmica de los tejidos reproductores. De forma
concomitante, la génada presentd un aumento sostenido de la LPX, lo
que evidencia un estado de estrés oxidativo inducido por el farmaco.
En coherencia con este escenario, el dafio al ADN, evaluado mediante
el ensayo de precipitacion alcalina, se increment6 significativamente
tanto en la glandula digestiva como en la génada de los organismos
expuestos. Paralelamente, la actividad de la AChE se redujo
significativamente, lo que sugiere una interferencia funcional en la
transmisién colinérgica y un potencial compromiso de la actividad
neural.

Eysseric et al., 2025
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2.5. Danio rerio

Danio rerio, cominmente denominado pez cebra, es un pez teledsteo ciprinido de agua dulce
originario del subcontinente asiatico que, debido a un conjunto de caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas y ecoldgicas bien definidas, se ha consolidado como uno de los
organismos modelo de mayor relevancia en la investigacion biomédica contemporanea
(Ferrandino et al., 2024). Desde el punto de vista taxondmico, la especie se encuentra
clasificada dentro de la familia Danionidae, en el orden Cypriniformes, y presenta una
organizacion corporal tipica de peces de nado activo, caracterizada por un cuerpo fusiforme
hidrodinamico, que alcanza aproximadamente 5 cm de longitud total, acompafiado de aletas
bien desarrolladas que favorecen una locomocidn eficiente (Mayden et al., 2007; McCluskey
et al., 2015; Ferrandino et al., 2024) . A nivel externo, exhibe un patrén cromético altamente
distintivo, compuesto por franjas longitudinales azuladas y plateadas dispuestas de manera
paralela a lo largo de ambos flancos, rasgo que no solo facilita su identificacion, sino que
también ha sido ampliamente utilizado en estudios genéticos y de desarrollo (Figura 7). En
términos ecoldgicos y biogeograficos, Danio rerio se distribuye de manera natural en la
cuenca del rio Ganges y en regiones adyacentes al sistema himalayo, abarcando areas de
India, Bangladesh, Nepal, Pakistan y Butan, donde coloniza preferentemente ambientes
acuaticos lénticos (Arunachalam et al., 2013; Teame et al., 2019). Estos incluyen arroyos de
bajo caudal, canales secundarios y terciarios, humedales y arrozales, caracterizados por aguas
someras y fondos predominantemente arenosos o con acumulacién de detritos organicos. En
dichos sistemas, la especie presenta un patrén de uso espacial altamente flexible, de modo
que, aunque muestra una tendencia a permanecer proxima al sustrato, principalmente como
estrategia para reducir la presion de depredacion (Teame et al., 2019), posee la capacidad de
explotar de forma eficiente la totalidad de la columna de agua, ocupando indistintamente
tanto sectores de aguas abiertas como microhabitats asociados a una vegetacion acuatica
densa (Spence et al., 2006). Esta amplitud en el uso del habitat refleja una elevada plasticidad
ecoldgica y una notable capacidad adaptativa, rasgos que contribuyen significativamente a

su éxito como organismo modelo en estudios experimentales.
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Figura 7. Caracteristicas morfolégicas de Danio rerio (Teleostei: Cyprinidae). Desde una
perspectiva morfoldgica, Danio rerio es un pez teledsteo de pequefio porte, con una longitud
corporal comprendida entre 2 y 5 cm, cuyo nombre comun deriva del patron distintivo de
franjas longitudinales azuladas que recorren horizontalmente ambos flancos (Ferrandino et
al., 2024).

2.5.1. Caracteristicas biologicas
El posicionamiento de Danio rerio como uno de los modelos vertebrados mas relevantes en
la investigacion biomeédica contemporanea se fundamenta en un conjunto de atributos
genéticos, fisiologicos y experimentales estrechamente interrelacionados, cuyo eje central es
su elevado grado de conservacion genética con la especie humana. En este contexto, la
secuenciacion completa de su genoma permitié establecer que aproximadamente el 70 % de
los genes humanos presentan homdélogos funcionales en el pez cebra y que més del 80 % de
los genes implicados en enfermedades humanas estan representados en su repertorio génico
(Ferrandino et al., 2024; Siddiqui et al., 2025), lo que constituye una base molecular sélida
para la extrapolacion de hallazgos experimentales. Esta correspondencia genémica se
manifiesta a nivel del organismo en la presencia y la funcionalidad de los principales sistemas
fisiologicos caracteristicos de los mamiferos, incluidos los sistemas cardiovascular, nervioso
e inmunitario (Teame et al., 2019), lo que refuerza directamente la validez bioldgica del
modelo. A esta base se suma una serie de ventajas bioldgicas que optimizan su aplicabilidad
experimental, entre las que destacan su elevada fecundidad, con la produccion de cientos de
embriones por puesta, su corto ciclo reproductivo y su desarrollo embrionario externo y

rapido (Adhish y Manjubala, 2023; Jiang et al., 2025). Asimismo, la transparencia Optica de
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embriones y larvas en las primeras etapas del desarrollo permite la observacién directa y no
invasiva de procesos morfogenéticos, fisiologicos y patologicos in vivo (Teame et al., 2019;
Adhish y Manjubala, 2023). En conjunto, estas caracteristicas configuran un sistema
experimental altamente accesible y manipulable, cuya versatilidad se ve potenciada por la
disponibilidad de herramientas genéticas de alta precision, como la edicion génica mediante
CRISPR/Cas9 y el silenciamiento génico mediante morfolinos, lo que permite evaluar de
forma directa y reproducible los efectos de intervenciones dirigidas sobre el genoma a lo
largo del desarrollo (Zha et al., 2024).

2.5.2. Relevancia en toxicologia ambiental
El pez cebra se ha consolidado como un modelo vertebrado de referencia en toxicologia
ambiental debido a su capacidad para integrar, de manera multiescalar y mecanisticamente
coherente, los efectos de los contaminantes emergentes a lo largo de distintos niveles de
organizacion biologica. En el &mbito reproductivo, por ejemplo, la determinacion sexual,
regulada por la interaccion entre factores genéticos y variables ambientales como la
temperatura, la disponibilidad de oxigeno y la exposicion a disruptores endocrinos, confiere
a esta especie una elevada sensibilidad para detectar alteraciones en la diferenciacion gonadal
y la calidad gamética, lo que permite la identificacion temprana de efectos subletales con
potencial impacto poblacional (Silveira et al., 2019; Ma et al., 2022; de Oliveira et al., 2023).
De forma complementaria, el rapido desarrollo del sistema nervioso central y la adquisicion
temprana de funciones motoras y sensoriales facilitan la deteccion de efectos neurotdxicos
subletales, que se manifiestan como cambios conductuales asociados a disrupciones en
circuitos neuronales y en sistemas de neurotransmision clave (Audira et al., 2018; d’ Amora
y Giordani, 2018). Asimismo, la presencia de d6rganos bien definidos y funcionalmente
comparables a los de otros vertebrados, como branquias, higado, rifién, intestino, corazon y
gonadas, permite la deteccion integrada de dafio tisular mediante la correlacion de
alteraciones histopatolégicas con disfunciones en procesos esenciales de homeostasis y
detoxificacion (Reddy y Rawat, 2013; Borges et al., 2019). Finalmente, a nivel gendmico, la
conservacion de las principales vias de mantenimiento y reparacion del ADN posibilita la
evaluacion de la genotoxicidad mediante biomarcadores de dafio y de respuesta adaptativa al
estrés genético (Pei y Strauss, 2013; Canedo y Rocha, 2021), mientras que, de manera

complementaria, la hematopoyesis, altamente conservada filogenéticamente, constituye un
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sistema sensible para la identificacion temprana de efectos hemotdxicos e inmunotdxicos
inducidos por contaminantes ambientales (Ellett y Lieschke, 2010; Gore et al., 2018). En
conjunto, estas caracteristicas posicionan al pez cebra como una plataforma experimental
integral y altamente resolutiva para la evaluacion de efectos subletales y crénicos de
contaminantes emergentes, con elevada pertinencia para la ecotoxicologia acuética y la

evaluacion del riesgo ambiental.
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3. JUSTIFICACION

La creciente incidencia del cancer a escala global ha impulsado de manera sostenida un
incremento sustancial en la prescripcién y el consumo de farmacos antineoplasicos,
estableciendo un patrén de uso intensivo y prolongado de estas terapias en la préctica clinica
contemporanea (Shang et al., 2023). En este contexto, el cisplatino y el imatinib se han
consolidado como dos pilares fundamentales del tratamiento oncolégico moderno, hasta el
punto de ser reconocidos como farmacos de referencia en numerosos paises, debido a su
acreditada eficacia frente a un amplio espectro de neoplasias sélidas y hematoldgicas
(Vijayalakshmi et al., 2020; Olsen et al., 2021; Roque-Diaz et al., 2021; Chen et al., 2022;
Efraim et al., 2022; Moreira et al., 2022; Zhang et al., 2022a,b; Lv et al., 2023; Linares et al.,
2023; Lee et al., 2024). No obstante, la magnitud y persistencia de su uso trascienden el
ambito estrictamente terapéutico y adquieren una dimension ambiental de creciente
relevancia, en la medida en que la evidencia cientifica disponible indica que su
administracion continuada conduce inevitablemente a su liberacion en los compartimentos
ambientales, particularmente en los sistemas acuaticos, donde han sido detectados en
concentraciones generalmente bajas, situadas en el rango de ng/L a pg/L (Olalla et al., 2018;
Proctor et al., 2019; Cristdvao et al., 2020; Dominguez-Garcia et al., 2022).

Si bien estas concentraciones podrian considerarse, de forma aislada, ecotoxicologicamente
poco significativas, dicha interpretacion resulta limitada cuando se analizan de manera
integrada la elevada bioactividad intrinseca de estos compuestos y su presencia persistente
en el medio acuatico. Lo anterior se debe principalmente a que la combinacion de ambos
factores favorece la generacion de escenarios de exposicién subletal capaces de adquirir una
relevancia bioldgica sustancial, especialmente en organismos acuaticos expuestos de manera
continua o durante ventanas criticas de su desarrollo. A modo de ilustracion, diversos
estudios han demostrado que el imatinib, en concentraciones del orden de pg/L, provoca
efectos ecotoxicologicos relevantes, entre los que destacan una citotoxicidad pronunciada y
dependiente de la dosis y del tiempo en cultivos de hepatocitos de pez cebra, asi como una
disminucion significativa de la actividad alimentaria en invertebrados planctonicos y la
induccion de dafio genotdxico en larvas de Danio rerio (Novak et al., 2017; Yan et al., 2017;
Novak et al., 2021). De manera complementaria y en consonancia con este patrén de

toxicidad a bajas concentraciones, se ha descrito que el cisplatino, incluso a niveles tan bajos
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como 0.1 pg/L, es capaz de desencadenar estres oxidativo, alteraciones en la actividad de la
AChE, disfunciones en la transmision neuromuscular y modificaciones conductuales
adversas en diversos invertebrados acuaticos (Trombini et al., 2016; Fonseca et al., 2017;
Bownik et al., 2020; Ren et al., 2022). Asimismo, cuando se emplean concentraciones méas
elevadas, habitualmente superiores a las detectadas en efluentes, se han documentado efectos
ototdxicos, pérdida de células sensoriales y alteraciones fisioldgicas en pez cebra, lo que
refuerza la elevada potencia bioldgica de este compuesto y su capacidad de afectar multiples
niveles de organizacion biolégica (Giari et al., 2012; Hung et al., 2019; Hung et al., 2022;
Lee et al., 2022; Li et al., 2024).

Sin embargo, a pesar de la solidez de esta evidencia, persiste una brecha sustancial en la
comprension integrada de los efectos de ambos farmacos bajo escenarios de exposicion
ambiental realistas. En particular, los estudios que evaltan simultaneamente la induccion de
dafio multiorganico, la alteracion coordinada de rutas moleculares clave y la manifestacion
de cambios conductuales funcionales, como los comportamientos anélogos a la ansiedad,
constituyen indicadores altamente sensibles de disfuncion neurobioldgica y de impacto
ecoldgico. Esta fragmentacion del conocimiento limita la capacidad de realizar evaluaciones
de riesgo ambiental robustas y holisticas, y pone de manifiesto la necesidad de enfoques
experimentales integradores que conecten los niveles molecular, fisiolégico y conductual. En
este contexto, el presente estudio se fundamenta en la necesidad de abordar de manera
sistematica dicha brecha, mediante la evaluacion concomitante del estrés oxidativo agudo, el
andlisis exhaustivo de la expresion genica diferencial y la caracterizacion cuantitativa
rigurosa de alteraciones conductuales en adultos de Danio rerio expuestos a cisplatino e
imatinib, con el fin de aportar una vision integrada y ecoldégicamente relevante de sus efectos

potenciales.
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4. HIPOTESIS

La exposicion a corto plazo de Danio rerio a concentraciones ambientalmente relevantes de
cisplatino e imatinib generara un aumento significativo en los biomarcadores de estrés
oxidativo, alteraciones en la expresion de genes clave involucrados en la regulacion de la
apoptosis, la homeostasis energética y el desarrollo neuronal, asi como modificaciones
conductuales cuantificables compatibles con fenotipos analogos a la ansiedad.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:

Determinar si concentraciones ambientalmente relevantes de cisplatino e imatinib pueden
inducir dafio multiorganico y comportamientos analogos a la ansiedad en Danio rerio,
mediante un enfoque integral que abarque la determinacion del estrés oxidativo agudo, el

analisis de la expresion genica, y la caracterizacion cuantitativa de alteraciones conductuales.

5.2. Objetivos especificos:

1) Caracterizar de manera cuantitativa las alteraciones conductuales inducidas por la
exposicion aguda a cisplatino e imatinib en Danio rerio, mediante la aplicacion del ensayo
de NovelTank y el andlisis automatizado del comportamiento utilizando el software
EthoVision XT, con el objetivo de identificar fenotipos conductuales compatibles con
estados analogos a la ansiedad.

2) Analizar el impacto de la exposicion aguda a concentraciones ambientalmente relevantes
de cisplatino e imatinib sobre el equilibrio redox en Danio rerio, mediante la cuantificacion
integrada de biomarcadores de estrés oxidativo, incluyendo la actividad de SOD y CAT, asi
como los niveles de LPX, hidroperdxidos (HPC), proteinas carboniladas (PCC) y proteinas
totales (PT), determinados en intestino, branquias, higado y cerebro, con el fin de identificar
alteraciones tempranas asociadas al dafio celular inducido por estos farmacos.

3) Determinar el efecto de la exposicion a cisplatino e imatinib sobre la expresion de genes
asociados con la muerte celular programada, la homeostasis energética, la sefializacion del
calcio, el estrés del reticulo endoplasmico (RE), los mecanismos de citoproteccion, la
degeneracion axonal y el desarrollo neuronal en Danio rerio, mediante la cuantificacion por
RT-PCR de mapk8, bax, p53, casp3, prkaa2, ddit3, stimla, nrfl, nrf2, bcl2, sarml, manf,
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otpa 'y myf6, con el propdsito de dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes al dafio
multiorganico y neurotdxico inducido por estos farmacos.

4) Evaluar la actividad de la AChE en el tejido cerebral de Danio rerio expuesto a cisplatino
e imatinib, mediante el método colorimétrico de Ellman, con el fin de determinar posibles
alteraciones en la neurotransmision colinérgica y su contribucién a los cambios conductuales
y moleculares observados.

5) Integrar los hallazgos bioquimicos, moleculares y conductuales obtenidos para construir
un modelo explicativo del dafio multiorgénico inducido por cisplatino e imatinib en Danio
rerio, que permita comprender los mecanismos de toxicidad subletal de estos farmacos como
contaminantes emergentes y aportar evidencia relevante para la evaluacion de su riesgo

ambiental.
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6. METODO

6.1. Reactivos

El cisplatino (CAS 15663-27-1) y el mesilato de imatinib (CAS 220127-57-1) fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Para asegurar una solubilidad
adecuada, el cisplatino se disolvio en dimetilsulféxido (DMSO) al 0,01 %, concentracion
previamente establecida como segura y no tdxica en estudios toxicolégicos (Hoyberghs et
al., 2021). Los demés reactivos utilizados, igualmente provenientes de Sigma-Aldrich,
presentaban la maxima pureza disponible, y todas las soluciones se prepararon empleando
agua destilada bajo condiciones controladas.

6.2. Acondicionamiento de los peces

Los peces cebra adultos (Danio rerio), cepa AB, se mantuvieron en acuarios de 100 L a una
densidad controlada de un individuo por litro, bajo sistemas de filtracidn mecanica continua.
La calidad fisicoquimica del agua se monitoreé diariamente, manteniéndose la temperatura
en 27 £ 1 °C, el pH entre 6.8 y 7.5, el oxigeno disuelto por encima de 6.0 mg/L y las
concentraciones de amoniaco Yy nitrito por debajo de 0.02 mg/L. Con el fin de reproducir
condiciones ambientales estandarizadas, se establecio un fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h
de oscuridad. Asimismo, se realizd una renovacion parcial del agua (=50%) cada tres dias
para preservar la estabilidad del sistema y minimizar el estrés fisiologico. Los organismos
fueron alimentados tres veces al dia con escamas de espirulina (Ocean Nutrition, EE. UU.),

en raciones controladas que aseguraron la saciedad sin comprometer la calidad del agua.

6.3. Protocolo de exposicion

Un total de 210 peces adultos de Danio rerio (5 — 6 meses de edad), con una longitud media
de 3.9+ 0.1 cmy un peso corporal de 519 + 18 mg, se asignaron aleatoriamente a siete grupos
experimentales, cada uno integrado por 30 individuos mantenidos en 40 L de agua declorada.
Un grupo se asigné como control, mientras que los seis restantes se expusieron a
concentraciones crecientes de cisplatino (2, 5y 10 pg/L) o de imatinib (0,1, 1 y 10 pg/L).
Las concentraciones de exposicion se seleccionaron para evaluar efectos subletales de
caracter mecanistico, abarcando el limite superior de los valores reportados en efluentes

hospitalarios (Santana-Viera et al., 2020) y en PTAR (Proctor et al., 2019), y superandolo
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intencionalmente en los tratamientos de mayor concentracion, sin pretender representar
niveles caracteristicos de aguas superficiales. Las exposiciones se realizaron durante 96 h,
manteniéndose condiciones ambientales constantes equivalentes a las de aclimatacién, con
una temperatura de 27 = 1 °C, un fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h de oscuridad, y una
renovacion diaria del agua para asegurar su calidad fisicoquimica y limitar la acumulacién

de desechos metabdlicos.

6.4. Pruebas conductuales (NovelTank Test)

Al finalizar cada periodo de exposicion, se seleccionaron aleatoriamente 15 individuos por
tanque, correspondientes a cada ensayo independiente, los cuales se analizaron por separado.
Previo a la evaluacion conductual, los organismos se transfirieron cuidadosamente a agua
limpia y declorada en un tanque independiente dentro de la sala de pruebas, donde
permanecieron en aclimatacion durante una hora bajo condiciones controladas de
iluminacion y temperatura. Este periodo permitio reducir el estrés asociado a la manipulacion
y favorecer la eliminacion de residuos de los compuestos, evitando la contaminacion del
sistema de evaluacion. Posteriormente, cada pez se traslado individualmente mediante redes
de malla blanda a un tanque rectangular nuevo (15L; 21.2 x 21.2 x 25.2 cm) con agua fresca
y declorada, libre de farmacos y mantenida bajo los mismos parametros fisicoquimicos que
los tanques de acondicionamiento. Cada individuo fue observado y videograbado durante
seis minutos. Las pruebas se realizaron entre las 8:00 y las 11:00 h para minimizar la
variabilidad circadiana y se distribuyeron a lo largo de varios dias con el fin de evitar efectos
de lote. Las grabaciones se obtuvieron mediante un sistema multicAmara sincronizado y se
analizaron utilizando el software EthoVision XT (Noldus Information Technology), lo que
permitié una cuantificacion automatizada y precisa de los parametros conductuales (distancia
total recorrida, tiempo de permanencia en las zonas inferior y superior del tanque, latencia
hasta la primera entrada a la zona superior, frecuencia de transiciones a estados de alta

movilidad, tiempo total en movimiento y tiempo total de inmovilidad).
6.5. Eutanasia y diseccion de los peces

Una vez concluidas las evaluaciones conductuales, todos los peces cebra de cada tanque de

exposicion en cada ensayo independiente, incluidos los individuos sometidos a la prueba
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NovelTank y aquellos no evaluados conductualmente, fueron sacrificados mediante choque
hipotérmico por inmersion en agua a 2 — 4 °C, en estricto cumplimiento de las Directrices de
la AVMA para la Eutanasia de Animales (Edicion 2020) (Underwood y Anthony, 2020). El
cese del movimiento opercular y la ausencia de respuesta a estimulos externos se emplearon
como criterios para confirmar la muerte de los organismos. Inmediatamente después, el
cerebro, el higado, las branquias y el intestino se disecaron y se transfirieron a tubos
Eppendorf de 1.5 mL que contenian solucion salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4) o
RNALater® (QIAGEN), segun el analisis posterior previsto. Para asegurar la coherencia del
disefio experimental, los érganos procedentes de individuos de un mismo tanque se agruparon
sistematicamente, de modo que cada tanque constituyera una unidad analitica independiente.
Dado que se emplearon tres tanques por tratamiento en los ensayos independientes, se
obtuvieron tres réplicas bioldgicas por tratamiento y por 6rgano. En las determinaciones de
estrés oxidativo y de la actividad de la AChE, cada muestra agrupada consistio en diez
organos completos, cinco provenientes de peces evaluados conductualmente y cinco de peces
no evaluados, homogeneizados como una sola muestra. De manera equivalente, para los
analisis de expresion génica, se agruparon diez organos completos por tanque y se
conservaron en RNALater® para estabilizar el ARN. Este enfoque garantizé que cada réplica
reflejara fielmente al tanque como unidad experimental, manteniendo una contribucién
equilibrada de los individuos y asegurando la consistencia de los analisis conductuales,

bioguimicos y moleculares.

6.6. Evaluacion de los biomarcadores redox

Los biomarcadores redox se determinaron a partir de homogeneizados tisulares obtenidos
mediante un homogeneizador de rotor-estator. ElI homogeneizado se fracciond
inmediatamente en dos alicuotas para permitir la evaluacion integrada del dafio oxidativo y
de la respuesta antioxidante enzimatica. La primera fraccion (300 pL) se mezclé con un
volumen equivalente de acido tricloroacético (TCA) al 20 % (p/v) para la precipitacion
proteica, seguida de centrifugacién a 11 495 rpm durante 15 min a 4 °C. EIl sobrenadante
obtenido se empled para determinar el contenido PCC, la LPX y la concentracion de HPC,
utilizados como indicadores del dafio oxidativo. La segunda fraccién (700 pL) se centrifugd

a 12 500 rpm durante 15 min a 4 °C, y el sobrenadante clarificado se destin6 a la medicion
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de la actividad de enzimas antioxidantes clave, incluyendo la SOD y la CAT. Para ambas

fracciones, el contenido proteico total (PT) se cuantifico mediante el método de Bradford, y

los niveles de los biomarcadores se normalizaron en funcién de dicha concentracion. En la

Tabla 10 se presentan las descripciones completas de todos los protocolos analiticos

empleados.

Tabla 10. Condiciones experimentales y parédmetros espectrofotométricos para la

determinacion de los biomarcadores de estrés oxidativo.

Biomarcador

Condiciones

Absorbancia

Referencia

PT

CAT

SOD

La cuantificacion de PT se realiz0 a partir
de una alicuota de 25 pL de muestra, a la
cual se afladieron 75 pL de agua ultrapura
y 25 mL del reactivo de Bradford,
preparado con 0.05 g de azul de
Coomassie, 25 mL de etanol al 96 % y 50
mL de acido fosférico, aforado a un
volumen final de 500 mL con agua
ultrapura. La mezcla se  agitd
vigorosamente y se dejo reaccionar
durante 5 min para favorecer el desarrollo
del complejo croméforo.

La actividad de CAT se determind
utilizando 20 pL de muestra, que se
incubaron en presencia de 1 mL de tampén
de aislamiento compuesto por 0.3 M de
sacarosa, 1 mM de EDTA, 5 mM de
HEPES y 5 mM de KH,PO,. La reaccién
se inicio mediante la adicion de 0.2 mL de
perdxido de hidrégeno a una concentracion
final de 20 mM, registrandose
inmediatamente  la  variacion  de
absorbancia asociada a la degradacion del
sustrato.

La determinacion de la actividad de la
SOD se llevo a cabo empleando 40 L de
muestra, a los que se afladieron 260 pL de
tampdn carbonato compuesto por 50 mM
de carbonato de sodio y 0.1 mM de EDTA,
ajustado a pH 10.2. La reaccion se inicio
con la adicion de 200 pL de adrenalina a
30 mM y se monitorizd la autooxidacion
del sustrato bajo las condiciones
experimentales establecidas.

595 nm

240 nm (Os y 60s)

480 nm (30s y 5 min)

Bradford, 1976

Radi et al., 1991

Misra y Fridovich, 1972
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HPC La concentracion de HPC se evalu6 a partir 560 nm Jiang et al., 1992
de 100 pL de muestra, que se incubaron
con 900 pL de una mezcla reactiva que
contenia 0.25 mM de FeSO,, 25 mM de
H,SO,, 0.1 mM de naranja de xilenol y 4
mM de BHT disuelto en metanol al 90 %.
La reaccion se mantuvo a temperatura
ambiente durante 60 min para permitir el
desarrollo  completo del complejo
coloreado.

LPX La LPX se determind utilizando 100 pL de 535 nm Buege y Aust, 1978
muestra, ajustados a un volumen final de 1
mL con tampon Tris-HCI (pH 7.4),
seguido de una incubacion a 37 °C durante
30 min. Posteriormente, se afiadieron 2 mL
del reactivo TBA-TCA, compuesto por
0.37% de &cido tiobarbitirico en 15 % de
acido tricloroacético. La mezcla se calento
a ebullicién durante 5 min, se enfrio a
temperatura ambiente y se centrifugé a 3
000 rpm durante 10 min para obtener el
sobrenadante.

PCC La cuantificacion de PCC se realiz6 a 366 nm Levine et al., 1994
partir de 100 pL de muestra, los cuales se
derivatizaron mediante la adicion de 150
ML de DNPH a 10 mM, disuelto en HCI 2
M, seguida de una incubacion en oscuridad
a temperatura ambiente durante 1 h. Las
proteinas se precipitaron mediante la
adicion de 500 uL de TCA al 20 % y se
mantuvieron a 4 °C durante 15 min,
seguidas de centrifugacién a 16 000 rpm
durante 5 min. El pellet obtenido se lavo
tres veces con una solucion etanol:acetato
(2:1) y, finalmente, se solubilizé en 1.5 mL
de guanidina 6 M (pH 2.3), incubandose
durante 30 min a 37 °C.

6.7. Determinacion de la actividad de la AChE

La actividad de la AChE se determind mediante el método colorimétrico descrito por Ellman
et al. (1961). Las muestras tisulares se homogeneizaron en tampén fosfato frio (0.1 M, pH
8.0) suplementado con un inhibidor de proteasas y, posteriormente, se centrifugaron a 10 000
x g durante 15 min a 4 °C empleando un rotor de angulo fijo. El sobrenadante obtenido (400
pL) se combind con 2,6 mL de tampdn fosfato (0.1 M, pH 8.0), al que se afiadié 0,1 mL de

acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB, 0.1 M) como reactivo cromogénico. La
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reaccion enzimatica se inicié mediante la adicion de 100 pL de yoduro de acetiltiocolina,
alcanzandose una concentracion final de sustrato de 1 mM. La formacién de tiocolina se
monitorizo espectrofotométricamente a 412 nm durante 5 min, registrandose la absorbancia

cada 1 min.

6.8. Cuantificacion de la expresion de ARNm

El ARN total se extrajo de muestras tisulares utilizando el kit RNeasy® Mini (QIAGEN),
segun las especificaciones del fabricante. La purezay calidad del ARN se evaluaron mediante
la relacion de absorbancia a 260/280 nm y se corroboraron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 %. La sintesis de ADN complementario (ADNCc) se realizé a partir de 1 pg de
ARN total empleando el kit QuantiTect® Reverse Transcription (QIAGEN), mediante un
protocolo que incluyé una incubacion a 42 °C durante 15 s seguida de una etapa de
inactivacion a 95 °C durante 3 min. Los genes especificos analizados se detallan en la Tabla
11. La cuantificacion de la expresion génica se realizo mediante PCR cuantitativa en tiempo
real (QPCR) con un sistema Rotor-Gene Q (QIAGEN). Cada reaccion se preparé en un
volumen final de 50 pL, compuesto por 25 pL de QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
2%, 1.0 uL de cada cebador, 4,0 uL de ADNc y 19 L de agua libre de ARNasa. El programa
de amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 10 min, seguida
de 35 ciclos de 15 s a 94 °C para la desnaturalizacion, 30 s para la hibridacion de cebadores
y 30 s de extension a 72 °C. Los niveles de expresion se normalizaron utilizando f-actina

como gen de referencia.

Tabla 11. Numeros de acceso y secuencias de cebadores empleados en el analisis de la

expresion génica.

Genes ID de acceso Secuencia (5’ — 3')

F: ACCACGGCCGAAAGAGAAAT
R: ATGTCCACGTCGCACTTCAT
F: GGCTATTTCAACCAGGGTTCC
R: TGCGAATCACCAATGCTGT

F: AGATGGCGTCCCAGGTAGAT
R: AGAGTCTCTCTGCTGACCGT
F: GATGAACGGAGACTGTGTGG
R: CTGAAGGCATGGGATTGAGG
F: ATCCGGGCAATCCGAAAGTC
R: CACCTGGGGGCTGAATACTTA

B-actina NM_131031
bax AF231015.1
bcl2 NM_001030253.2

casp3 NM_131877

p53 NM_001271820.1
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F: CAGTGACAGTAGCCCAGGTG

: CTGACGCTTGTGTGGTTTGG

: ACCGGGAGATTTCAGCTCAG

: CCGAAGGATCCGTCTTCGGTT
TGTGAGGACGCAGCAAAAGG

: GAGGTAAGAGAAGAGGCCAG
GGAGCCAGAGCAAACCCTAC

: TACGGGTTCACCACTTTCCA
TGCTTTTTCGGGATCTGTAAGC
: AGCGGAATTAAGCTGGGATGT

nrfl NM_001328540.1

nrf2 NM_182889.1
prkaal NM_001110286.1
prkaa2 XM_695739.8

mapk8  NM_131721.2

A MO0 TAO0T 0T 0T 0T 0T 0T 0T 0T 0

6.9. Andlisis estadistico

En todos los analisis, el tanque de exposicion se considerdo como la unidad experimental
independiente; en consecuencia, cada tratamiento estuvo representado por tres replicas
biologicas, correspondientes a tres tanques de exposicion independientes. Antes de aplicar
pruebas inferenciales, los datos se evaluaron para verificar el cumplimiento de los supuestos
de normalidad y de homogeneidad de varianzas. La homocedasticidad se comprob6 mediante
la prueba de Bartlett, que no evidencié diferencias significativas entre las varianzas de los
grupos (p > 0,05), mientras que la normalidad de las distribuciones se confirmé mediante la
prueba de Shapiro-Wilk, sin detectarse desviaciones significativas (p > 0,05). El
cumplimiento de estos supuestos permitio utilizar procedimientos estadisticos paramétricos.
Las comparaciones entre los grupos de tratamiento se realizaron mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, utilizando el software SigmaPlot, versién 12.3. El umbral de
significancia estadistica se establecido en a = 0,05 y, cuando correspondio, las diferencias
especificas entre grupos se identificaron mediante la prueba post hoc de diferencia
honestamente significativa de Tukey, considerandose significativas aquellas con valores de
p <0,05.
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7. RESULTADOS
7.1. Patrones de comportamiento observados en el NovelTank Test.

7.1.1. Cisplatino
Los graficos de estrellas evidenciaron un patron consistente de alteraciones conductuales en
Danio rerio tras 96 horas de exposicidn a cisplatino, mostrando una clara dependencia de la
concentracion y diferencias estadisticamente significativas en todos los pardmetros
evaluados respecto al grupo control (Figura 8A). En cuanto a la actividad locomotora, la
distancia total recorrida (DT) presentd una disminucion progresiva, reflejada en valores
negativos del indice de desviacion, que se intensificaron con la concentracién, pasando de A
=-0.63a2pug/LaA=-0.88a5ug/Lyalcanzando A=—1.36 a 10 pug/L. Este patron indica
un deterioro gradual del desempefio motor, compatible con una restriccidn progresiva de la
capacidad de desplazamiento. De manera concordante, el tiempo de inmovilizacion (TI)
aumento de forma sostenida a medida que se incrementd la concentracion de cisplatino, con
valores de A de 0.43, 1.08 y 1.66 a 2, 5y 10 ug/L, respectivamente, lo que refuerza la
evidencia de una supresion general de la actividad locomotora. Respecto a la exploracion
vertical, el tiempo de permanencia en la zona inferior del tanque (TZI) presenté un
incremento progresivo en funcion de la concentracidn, evidenciado por valores de desviacion
que aumentaronde A=0.55a2 pug/LaA=0.97a5 pug/Ly A =1.58a 10 pg/L, indicando
una preferencia creciente por las regiones inferiores del tanque. De forma coherente, la
latencia para acceder a la zona superior (LZS) exhibié un patrén similar, con valores de A de
0.44,0.73y1.21a 2,5y 10 ug/L, respectivamente, lo que refleja un retraso progresivo en la
exploracion de dicha zona. En conjunto, el perfil integrado derivado de los graficos de
estrellas indica que la exposicion a cisplatino induce alteraciones conductuales robustas y
multidimensionales en Danio rerio, caracterizadas por una marcada reduccion de la actividad
locomotora, un aumento del TI y una preferencia por la zona inferior del tanque acompafada
de un retraso en la exploracién vertical.

7.1.2. Imatinib
De manera analoga a lo observado con cisplatino, la evaluacion mediante graficos de estrellas
evidencio un patron consistente de alteraciones conductuales en Danio rerio tras 96 horas de
exposicion a imatinib, con efectos claramente dependientes de la concentracion. En

particular, se registraron modificaciones estadisticamente significativas a 1 y 10 ug/L,
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mientras que a la concentracion mas baja evaluada (0.1 pg/L) no se observaron diferencias
respecto del grupo control (Figura 8B). El andlisis de la exploracion vertical evidencid un
incremento progresivo del TZI, desde A = 0.25 a 0.1 pg/L hasta A = 1.86 a 10 pg/L, lo que
indica una evitacion creciente de la zona superior del tanque. De manera consistente, la LZS
mostré un patron analogo, con valores de A = 0.12, 0.88 y 1.66 a 0.1, 1 y 10 pg/L,
respectivamente, lo que, en conjunto con el incremento observado en el TZI, evidencia que
la exposicién a imatinib promueve comportamientos ansidgenos de manera dependiente de
la dosis. Contrariamente a los efectos observados con cisplatino, la actividad locomotora se
incremento significativamente, evidenciada por la DT, que varié de A=0.18a0.1 ug/L hasta
alcanzar A = 1.91 a 10 pg/L, lo que sugiere un fendmeno de hiperactividad locomotora
exacerbada a concentraciones medias y altas. Este patrén se confirmé mediante la frecuencia
de entradas a estados de alta movilidad, con valores de A =0.22, 1.08 y 2.01 a2 0.1, 1y 10
Ma/L, respectivamente, lo que indica una activacion motora particularmente marcada a la
concentracion mas elevada. En sintesis, la exposicion a 1 y 10 pg/L de imatinib induce
modificaciones conductuales significativas en Danio rerio, caracterizadas por una
hiperactividad locomotora concomitante con una marcada preferencia por las zonas

inferiores del tanque.
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Figura 8. Integracion de biomarcadores conductuales mediante graficos de estrellas (IBR)
en peces cebra expuestos a cisplatino (A) e imatinib (B). LZS: latencia en la zona superior;
TZI: tiempo en la zona inferior; TI: tiempo inmovilizado; DT: distancia total recorrida; EAM:
estado de alta movilidad. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo control (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001), mientras que

13

n.s.” indica ausencia de diferencias significativas.
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7.2. Respuestas de los biomarcadores redox
7.2.1. Cisplatino

Las enzimas antioxidantes mostraron una respuesta bifasica claramente dependiente del
tejido, en la que una activacion compensatoria inicial del sistema antioxidante dio paso a una
inhibicién funcional de las defensas redox (Figura 9A). En el higado y el cerebro, la actividad
de SOD y CAT aument6 de manera significativa a 2 pg/L y se intensificd a 5 pug/L, reflejando
una respuesta adaptativa temprana frente al incremento de las ROS. Sin embargo, a 10 pg/L,
ambas enzimas disminuyeron significativamente, lo que evidencia el colapso de la capacidad
antioxidante en condiciones de estrés oxidativo exacerbado. En las branquias, la respuesta
fue més limitada y tempranamente comprometida, con una disminucion significativa de la
actividad de SOD desde 5 pg/L y una inhibicién marcada a 10 pg/L, mientras que la CAT
solo presentd un aumento transitorio a 2 pg/L antes de reducirse significativamente a la
concentracion mas alta. El intestino exhibié un patron distintivo, caracterizado por una
inhibicion significativa de la SOD desde la concentracién mas baja evaluada, junto con un
aumento compensatorio de la CAT a 2 y 5 pg/L, que resulto insuficiente, ya que esta enzima
también disminuyé de forma pronunciada a 10 pg/L, lo que indica una pérdida progresiva de
la homeostasis redox. De manera concordante con esta dinamica enzimaética, los
biomarcadores de dafio oxidativo aumentaron de forma progresiva y de manera dependiente
de la concentracion en todos los tejidos analizados. Tanto la LPX como los HPC se
incrementaron significativamente a partir de 2 pg/L y alcanzaron valores maximos y
altamente significativos a 10 pg/L en todos los érganos, lo que evidencia la instauracion de
una LPX generalizada incluso a concentraciones relativamente bajas. Asimismo, el contenido
de PCC mostro incrementos dependientes de la dosis, con aumentos significativos desde las
concentraciones mas bajas en higado y cerebro, y a partir de 5 pg/L en branquias e intestino,
lo que indica una acumulacion progresiva de dafio oxidativo proteico. En conjunto, estos
resultados demuestran que la exposicion aguda de Danio rerio al cisplatino durante 96 horas
desencadena un estrés oxidativo profundo, érgano-especifico y estrictamente dependiente de
la concentracion, en el que la activacion antioxidante inicial resulta transitoria e insuficiente,

evolucionando hacia una inhibicién funcional de las defensas redox.
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7.2.2. Imatinib
La exposicion a imatinib indujo una alteracién progresiva y dependiente de la concentracion
del sistema antioxidante, con respuestas claramente diferenciadas entre los tejidos (Figura
9B). En higado, branquias y cerebro, la actividad de la SOD disminuy6 de manera gradual a
medida que aumentd la concentracion del farmaco, lo que evidencia un deterioro sostenido
de la primera linea de defensa antioxidante ante el incremento del estrés oxidativo. Este
efecto fue temprano y mas pronunciado en higado y branquias, donde se registraron
reducciones significativas a partir de 0.1 pg/L, mientras que en el cerebro las alteraciones se
manifestaron recién a partir de 1 pg/L, lo que sugiere una mayor capacidad inicial de
amortiguacién. En contraste, el intestino mostr6 un patrén opuesto, con un aumento
progresivo de la actividad de SOD a concentraciones intermedias y altas, lo que es consistente
con una activacion compensatoria sostenida de las defensas antioxidantes. En coherencia con
este comportamiento, la CAT exhibio un perfil bifasico en higado, branquias y cerebro,
caracterizado por un aumento significativo de la actividad a bajas concentraciones de
imatinib, en particular a 0.1 pg/L, seguido de una disminucion marcada a concentraciones
elevadas, especialmente a 10 pg/L. Este patron indica que, si bien los mecanismos de
detoxificacion del perdxido de hidrdgeno se activan tempranamente, resultan insuficientes
ante una carga oxidante creciente. En el intestino, por el contrario, la actividad de CAT
aumento de forma sostenida con la concentracion, reproduciendo el patrén observado para la
SOD y reforzando la idea de una respuesta adaptativa prolongada en este tejido. De manera
concordante con la alteracion de las defensas antioxidantes, los biomarcadores de dafio
oxidativo mostraron incrementos consistentes y dependientes de la concentracion en todos
los 6rganos analizados, lo que confirma la instauracion de un estado de estrés oxidativo
sistémico. En higado y branquias, la LPX, los HPC y las PCC aumentaron significativamente
desde 0.1 pg/L, con incrementos progresivos y altamente significativos a 1y 10 pg/L, lo que
refleja una intensa oxidacion de lipidos y proteinas. En el cerebro y el intestino, estos
biomarcadores no mostraron cambios detectables a la concentracion mas baja, pero se
incrementaron significativamente a partir de 1 pg/L y se intensificaron a 10 pg/L, lo que
indica que la capacidad de amortiguacion inicial de estos tejidos se supera al alcanzarse
concentraciones mas elevadas. En conjunto, los resultados demuestran que la exposicion de

Danio rerio a imatinib durante 96 horas induce un estrés oxidativo claramente dependiente
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de la concentracién y del tejido, caracterizado por la inhibicion progresiva de las defensas
antioxidantes en higado, branquias y cerebro, y por una respuesta compensatoria intestinal
que, aunque sostenida, resulta insuficiente para prevenir el dafio oxidativo a altas

concentraciones del farmaco.
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Figura 9. Actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT
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estandar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****

p<0.0001), mientras que “n.s.” indica ausencia de diferencias significativas.
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7.3. Modulacion de la actividad de la AChE

En ambos tratamientos, si bien se observé una tendencia decreciente de la actividad
enzimatica desde las concentraciones mas bajas evaluadas (Figura 10A-B), la exposicién a
2 pg/L de cisplatino y a 0.1 pg/L de imatinib no produjo cambios estadisticamente
significativos, lo que indica la ausencia de un efecto detectable en dichos niveles. En
contraste, a 5 ug/L de cisplatino y 1 pg/L de imatinib se observo una inhibicidn significativa
de la actividad de la AChE (p < 0.05), lo que sefiala el inicio de alteraciones funcionales en
el sistema colinérgico cerebral. Este efecto inhibitorio se intensificé a 10 pug/L en ambos
farmacos, concentracion en la que la reduccién de la actividad enzimatica fue mas
pronunciada y altamente significativa (p < 0.01 para cisplatino y p < 0.001 para imatinib), lo
que consolidé una relacion dosis—respuesta consistente. En conjunto, estos resultados
demuestran que la exposicion durante 96 horas a cisplatino e imatinib induce una inhibicion
significativa de la AChE cerebral a concentraciones intermedias y elevadas, mientras que las
concentraciones bajas no generan alteraciones estadisticamente significativas, lo que

respalda el caracter dosis-dependiente del efecto neurotoxico observado.
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Figura 10. Actividad de la AChE en el cerebro de pez cebra (Danio rerio) tras 96 horas de
exposicion a cisplatino (A) e imatinib (B). Los datos se expresan como media + desviacion
estandar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo
control (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001), mientras que “n.s.” indica

ausencia de diferencias significativas.
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7.4. Perfiles de expresion de ARNm
7.4.1. Cisplatino

A bajas concentraciones de cisplatino (2 pg/L) se observdé una induccion positiva
estadisticamente significativa de la mayoria de los genes en todos los tejidos, lo que evidencia
una activacion temprana de las respuestas celulares al estrés, aunque con perfiles
marcadamente tisulares (Figura 11A). En el higado predomindé una respuesta adaptativa
orientada al mantenimiento de la homeostasis, sustentada en la induccion de genes
citoprotectores (nrfl, nrf2), reguladores del metabolismo energético (prkaa2) y de la
homeostasis del calcio (ddit3), junto con una activacion limitada de genes proapoptéticos,
sin cambios significativos en bax. En contraste, el cerebro mostré un patron transcripcional
mas complejo y vulnerable, caracterizado por la activacion simultdnea de mecanismos
antioxidantes y de estrés del RE, pero acompariada de una induccion temprana y significativa
de genes proapoptoticos (mapk8, bax, p53 y casp3), de mayor magnitud que la observada
para bcl2, asi como por la disminucion significativa de genes asociados al desarrollo y
mantenimiento neuronal (manf, otpa y myf6), lo que sugiere un compromiso precoz de la
homeostasis neuronal. Por su parte, el intestino y las branquias presentaron un perfil
diferencial dominado por la represion significativa de genes citoprotectores con elevada
expresion basal (bcl2, nrfl y nrf2), junto con la induccién del resto de los genes analizados,
indicando un deterioro temprano de la capacidad antioxidante, particularmente acentuado en
las branquias. Al incrementarse la concentracion a 5 ug/L, la magnitud de la regulacion
génica aumentd de forma generalizada, consolidando un desplazamiento funcional en el
equilibrio entre las sefiales de supervivencia y de muerte celular. En el higado y el cerebro,
nrfl y nrf2 alcanzaron sus maximos niveles de expresion, lo que refleja un esfuerzo
antioxidante robusto que, sin embargo, fue superado por una induccién mas pronunciada de
genes proapoptoticos, lo que indica el inicio del predominio de las vias apoptoticas. En el
cerebro, esta transicion se acompafio de la persistente supresion de genes implicados en el
desarrollo neuronal, reforzando la nocién de una vulnerabilidad funcional progresiva. En
paralelo, el intestino y las branquias mostraron una acentuacion de la regulacion negativa de
bcl2, nrfl y nrf2, junto con una marcada induccion de mapk8 y otros marcadores
proapoptaticos, lo que configura un perfil claramente orientado al estrés y la apoptosis, con

una capacidad adaptativa sensiblemente menor que la de los tejidos centrales. Finalmente, en
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la concentracion mas alta (10 pg/L), la respuesta transcripcional alcanzd su maxima
intensidad y se volvié homogeénea entre los distintos tejidos. En todos los érganos analizados,
los genes proapoptoticos (bax, p53 y casp3) registraron los niveles mas elevados del
experimento, evidenciando un estado de dafio celular severo, mientras que los genes
citoprotectores (nrfl, nrf2 y bcl2) disminuyeron de manera marcada respecto a las
concentraciones intermedias, especialmente en el intestino y las branquias, lo que indica el
colapso de los mecanismos antioxidantes y antiapoptoticos. Aunque el higado y el cerebro
conservaron una respuesta antioxidante relativamente mayor, esta resultd claramente
insuficiente para contrarrestar la activacion generalizada de las vias apoptéticas. En conjunto,
estos resultados demuestran que el cisplatino induce una respuesta molecular progresiva y
dependiente de la dosis, caracterizada por una fase inicial de adaptacion celular que
evoluciona hacia un perfil proapoptético dominante, con una susceptibilidad particularmente
marcada en los tejidos periféricos.
7.4.2. Imatinib

A bajas concentraciones de imatinib (0.1 ug/L) se evidencioé una activacion transcripcional
temprana, con perfiles claramente dependientes del tejido, lo que refleja estrategias
adaptativas diferenciadas (Figura 11B). En el higado y las branquias, la mayoria de los genes
analizados mostro una regulacion positiva estadisticamente significativa; sin embargo, esta
activacion global se acompafio de una disminucion significativa de los genes citoprotectores
y reguladores del metabolismo energético (nrfl, nrf2 y prkaal), lo que indica un
desplazamiento inicial del equilibrio celular hacia la activacion de vias proapoptoticas,
especialmente en estos tejidos periféricos. En contraste, el cerebro y el intestino presentaron
una respuesta mas conservadora, caracterizada por la induccion significativa de nrfl y nrf2,
la regulacion negativa de prkaal y cambios no significativos en el resto de los genes, lo que
sugiere una respuesta predominantemente adaptativa orientada al refuerzo de los mecanismos
antioxidantes y al mantenimiento de la homeostasis celular. Al incrementarse la
concentracion a 1 pg/L, estas diferencias tisulares se acentuaron y dieron lugar a perfiles
funcionales claramente divergentes. En el higado y las branquias, la induccién génica fue
altamente significativa y generalizada, mientras que nrfl, nrf2 y prkaal profundizaron su
regulacion negativa. De manera concomitante, los genes proapoptoticos bax, p53 y casp3 se

incrementaron de forma marcada, superando consistentemente la expresion de bcl2; en
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particular, la elevada expresion de casp3 en el higado evidencio la activacion robusta de la
fase ejecutora de la apoptosis y el claro predominio de las vias de muerte celular. Por el
contrario, en el cerebro y el intestino se observd un fortalecimiento relativo de los
mecanismos citoprotectores, con nrfl alcanzando su maxima expresion y niveles elevados
de bcl2, lo que indica una respuesta orientada a preservar la viabilidad celular y a contener,
al menos parcialmente, la activacion apoptética. Finalmente, en la concentracién més alta de
imatinib (10 pg/L), la respuesta transcripcional alcanzé su méxima intensidad y se volvio
mas homogénea entre los tejidos. En todos los 6rganos analizados se registraron los niveles
mas bajos de expresidn de nrfl, nrf2 y prkaal, junto con los incrementos maximos de bax,
p53 y casp3, lo que evidencia un colapso generalizado de los mecanismos citoprotectores y
metabdlicos ante un dafio celular severo. No obstante, persistieron diferencias tisulares en la
expresion de bcl2, que se mantuvo relativamente mas elevada en el cerebro y el intestino que
en el higado y las branquias, sugiriendo una capacidad antiapoptdética residual mayor en los
tejidos centrales. En conjunto, estos resultados demuestran que el imatinib, al igual que el
cisplatino, induce una respuesta molecular progresiva y estrictamente dependiente de la
dosis, caracterizada por una fase inicial adaptativa seguida de una transicion hacia un perfil
proapoptdtico dominante, con una susceptibilidad particularmente marcada en los tejidos

periféricos.
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Figura 11. Gréfico de barras circular que muestra la expresion de genes normalizada en higado, branquias, cerebro e intestino de Danio rerio
expuestos a cisplatino (A) e imatinib (B) durante 96 h. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control (*

p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001), mientras que “n.s.” indica ausencia de diferencias significativas.
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8. DISCUSION

El creciente uso clinico de agentes antineoplasicos ha incrementado inevitablemente su
liberacion al medio ambiente, lo que ha intensificado la preocupacion por sus posibles
consecuencias ecoldgicas. A pesar de este problema emergente, los efectos bioldgicos de
estos farmacos en organismos acuaticos no objetivo han recibido poca atencion cientifica, lo
que deja importantes lagunas en el conocimiento sobre sus impactos funcionales y los
mecanismos subyacentes de toxicidad. Entre estos compuestos, el cisplatino, un agente
quimioterapéutico ampliamente prescrito para el tratamiento de tumores sélidos (Romani,
2022), y el imatinib, una terapia fundamental en el manejo de la leucemia, ejemplifican este
problema, ya que sus efectos neuroconductuales en peces y los mecanismos subyacentes a su
toxicidad multiorganica permanecen en gran parte inexplorados. En este contexto, el presente
estudio se disefié para abordar estas lagunas mediante la evaluacion sistematica de los efectos
toxicologicos y moleculares del cisplatino y el imatinib en el pez cebra, un modelo
representativo de vertebrados acuaticos. Especificamente, el estudio tuvo como objetivo
determinar si la exposicion a concentraciones ambientalmente relevantes, correspondientes
al limite inferior del rango reportado en efluentes de aguas residuales, es suficiente para
inducir neurotoxicidad detectable, a la vez que se dilucidan los mecanismos biolégicos que
impulsan los efectos multiorganicos asociados al cisplatino y al imatinib. Para lograr estos
objetivos, la investigacion se centro en el higado, el cerebro, el intestino y las branquias,
organos fundamentales para la biotransformacion de xenobidticos, el equilibrio
osmorregulador y la coordinacién de las respuestas fisiologicas sistémicas, lo que
proporciona informacion crucial sobre las vias toxicologicas directas e indirectas. Aunque el
corazén y el rifion también son oOrganos clave en las evaluaciones toxicologicas, se
excluyeron intencionalmente del presente analisis debido a que su vulnerabilidad a las
lesiones inducidas por cisplatino e imatinib ya esta bien establecida (Savi et al., 2018; Emadi
et al., 2019; Kim et al., 2020; Morales Fénero et al., 2021; Nunes et al., 2023; Padovani et
al., 2024). De hecho, el cisplatino y el imatinib se utilizan con frecuencia para inducir lesion
renal agud en el pez cebra debido a su acumulacion en los tejidos renales. En consecuencia,
al priorizar tejidos menos explorados, pero funcionalmente criticos, este estudio busca

proporcionar una comprension mas completa y ecoldégicamente relevante de los riesgos
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neurotoxicos y multiorganicos que plantean los agentes antineopldsicos en ambientes
acuaticos.

Los resultados de la prueba de tanque novedoso demuestran que tanto el cisplatino como el
imatinib provocan alteraciones neuroconductuales pronunciadas en el pez cebra, pero con
perfiles conductuales e implicaciones mecanicistas distintas. La exposicion al cisplatino en
concentraciones de 2, 5 y 10 ug/L provocd un deterioro pronunciado de la actividad
locomotora, que se manifestd principalmente en periodos prolongados de inmovilidad y la
aparicién concomitante de comportamientos similares a la ansiedad. Estos hallazgos
coinciden con los de Fonseca et al. (2017), quienes observaron que los poliquetos expuestos
a 0.1 pug/L de cisplatino presentaron tasas de excavacion mas bajas que los gusanos marinos
no tratados. Por lo tanto, la inmovilidad o la disminuciéon de la actividad parecen ser
respuestas criticas y constantes en diversas especies acuaticas expuestas al cisplatino. Sin
embargo, es fundamental destacar que, si bien la naturaleza de las alteraciones conductuales
parece conservarse en organismos taxonomicamente diversos, los umbrales de concentracion
necesarios para desencadenar dichas respuestas pueden diferir sustancialmente. Estas
variaciones probablemente se deban a rasgos fisiologicos, capacidades metabolicas y vias de
exposicion especificos de cada especie. Por ejemplo, los poliquetos presentan alteraciones
del comportamiento a concentraciones notablemente mas bajas (0.1 ug/L), lo que sugiere una
mayor sensibilidad, posiblemente relacionada con diferencias en la absorcion del farmaco o
en el procesamiento metabolico, en comparacion con el pez cebra, que responde a
concentraciones mas altas (2 - 10 pug/L). En concordancia con lo anterior, los resultados de
otro estudio demostraron una reduccién, dependiente de la concentracion, en varios
parametros de movimiento, como la distancia de nado, la velocidad, la frecuencia de salto y
la eficiencia de propulsion, en dafnidos expuestos a concentraciones de cisplatino de entre
125 y 1000 pg/L (Bownik et al., 2020). Estos hallazgos sugieren que, si bien el cisplatino
induce disfuncion motora, también desencadena reacciones de estrés en el organismo.

A diferencia de los efectos locomotores predominantemente supresores observados tras la
exposicion al cisplatino, el imatinib provoco un perfil conductual en el pez cebra que indicaba
mas bien una alteracion del estado afectivo que un deterioro motor generalizado. Los peces
expuestos a imatinib mostraron una mayor frecuencia de estados de alta movilidad,

permanencia prolongada en el fondo del tanque y entrada tardia a las regiones superiores,
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una serie de respuestas que, en el marco de la NovelTank Test, se interpreta ampliamente
como un reflejo de niveles elevados de ansiedad (Fontana et al., 2022). Por lo tanto, el patron
conductual observado en los peces expuestos a imatinib es consistente con la manifestacion
de un estado similar a la ansiedad. En cuanto a la actividad locomotora, es fundamental
reconocer que su relaciéon con la ansiedad en el pez cebra es compleja. Si bien los individuos
ansiosos pueden presentar inhibicion conductual caracterizada por inmovilidad o limitacion
del movimiento, también pueden mostrar una mayor excitacién, que se manifiesta como
natacion intensa y erratica, especialmente en el fondo del tanque. Este Ultimo patron, a
menudo descrito como locomocién frenética o en zigzag, se considera una respuesta de
miedo estereotipada ante estimulos nuevos o amenazantes, como la presencia repentina de
depredadores o de entornos desconocidos (Speedie y Gerlai, 2008). De hecho, estudios
previos han observado que el aumento de la velocidad de natacion o la distancia recorrida
puede acompariar a estados similares a la ansiedad (Johnson et al., 2023), lo que refleja
intentos de escapar o evitar amenazas percibidas. Hasta donde se sabe, este es el primer
estudio que evalla los posibles riesgos neuroconductuales que plantea el imatinib en peces,
lo que impide comparaciones directas con datos ictiologicos previos. No obstante, la
evidencia de estudios en humanos sugiere una relacion entre la exposicion a imatinib y
alteraciones del comportamiento, en particular, sintomas de ansiedad. Por ejemplo, encuestas
cualitativas realizadas entre pacientes holandeses con tumores del estroma gastrointestinal
revelaron que algunos individuos asociaron la aparicion de ansiedad o inestabilidad
emocional con la terapia con imatinib (van de Wal et al., 2024). De manera similar,
investigaciones realizadas en pacientes con leucemia mieloide crénica tratados con
inhibidores de la tirosina cinasa, como imatinib, nilotinib y dasatinib, informaron una mayor
incidencia de depresion y ansiedad, con tamarfios de efecto que van de moderados a graves
(Phillips et al., 2013). Ademas, hallazgos complementarios de estudios en animales han
demostrado que la administracion de imatinib (80 mg/kg) en ratones induce pérdida de peso,
toxicidad hepatica, reduccién del comportamiento exploratorio y otras manifestaciones
consistentes con estados similares a la ansiedad y la depresion (Tian et al., 2023). En
conjunto, estos hallazgos sugieren que, si bien tanto el cisplatino como el imatinib alteran el
comportamiento del pez cebra, el cisplatino induce predominantemente supresion

locomotora acompafiada de respuestas fisiologicas relacionadas con el estrés, mientras que
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el imatinib parece modular principalmente el estado afectivo, manifestandose como
alteraciones asociadas a la ansiedad en la exploracion vertical y los patrones de actividad.

La aparicién de comportamientos similares a la ansiedad tras la exposicion a ambos farmacos
subraya la importancia de dilucidar los mecanismos neurobiolégicos subyacentes a dicha
respuesta. En este contexto, las alteraciones conductuales inducidas por cisplatino e imatinib
parecen converger mecanicamente en la alteracion del sistema colinérgico, en particular a
través de la modulacion de la actividad de la AChE, aunque la naturaleza, la plausibilidad y
el respaldo probatorio de los mecanismos subyacentes difieren sustancialmente entre ambos
compuestos. En el caso del cisplatino, por ejemplo, Trombini et al. (2016) plantearon la
hipotesis de que el estrés oxidativo provoca dafio en la membrana celular, lo que promueve
la liberacion de AChE al entorno extracelular. Por el contrario, Fonseca et al. (2017)
informaron de una inhibicion significativa de la AChE en gusanos marinos, atribuyendo este
efecto a las interacciones nucleofilicas entre el cisplatino y los sustratos de la enzima. Estos
resultados aparentemente divergentes subrayan la complejidad de las interacciones
cisplatino-AChE y sugieren que las diferencias interespecificas en la fisiologia o en la
variabilidad estructural entre las isoformas de AChE pueden modular criticamente la
susceptibilidad a la modificacion oxidativa o a la interferencia quimica. En este contexto, los
hallazgos actuales de inhibicién de AChE en el pez cebra estan mas estrechamente alineados
con las observaciones en gusanos marinos, lo que apoya la hipotesis de que la exposicion al
cisplatino puede comprometer la funcion enzimatica en lugar de simplemente alterar la
localizacion de la enzima. Una explicacion plausible para esta inhibicién es que las ROS
generadas durante el estrés oxidativo inducido por cisplatino pueden oxidar directamente
residuos de aminoacidos especificos en el sitio activo de AChE, comprometiendo finalmente
su funcion enzimatica. Sin embargo, es esencial enfatizar que esta explicacion mecanicista
sigue siendo hipotética, ya que la presente investigacion no incorpord estrategias
experimentales directas para confirmar las modificaciones mediadas por ROS en el sitio
activo de la enzima. Lo anterior representa una limitacion significativa, ya que mecanismos
alternativos, como la modulacion epigenética, las vias de inhibicion indirecta o las
modificaciones postraduccionales no oxidativas, también podrian contribuir a la inhibicién
enzimatica observada. No obstante, a pesar de estas limitaciones, el mecanismo propuesto se

sustenta con cautela, en la evidencia correlativa del presente estudio y en informes previos
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que vinculan el estrés oxidativo con la disfuncion de la AChE (Schallreuter y Elwary, 2007;
Garcimartin et al., 2017). Por consiguiente, se justifican futuras investigaciones que empleen
estrategias molecularmente dirigidas para esclarecer en qué medida las alteraciones mediadas
por ROS contribuyen a la inhibicion de la AChE inducida por cisplatino in vivo.

Tras la exposicion a imatinib, surge un patron comparable, aunque mecanisticamente
distinto, en el que las conductas ansiosas también se asocian con una reduccion de la
actividad de la AChE. Sin embargo, a diferencia del cisplatino, la evidencia disponible indica
que este efecto se media predominantemente por mecanismos indirectos. Por ejemplo,
Giacomini et al. (2020) informaron que la inhibicidon de la AChE por donepezilo en peces
cebra adultos aumento los niveles de cortisol en todo el cuerpo, a la vez que indujo conductas
ansiosas, lo que establece una relacion mecanistica directa entre la inhibicién enzimatica y la
activacion del eje hipotalamo-hipofisario-interrenal. En consonancia con estos hallazgos, el
presente estudio revel6 que imatinib indujo una reduccion de la actividad cerebral de la AChE
dependiente de la concentracion, concomitante con el desarrollo de conductas ansiosas, lo
que respalda la existencia de una relacién funcional entre la inhibicion enzimatica y la
alteracion del estado afectivo. Sin embargo, a pesar de esta clara relacion funcional,
actualmente no existe evidencia de una interaccion directa entre imatinib y la garganta
catalitica de la AChE, ni de que imatinib actie como un inhibidor clasico del sitio activo.
Esto se debe principalmente a que, desde una perspectiva estructural, el voluminoso
andamiaje de imatinib carece de los grupos de cabeza cuaternarios/cationicos y de los grupos
de interaccion cation-n caracteristicos de los potentes ligandos de AChE del sitio activo
(Colletier et al., 2006). Estas consideraciones estructurales, junto con la ausencia de datos de
union directa, sugieren que es improbable que la inhibicion enzimatica observada se deba a
un bloqueo candnico del sitio activo, apuntando en cambio a mecanismos indirectos. Una
alternativa plausible implica modificaciones postraduccionales oxidativas u otras no
candnicas. En este contexto, se sabe que las ROS y RONS oxidan los tioles de cisteina
proteica a derivados de acido sulfénico (-SOH), sulfinico (-SO,H) o sulfonico (-SOsH), asi
como los residuos de metionina a sulfoxido o sulfona de metionina (Averill-Bates, 2024;
Rouyeére et al., 2022). Dichas modificaciones oxidativas, potencialmente derivadas del estrés
celular inducido por imatinib, podrian comprometer la integridad estructural o la eficiencia

catalitica de la AChE, contribuyendo asi a la reduccion observada en la actividad enzimatica.
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Sin embargo, esta hipdtesis no se evalud directamente en el presente estudio. Por lo tanto,
para diferenciar entre los modos directos e indirectos de inhibicion de la AChE, los estudios
futuros deberian emplear una estrategia experimental integral que incluya ensayos de
actividad de la AChE in vitro o ex vivo, experimentos de reversibilidad y reactivacion, y
enfoques quimico-proteémicos. En conjunto, estos hallazgos indican que el cisplatino y el
imatinib, a pesar de sus distintas estructuras quimicas y dianas farmacoldgicas, convergen
funcionalmente en la inhibicién de la AChE vy la desregulacion colinérgica, manifestandose
finalmente como alteraciones del comportamiento relacionadas con la ansiedad. Sin
embargo, parece mas probable que el cisplatino ejerza sus efectos mediante interferencia
oxidativa o quimica directa con la funcion enzimatica, mientras que el imatinib induce
predominantemente modificaciones secundarias mediadas por el estrés que comprometen
indirectamente la sefializacion colinérgica.

Las alteraciones neuroconductuales y la toxicidad multiorganica provocadas por la
exposicion al cisplatino y al imatinib en organismos acuaticos no pueden atribuirse a la
inhibicion aislada de la actividad de la AChE, sino a una red compleja e interconectada de
procesos bioquimicos y bioenergéticos. En el caso del cisplatino, la evidencia acumulada
indica que el deterioro conductual y la toxicidad sistémica estan estrechamente relacionados
con alteraciones del metabolismo energético celular y de la homeostasis idnica, que, a su vez,
amplifican el estrés oxidativo. Por ejemplo, Bownik et al. (2020) sugirieron que el deterioro
conductual en los dafnidos podria deberse a la inhibicion de la bomba de Na+/K+. Esta
bomba es una proteina esencial de membrana que mantiene los gradientes iGnicos mediante
el transporte de tres iones Na+ fuera de la célula y dos iones K+ hacia ella, utilizando ATP
(Pirahanchi et al., 2023). Por lo tanto, la inhibicion de esta bomba, posiblemente causada por
una disminucion en la produccion de ATP debido a la disfuncion mitocondrial, puede
conducir a laacumulacion intracelular de Na+ y al agotamiento de K+, lo que, a su vez, altera
el potencial de membrana en reposo y conduce al estrés oxidativo (Lv et al., 2022; Zhang et
al., 2022a,b; Kathiresan et al., 2025). En este contexto, los hallazgos del presente estudio son
particularmente notables, ya que la exposicion al cisplatino indujo estrés oxidativo en todos
los érganos examinados, siendo el higado el que presento el dafio mas pronunciado, seguido
del cerebro, el intestino y las branquias. En consonancia con estos hallazgos, Fonseca et al.

(2017) informaron que incluso bajas concentraciones de cisplatino (0,1 pg/L) inhibieron las
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actividades de SOD, CAT y GST en Nereis diversicolor. De manera similar, Trombini et al.
(2016) observaron que la misma concentracion redujo significativamente la actividad de
SOD en las branquias de Mytilus galloprovincialis, con niveles de actividad 4.9 veces
inferiores a los del control. No obstante, Trombini et al. (2016) también sugirieron que la
exposicion prolongada al cisplatino podria provocar una reactivacion compensatoria de las
defensas antioxidantes en respuesta al estrés oxidativo sostenido. Por lo tanto, se justifican
estudios adicionales para explorar los efectos a largo plazo de la exposicion cronica al
cisplatino en especies acuéticas, en particular, su impacto en la persistencia y la regulacion
de los mecanismos antioxidantes.

De manera similar, aunque el imatinib se desarroll6 como un inhibidor altamente selectivo
de latirosina cinasa BCR-ABL, la evidencia acumulada indica que ejerce efectos no deseados
sustanciales sobre la funcion mitocondrial y la homeostasis redox, lo que probablemente
sustenta su perfil toxicologico en organismos acuaticos no objetivo. Por ejemplo, Gajski et
al. (2019) demostraron que el tratamiento con imatinib en células sanguineas humanas
circulantes redujo los niveles de glutation, acompariado de concentraciones elevadas de
malondialdehido y PCC, biomarcadores clave del estrés oxidativo. De igual manera, Bouitbir
et al. (2020) informaron que la exposicién a imatinib en miotubos C2C12 y células RD
humanas aumentdé la acumulacion de superéxido mitocondrial y aumentd la regulacion
positiva de la sod2 y la caspasa-3 escindida, lo que sugiere que el imatinib provoca disfuncion
mitocondrial, que, a su vez, conduce al estrés oxidativo y la muerte celular. Estudios en
animales corroboran ain mas estos hallazgos. En ratas, la administracion de imatinib se
asocio con niveles elevados de ROS en el tejido renal, disminucion de la actividad de la
deshidrogenasa mitocondrial, aumento de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
y despolarizacién de mitocondrias renales aisladas (Emadi et al., 2019). En consonancia con
estos hallazgos mecanisticos, el presente estudio reveld una clara induccién de estrés
oxidativo, dependiente de la concentracion, en todos los 6rganos del pez cebra examinados
tras la exposicién a imatinib, siendo el higado y las branquias los tejidos mas vulnerables,
seguidos del cerebro y del intestino. En conjunto, estos resultados demuestran que el
cisplatino y el imatinib, a pesar de sus distintas dianas farmacoldgicas y propiedades
quimicas, convergen en el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial como factores clave

del deterioro neuroconductual y de la toxicidad multiorganica. Sin embargo, la toxicidad del
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cisplatino parece estar mas estrechamente relacionada con la insuficiencia bioenergética y la
alteracion secundaria de los sistemas de regulacion idnica, mientras que el imatinib induce
predominantemente un desequilibrio redox a través de efectos mitocondriales no diana.

Mas alld de su capacidad compartida para alterar la homeostasis redox, tanto el cisplatino
como el imatinib pueden inducir una profunda reprogramacion transcripcional en organismos
no diana, afectando a genes que regulan la integridad del ADN, la funcion mitocondrial, el
metabolismo energético y otras vias de respuesta al estrés que, en UGltima instancia,
determinan el destino celular. El cisplatino, en particular, reconocido por su alta reactividad
con las nucleobases y su capacidad para formar enlaces cruzados intra e intercatenarios del
ADN, puede inducir un arresto transcripcional y, por lo tanto, desregular significativamente
multiples genes relacionados con el estrés y la apoptosis (Jung y Lippard, 2006; Roy y
Schérer, 2016; Rycenga y Long, 2018). En este estudio, por ejemplo, la exposicion al
cisplatino provoco una desregulacion sustancial de maltiples genes, como mapk8, prkaa2,
ddit3 y stimla, todos ellos implicados en la disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo y las
vias de apoptosis celular. EI gen mapk8, o cinasa N-terminal 1 de c-Jun, es un elemento
esencial de la via de sefializacion de cinasa MAP, que se activa ante diversos factores de
estrés, como el dafio al ADN (Xu et al., 2018; Zhou et al., 2023). Tras su activacion, mapk8
modula las vias de sefializacion posteriores que regulan procesos celulares como la
proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular programada. Sin embargo, la expresion
aberrante de este gen, como se observé en este estudio, puede comprometer la estabilidad
celular y promover la apoptosis. En consonancia con estos hallazgos, estudios recientes han
indicado que la desregulacion de mapk8 puede amplificar las vias de sefializacion apoptética
al influir en la actividad de p53, lo que conlleva un aumento de la expresion de bax (Lu et
al., 2017; Miao et al., 2022). Tras esta sobreexpresion, la proteina bax migra a la mitocondria,
donde inicia la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial, lo que resulta en la
liberacién de citocromo C. Esta liberacion facilita la formacidn de un complejo con apaf-1y
procaspasa-9, que posteriormente desencadena la activacion de la cascada de caspasas, un
proceso critico en la ejecucion de la apoptosis (Elena-Real et al., 2018; Queirds et al., 2023).
No obstante, cabe destacar que la sobreexpresion del gen bax debido al dafio del ADN
inducido por cisplatino extiende su funcién mas alla del inicio de la apoptosis. Este proceso

también esta intrinsecamente vinculado a la disfuncién mitocondrial, crucial para mantener
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la homeostasis energética celular (Kalpage et al., 2020). Estudios recientes, por ejemplo, han
demostrado que concentraciones de cisplatino de entre 15.05 y 301.1 pg/L provocan
disfuncion mitocondrial, afectando notablemente el metabolismo energético (Shahab et al.,
2021; Hung et al., 2022). En consonancia con estos hallazgos, el presente estudio observo
que el gen prkaa2 se alter6 en el cerebro, las branquias, el intestino y el higado del pez cebra
tras 96 h de exposicion al cisplatino. El gen prkaa2 codifica la subunidad alfa catalitica de la
AMPK, una enzima responsable de la fosforilacion de diversas dianas para restablecer el
equilibrio energético celular mediante la inhibicion de los procesos que consumen energia y
la activacion de las vias generadoras de energia (Behera y Bhutia, 2023; Sharma et al., 2023).
La disfuncion de prkaa2 puede afectar la capacidad de la célula para gestionar el estrés
energético, aumentando la probabilidad de apoptosis, especialmente en tejidos con alta
demanda energética, como el cerebro (Li et al., 2020). Esta disfuncion puede explicar la
sobreexpresion de prkaa2 observada en el cerebro de peces expuestos a cisplatino. La AMPK,
a través de prkaa2, también facilita la expresion de enzimas antioxidantes esenciales, como
la SOD y la CAT, al activar la via de sefializacion de nrf2 (Xue et al., 2021). Por lo tanto, la
sobreexpresion de prkaa2 observada en este estudio puede inducir la activacion mediada por
nrf2, aumentando asi los niveles de enzimas antioxidantes. Sin embargo, es fundamental
destacar que una mayor expresion de prkaa2 y nrf2 no implica necesariamente que los
mecanismos de proteccidn sean totalmente eficaces para neutralizar las ROS. Los hallazgos
de este estudio, por ejemplo, revelaron que, a pesar de la regulacion positiva de estos genes,
las respuestas protectoras resultaron inadecuadas para mitigar por completo el estrés
oxidativo desencadenado por el cisplatino, como se evidencid en todos los 6rganos de los
peces. Simultaneamente con la alteracion mitocondrial, el cisplatino también puede alterar la
funcion del RE (Gentilin et al., 2019), lo que se traduce en la sobreexpresion de ddit3,
también conocida como CHOP (proteina homéloga de C/EBP). CHOP es un factor de
transcripcidn crucial que regula el estrés celular, en particular en respuesta al estrés del RE
(Kimet al., 2017). Sin embargo, si el estrés no se resuelve, CHOP puede cambiar la respuesta
de supervivencia a apoptosis al afectar la expresion de genes que regulan las vias de muerte
celular y supervivencia (Yang et al., 2021; Li et al., 2015; Lee et al., 2017). Este mecanismo
esta respaldado por hallazgos recientes que muestran que la sobreexpresion de CHOP induce

la detencion del ciclo celular o la apoptosis mediante la regulacion de varios genes
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proapoptdticos, incluidos DR5 (receptor de muerte 5), TRB3 (homologo 3 de Tribbles) y
CAVI (anhidrasa carbonica VI) (Hu et al., 2019). Ademas, otros estudios también han
demostrado que la expresion elevada de CHOP reduce la viabilidad celular y aumenta la
apoptosis en células de cancer de pulmon tratadas con cisplatino (Wang et al., 2021). Un
factor clave del estrés del RE es la alteracion de la homeostasis del calcio (Rodriguez et al.,
2020; Groenendyk et al., 2021). La desregulacion persistente del calcio puede establecer un
ciclo de retroalimentacion perjudicial, saturando el RE y las mitocondrias y exacerbando el
estrés oxidativo, la apoptosis celular y el deterioro funcional (Zhang et al., 2024). Sin
embargo, el desequilibrio del calcio no se limita al estrés del RE; también puede dafiar otros
componentes celulares. Por ejemplo, el desequilibrio de calcio puede activar las calpainas, lo
que provoca la degradacion de diversos componentes celulares, como las proteinas del
citoesqueleto, las moléculas de adhesion y las proteinas de sefializacion (Yoder et al., 2023).
Esta degradacion compromete la integridad del citoesqueleto, perjudica el transporte axonal
y puede provocar hinchazén o fragmentacion de la axonema. En este estudio, la expresion de
sarml, un gen caracteristico de la degeneracion axonal, se incrementd considerablemente en
el cerebro, lo que respalda la posibilidad de que el cisplatino también induzca efectos
neurotdxicos en peces.

La exposicidbn a imatinib también produjo una firma transcripcional parcialmente
superpuesta, aungque mecanisticamente distinta, en comparacion con la del cisplatino. En este
sentido, al igual que el cisplatino, el imatinib aumenté significativamente la expresion de
bax, bcl2, p53 'y casp3, lo que indica la participacion de la sefializacién apoptdtica intrinseca.
Sin embargo, a diferencia de las respuestas relacionadas con AMPK observadas tras la
exposicion al cisplatino, el imatinib disminuyd notablemente la expresion de prkaal. Esta
disminucion de la expresion de prkaal, que codifica la subunidad catalitica al de la proteina
AMPK, es particularmente notable dado el papel crucial de AMPK en la regulacion del
metabolismo energético, la autofagia y el crecimiento celular en condiciones de estrés
metabolico (Krishan et al., 2014). En células cancerosas, por ejemplo, la supresion de la
sefializacién oncogénica suele inducir estrés metabdlico que activa la AMPK, promoviendo
asi la supervivencia celular mediante autofagia (Hirao et al., 2018). No obstante, los efectos
no deseados de los TKI en tejidos normales también pueden afectar a la AMPK, aunque a

menudo de forma opuesta. Por ejemplo, en células cardiacas, se ha demostrado que los TKI
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dirigidos al VEGF, como el sunitinib, inhiben la AMPK, lo que perjudica la adaptacion
metabolica y provoca cardiotoxicidad tanto en corazones de ratdn como en cardiomiocitos
cultivados (Shyam Sunder et al., 2023). Asimismo, se ha descrito que el inhibidor de
ALK/MET, crizotinib, suprime la fosforilacion de AMPKa en Ser-485/491, lo que inhibe la
autofagia (Xu et al., 2024). En conjunto, estos hallazgos sugieren que los inhibidores de la
tirosina cinasa que inducen dafio mitocondrial también podrian inhibir simultdneamente la
respuesta protectora de la AMPK. Por lo tanto, aunque se justifica una mayor investigacion,
la evidencia disponible respalda la plausibilidad de que la disfuncién mitocondrial inducida
por imatinib esté estrechamente relacionada con la modulacion, y probablemente la
supresion, de las vias de sefializacion de la AMPK. En este contexto, la regulacion negativa
de prkaal parece representar un evento molecular critico, que contribuye, en primer lugar, a
la inhibicion de los procesos catabdlicos y al aumento de las vias anabolicas, lo que conduce
a la alteracion de la homeostasis energetica, una disminucion de la relacion
ATP/(ADP+AMP) y una consiguiente pérdida del potencial de membrana mitocondrial
(Carvalho et al., 2025); y, en segundo lugar, a la regulacién negativa de los genes
antioxidantes regulados por nrfl y nrf2, acompafada de una disminucion de los niveles de
SOD y CAT mitocondriales (Strohm et al., 2025). Estas alteraciones promueven el estrées
oxidativo y desencadenan cascadas de sefializacion proapoptdtica, incluida la liberacion de
citocromo c y la activacion de caspasas, lo que, en ultima instancia, conduce a un aumento
de la apoptosis, una menor viabilidad celular y respuestas celulares deterioradas (Khan et al.,
2022). En resumen, estos resultados demuestran que tanto el cisplatino como el imatinib
reprograman profundamente la expresion génica en el pez cebra, convergiendo en la
disfuncién mitocondrial, el estrés oxidativo y la apoptosis, a la vez que difieren en su
arquitectura reguladora ascendente. La toxicidad inducida por cisplatino, por ejemplo, parece
iniciarse principalmente por dafio directo al ADN, lo que activa cascadas de sefializacion
sensibles al estrés, promueve una comunicacion cruzada desadaptativa entre el RE y las
mitocondrias y provoca una regulacion positiva compensatoria, aunque finalmente
insuficiente, de las vias relacionadas con la energia y los antioxidantes. Por el contrario, el
imatinib ejerce sus efectos toxicos predominantemente a través de la inhibicion inespecifica
de la sefializacion dependiente de AMPK y nrf, lo que compromete la flexibilidad metabolica

celular y la capacidad de amortiguacion redox. Esta convergencia mecanicista, junto con
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distintos puntos de entrada transcripcional, subraya cémo antineoplasicos quimica y
farmacol6gicamente dispares pueden provocar efectos neurotéxicos y sistémicos
comparables en organismos acuaticos al alterar la integridad del genoma, la homeostasis
energética y las redes de respuesta al estres.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados integrados de este estudio demuestran que el cisplatino y el imatinib, dos
agentes antineoplasicos con estructuras quimicas, dianas farmacolégicas y aplicaciones
clinicas marcadamente distintas, ejercen efectos neurotoxicos y multiorganicos significativos
en el pez cebra cuando estan presentes a concentraciones ambientalmente relevantes. Esta
evidencia pone de manifiesto que la especificidad terapéutica de estos farmacos no se traduce
en selectividad ecoldgica y que, una vez liberados al ambiente acuatico, ambos compuestos
son capaces de interferir con procesos biol6gicos fundamentales en organismos no objetivo,
incluso en escenarios de exposicion de baja intensidad. Desde una perspectiva conductual, el
cisplatino y el imatinib indujeron alteraciones claras y reproducibles en el comportamiento
exploratorio, aunque con perfiles fenotipicos diferenciados que reflejan mecanismos
fisiopatologicos subyacentes distintos. La exposicion al cisplatino se asocio principalmente
con una supresion marcada de la actividad locomotora, caracterizada por periodos
prolongados de inmovilidad y una reduccion global del desplazamiento, lo que sugiere un
deterioro funcional vinculado a limitaciones bioenergéticas y neuromusculares. En contraste,
el imatinib provoco un patron conductual dominado por hiperactividad contextual,
exploracion vertical alterada y una permanencia prolongada en el fondo del tanque,
respuestas ampliamente interpretadas como indicadores de un estado afectivo ansioso mas
que de una incapacidad motora per se. No obstante, a pesar de estas diferencias fenotipicas,
ambos perfiles conductuales convergen funcionalmente en la expresion de estados similares
a la ansiedad, lo que apunta a una alteracion compartida de los circuitos neurobiologicos que
regulan la respuesta al estrés. Esta convergencia conductual se correlaciona con una
disrupcidn del sistema colinérgico, evidenciada por la inhibicion de la actividad de la AChE
en el cerebro tras la exposicibn a ambos antineoplasicos. Sin embargo, el analisis
comparativo de los mecanismos subyacentes sugiere vias de inhibicién claramente
diferenciadas. En el caso del cisplatino, la evidencia apunta a una interferencia mas directa
con la funcién enzimatica, probablemente mediada por estrés oxidativo y/o por interacciones
quimicas con residuos cataliticos criticos, lo que comprometeria de manera inmediata la
hidrolisis de la acetilcolina. Por el contrario, en el caso del imatinib, la inhibicion de la AChE
parece obedecer a mecanismos indirectos, derivados del estrés celular y de modificaciones

postraduccionales no canodnicas inducidas por un entorno redox alterado. Por lo tanto, aunque
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ambos farmacos convergen en una desregulacion colinérgica funcional, difieren
sustancialmente en sus puntos de intervencion molecular, lo que refuerza la idea de que
efectos neurotoxicos similares pueden emerger de arquitecturas mecanisticas distintas.

Ademas de la sefializacion colinérgica, el estrés oxidativo emergié como un eje central y
compartido de la toxicidad inducida por cisplatino e imatinib, aunque con patrones tisulares
y determinantes bioquimicos especificos para cada compuesto. El cisplatino indujo un dafio
oxidativo generalizado en todos los 6rganos analizados, con una afectacion particularmente
pronunciada en el higado, seguida del cerebro, el intestino y las branquias. Este patron sugiere
que la toxicidad del cisplatino esta estrechamente vinculada a la disrupcién del metabolismo
energético y a la alteracion secundaria de la homeostasis i6nica, procesos que potencian la
formacion de ROS y comprometen la viabilidad celular. En contraste, aunque el imatinib
también indujo estrés oxidativo sistémico, los érganos mas vulnerables fueron el higado y
las branquias, lo cual es consistente con una toxicidad mediada principalmente por disfuncion
mitocondrial no diana y desequilibrios redox derivados de la inhibicion inespecifica de rutas
de sefializacion criticas para la adaptacion metabdlica. Estas diferencias y convergencias a
nivel bioquimico se reflejan con claridad en las firmas transcripcionales inducidas por ambos
farmacos. El cisplatino provoco una reprogramacion génica dominada por la activacion de
vias sensibles al dafio directo del ADN, al estrés del RE y a la disfuncion mitocondrial,
evidenciada por la desregulacion de genes como mapk8, prkaa2, ddit3, stimlay sarml. Esta
respuesta sugiere una secuencia patogénica en la que el dafio genémico inicial desencadena
una comunicacion cruzada desadaptativa entre el nucleo, el RE y las mitocondrias, que
culmina en apoptosis, degeneracion axonal y colapso de la homeostasis energética. En
contraste, el imatinib indujo una activacion clara de la via apoptética intrinseca, acompafiada
de una regulacion negativa de prkaal, lo que indica la supresion de las respuestas adaptativas
dependientes de AMPK. En conjunto, estos hallazgos permiten proponer un modelo
integrador en el que el cisplatino y el imatinib convergen en resultados toxicos finales
similares, estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, apoptosis y alteraciones
neuroconductuales, pero através de trayectorias mecanisticas diferenciadas. Mientras que la
toxicidad del cisplatino parece iniciarse predominantemente por dafio directo al ADN y una
activacion compensatoria, aunque finalmente insuficiente, de las vias energéticas y

antioxidantes, el imatinib ejerce su efecto tdxico principalmente mediante la inhibicion de
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rutas adaptativas clave, en particular aquellas reguladas por AMPK vy nrf, lo que limita la
capacidad celular para responder eficazmente al estrés metabdlico y redox.
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