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Capitulo I. Resumen
El miconazol (MCZ) es un medicamento de uso humano y veterinario para el
tratamiento de infecciones causadas por hongos y algunas bacterias Gram positivas,
se encuentra en diversas presentaciones farmacéuticas, principalmente tépicas y
orales, lamentablemente la incidencia de estas infecciones ha ido en aumento y por
ende la presencia de este tipo de medicamentos en el medio ambiente,
convirtiéndolos en contaminantes emergentes. EIl MCZ se ha encontrado en cuerpos
de agua, sedimentos y lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales, este
imidazol y ha sido considerado un contaminante recalcitrante, por lo tanto, la presente
investigacion se realizé con el objetivo de determinar la teratogenicidad del MCZ en
larvas de anfibio Xenopus laevis expuestas a las siguientes concentraciones del
farmaco 0.00036, 0.0036, 0.036, 0.36, 3.6 mg/L durante 96 h (estadio NF46),
utilizando el ensayo FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay E1439-2019) que se
encuentra en la guia de la American Society for Testing Materials (ASTM), después
del tiempo de organogénesis también se determinaron parametros como la
mortalidad, CL50, CES50 y el indice teratogénico. La mortalidad fue mayor con dosis
altas y se observo la presencia de malformaciones, siendo las mas frecuentes:
despigmentacioén ocular, edema cefalico, craneofacial, craneal, cardiaco y abdominal,
anomalias de la notocorda, dilatacion anorrectal y mal enrollamiento del intestino y
del colon sigmoide. Se presentd una disminucién en parametros que determinan el
comportamiento de nado como distancia recorrida, aceleracién, tigmotaxis y aumento
de la inmovilidad, lo que afecta la supervivencia del espécimen, se evalud el estrés
oxidativo de este antifUngico mediante el grado de lipoperoxidacion, la actividad
enzimatica de superdéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). Por lo tanto, se puede
concluir que el MCZ causa efectos teratogénicos, dafio oxidativo y afectacion en el

comportamiento de X. laevis.



Capitulo Il. Introduccién

Las infecciones fungicas van en aumento y con ello el uso de medicamentos que las
contrarrestan (OMS, 2022) la prevalencia de estas infecciones se debe
principalmente al incremento de huéspedes vulnerables con inmunidad
comprometida, a exposiciones a un gran inéculo debido a actividades econdmicas y
recreativas como la tala de arboles, visitas a cuevas o remocidon de material
contaminado, también, por causas iatrogénicas y al cambio climatico, por lo que las
infecciones micéticas han adquirido gran importancia médica, veterinaria y ecoldgica
(Dhandapani et al., 2022; Gémez et al., 2023).

En México, en un periodo de cinco anos, en el Hospital Regional de Alta Especialidad
de Ixtapaluca del Estado de México, se reportaron 671 casos de micosis que
afectaron a hombres y mujeres de 0 a 85 afios, siendo el 62.6 % micosis oportunistas,
36.4% superficiales, 0.7% sistémicas y 0.3% subcutanea; la comorbilidad mas
frecuente es la diabetes mellitus, cuyo tratamiento de eleccién esta integrado por

antifungicos azdlicos o polienos (Frias et al., 2020).

Las micosis se clasifican en superficiales y profundas o invasivas, mientras que los
farmacos utilizados en su tratamiento se clasifican en cinco grupos farmacolégicos:

polienos, azoles, equinocandinas, alilaminas y pirimidinas (Angulo et al., 2022).

El mecanismo de accion de los polienos consiste en la union de ergosterol y la
extraccion de esteroles de membranas celulares, dentro de este grupo se encuentra
la anfotericina B, lipidica, liposomal, de complejo lipidico, de dispersiéon coloidal y

cocleada, la nistatina y la natamicina (Rivera et al., 2022).

Las equinocandinas inhiben de manera no competitiva a la enzima 1,3-p-D-glucano
sintasa, responsable de la sintesis de 3-B-D-glucano, polisacarido de la pared celular
de los hongos, y los farmacos que pertenecen a este grupo son la caspofungina,

micafungina, anidulafungina y rezafungina (Dongmo et al., 2024).

Las alilaminas son un grupo farmacoldgico integrado por terbinafina, flunarizina y
naftifina, cuya accion se debe a que inhiben la sintesis del ergosterol inactivando la
enzima escualeno epoxidasa ocasionando la acumulacion toxica del escualeno
(Hammoudi et al., 2022).



Mientras que en el grupo de pirimidinas la flucitosina inhibe la sintesis de ADN y
proteinas al competir con el uracilo una vez que la enzima citosina desaminasa la

convierte en 5-fluorouracilo (Martinez et al., 2023).

También existen triterpenoides como el Ibrexafungerp (Brexafemme) que son
similares a las equinocandinas inhibiendo a la glucano sintasa, la diferencia es que
este triterpenoide cuenta con una buena biodisponibilidad via oral (LIFE Worldwide,
2024).

Sin embargo, los azoles son el grupo de farmacos mas utilizados, son moléculas
sintéticas con un anillo heterociclico unido a una cadena alifatica con un grupo fenilo,
segun los atomos de nitrégeno que contiene el anillo azdlico, existen los imidazoles,
que contienen dos atomos de nitrégeno, como el clotrimazol, ketoconazol y
miconazol; y los triazoles, con tres atomos: el fluconazol, itraconazol, voriconzol,
posaconazol e isavuconazol (Teixeira et al., 2022). Los azoles bloquean la sintesis
de ergosterol mediante la inhibicion de 14- a-esterol desmetilasa provocando una
acumulacion de esteroles toxicos los cuales en conjunto con la reduccion de

ergosterol rompen la integridad de la membrana celular fungica (Logan et al., 2022).

El MCZ (1-[2-(2,4-diclorofenil)-2-[(2,4-diclorofenil) metoxi] etil] imidazol) tiene dos
modos de accion: es fungistatico a través de la inhibicion 14-a-esterol desmetilasa y
fungicida a través del aumento de las especies

e
C"Q_\ N\//_._N reactivas de oxigeno intracelular, al menos en parte a
O,i

cl través de la inhibicion de la catalasa y peroxidasa
< fungicas (Guo et al., 2024). En lo que respecta a sus
Fig.1. Molécula de [of propiedades fisicoquimicas (Tabla 1.), la solubilidad del
miconazol MCZ es baja en agua (menos de 1 ug-mL™"), es una
base débil con una mala absorcién oral y rapido aclaramiento, su biodisponibilidad
por esta via es del 25-30% por lo que su uso queda restringido a la administracion
por via topica (Drozd et al., 2022). Tiene un peso molecular de 416.134 g/mol y cuya
férmula quimica es C1s H14 Clsa N2 O es un polvo blanco, inodoro y cristalino, esta
disponible en el mercado como nitrato de MCZ en solucion intravenosa, formulacion

en gel y solucién ocular al 1-2% y formulaciones topicas (Borah et al., 2023).

El MCZ, ketoconazol y procloraz inducen un grado marcado de toxicidad, en

combinacion y por si solos en las células Sertol TM4 de ratén, la citotoxicidad inducida



se asocia con la inhibicion de la proliferacion celular, la detencion del ciclo celular
GO0/G1, disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo y la apoptosis, son considerados
como disruptores endocrinos en mamiferos e implicados en mecanismos disfuncion
de la reproduccién masculina (Petricca et al.,, 2022; Petricca et al.,, 2023). El
mecanismo de accion del MCZ por el cual induce la formacion de especies reactivas
de oxigeno permitiendo que el farmaco sea antifungico y fungicida, también le confiere
la capacidad de inhibir el crecimiento de los queratinocitos humanos perjudicando la
cicatrizacion de heridas (Lam et al., 2022). Ademas, en seres humanos se han
detectado cambios en marcadores esteroideos por la ingesta sistémica de MCZ
teniendo un aumento significativo de la proporcion 5a-androstano-3a,17B-diol/53-
androstano-3a,17p-diol y una disminucién significativa de la concentracion de
androsterona, etiocolanolona, 5B-androstano-3a,173-diol y 5a-androstano-3a,173-
diol y de la androsterona/etiocolanolona, androsterona / testosterona y 5a-
androstano-3a, proporciones de 17p-diol/epitestosterona, esto debido a la capacidad
del MCZ para alterar la cinétical/eficacia de la deglucuronidacion de los esteroides
enddgenos por la enzima B-glucuronidasa, también se logré captar el 60% de MCZ
en orina, por via tdpica no sé notaron estos cambios por via tépica (Mazzarino et al.,
2021).

Aunado a los datos de toxicidad citados anteriormente, Wronski y colaboradores en
mayo de 2024 publicaron la identificacion de nuevos metabolitos hepaticos del MCZ,
los cuales se determinaron mediante un cultivo de microsomas hepaticos humanos
para imitar las reacciones del metabolismo fase 1 y un analisis UHPLC-HRMS
permitié la identificacion de siete metabolitos que se muestran en la la
biotransformacién que incluyeron la hidroxilacion del anillo de benceno y la oxidacion
de la fraccion de imidazol y su posterior degradacion y su toxicidad se evalud
mediante modelos in silico en modelos de D. magna, Danio rerio , F. minnow y algas,
concluyendo que el metabolito que presentan mayor toxicidad es el metabolito 5 sin
embargo los metabolitos 1,2 y 7 (Fig. 2) muestran mayor mutagenicidad, sin embargo
el MCZ sin ser metabolizado muestra mayores efectos toxicos (Wronski et al., 2024).
Los estudios conductuales del espécimen son importantes porque nos permiten

comprender los impactos ecoldgicos de los contaminantes en el medio acuatico ya



que estan estrechamente relacionados con la aptitud individual y la persistencia de la
poblacién (Chen et al., 2021).
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Fig.2.Metabolitos de MCZ (Wronski et al., 2024)

Actualmente no existen estudios en larvas expuestas al MCZ por tanto este trabajo
tiene la finalidad de evaluar los efectos de MCZ durante la organogénesis de X. laevis.
En esta investigacion se determiné la teratogénesis y el comportamiento después de
96 h de exposicion. La teratogenicidad es la capacidad de una sustancia para inducir
malformaciones durante el desarrollo embrionario, afectando la formacién de érganos
y estructuras (Calzadilla et al.,, 2022), la observacién de cambios en el
comportamiento permite evaluar los efectos subletales de quimicos, identificar
modelos de accion tdxica, proveer un nexo entre procesos celulares y las
consecuencias ecolégicas de la contaminacion ambiental, esto se debe a que el
comportamiento consiste en una serie de actividades explicitas del organismo, el cual
opera a través del sistema nervioso y asiste a los animales para sobrevivir, crecer y
reproducirse (Carriquiriborde et al., 2021), dentro de los azoles, grupo al que pertence
el MCZ, el fungicida triazdlico tebuconazol ha demostrado ser teratogénico en
embriones de Rhinella arenarum expuestos por 96 h a partir de 5 mg/L provocando
retraso en el desarrollo, reduccién del tamafo corporal, edema, flexuras de cola, mal
formaciones axiales y reduccién de motilidad locomotora (Acquaroni et al., 2024). En

Danio rerio (pez cebra) el imazalil, caus6 toxicidad para el desarrollo, caracterizada



por disminucion de la frecuencia cardiaca, inhibicion de la eclosion y quiste pericardico
(Huang, et al., 2022). Actualmente la contaminacién del agua se ha convertido en un
gran desafio mundial, se estima que varios millones de desechos humanos al afio son
expulsados a los sistemas hidricos, afectando la calidad y la sostenibilidad de los
suministros de este recurso natural, convirtiéndolo en el principal transporte de
contaminantes, ante esto se ve comprometida la seguridad humana y ambiental (Bhat
et al., 2022).

Tabla 1. Propiedades Fisicoquimicas

Componente Miconazol

al

cl al
Estructura ® ( o/\[iﬁ\
P
(LE cl

Formula ? CisH14CI4N,O
Numero de CAS 2 22916-47-8
Peso molecular (g/mol) 416.13
Punto de fusion °C # 159-163
Punto de ebullicion (°C) 555.1 +/- 50
Solubilidad en agua (mg/L) 0.01
Densidad (g/cm?) 1.5326
Presion de vapor (Pa) 236 x 1078
Indice de refraccion 1.620
pka 6.8
Log Kow (octano-agua) ® 6.25
Log Koa (octano-aire) ® 11.7
Koc ® (L/kg) 525
Tiempo de vida media ® ¢ (dias) 3.39
Tiempo de vida media ¢ (dias) 8.51
FBC b¢ (L/kg) 1.82 x 10°

2 Datos obtenidos de los sitios NCIBI, 2024 y Sigma-Aldrich, 2024. ® Los valores se estimaron
mediante el modelo OPERA 2.6 (USEPA, 2024).

¢Biodegradacion

4 Biotransformacion en peces

¢Factor de Bioconcentracion.
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Presentacion del Objeto de Estudio

De acuerdo al registro de la Sociedad Estadounidense de Quimica, existen mas de
60 millones de sustancias organicas e inorganicas a las que se suman mas de 12 mil
productos quimicos cada dia y menos del 1% se encuentran inventariados o
regulados, estos contaminantes se denominan emergentes ya que son quimicos
ajenos o desconocido que provienen de la industria, residuos municipales, agricolas
y hospitalarios (US EPA, 2021), dentro de estos contaminantes emergentes se
encuentra el miconazol cuyo mecanismo de accién como antifingico no es selectivo
y puede ejercer un efecto toxicoldgico a especies acuaticas o terrestres ocasionando
una alteracion al ecosistema, el mecanismo toxicolégico no se ha determinado
completamente por lo que es importante determinar el impacto toxicolégico sobre todo
en especies acuaticas, para establecer las bases de una futura evaluacion de riesgo
de este tipo de contaminantes emergentes (Bhagat et al., 2020). Aunado a esto la
Organizacion de Accion Mundial Contra las Infecciones Fungicas (GAFFI, por sus
siglas en inglés) estima que a nivel mundial mas de 300 millones de personas de
todas las edades sufren una infeccién fungica grave cada afio y mas de 2 millones
estan relacionadas con esta causa (GAFFI, 2024), por tanto, la produccién de
imidazoles grupo al cual pertenece el miconazol también esta en constante aumento

y de manera paralela los niveles de este azol en el medio ambiente aumentan.

Dada la situacion actual de los contaminantes emergentes a nivel mundial, es
necesario incrementar el conocimiento sobre su originen, su transformacion y los
efectos que pueden generar en los ambientes acuaticos, determinar su toxicologia de
manera aguda o cronica es informacion ambientalmente relevante ya que esto
permitira contar con los elementos suficientes para el disefio y establecimiento de
politicas que incluyan la gestién sostenible de los recursos hidricos (Gayosso et al.,
2021).

11



Capitulo Ill. Marco tedrico

Actualmente la contaminacion del agua se ha convertido en un gran desafio mundial,
se estima que varios millones de desechos humanos al aho son expulsados a los
sistemas hidricos, afectando la calidad y la sostenibilidad de los suministros de este
recurso natural, convirtiéndolo en el principal transporte de contaminantes, ante esto
se ve comprometida la seguridad humana y ambiental (Bhat et al., 2022; Adeola et
al., 2024).

Las sustancias quimicas perjudiciales para la salud humana que han llegado al medio
ambiente debido a la actividad antropogénica se denominan contaminantes
ambientales, la contaminacién ambiental, también es causada por contaminantes
ambientales como las erupciones volcanicas (Shetty et al., 2023).

Hay diferentes tipos de contaminacion, generalmente se clasifican de acuerdo a la
matriz ambiental en donde hay presencia de contaminantes. En el presente trabajo

nos enfocamos a la contaminacién del agua.

La contaminacion del agua proviene de muchas fuentes y causas, los rios y arroyos
demuestran cierta capacidad de recuperarse, los lagos, bahias, estanques o rios de
caudal lento y los océanos presentan poca resistencia a los efectos de la

contaminacion hidrica (Yadav et al., 2021).

Los contaminantes del agua se clasifican de fuente puntual, cuando los
contaminantes ingresan a través de tuberias o canales en climas secos y no puntual
se refiere al drenaje pluvial, aunque el agua pueda ingresar a las tuberias o canales,
otras fuentes no puntuales son la escorrentia en granjas o sitios de construccion y

otras perturbaciones del terreno (Kumar et al., 2020).

Miconazol en el Ambiente

Los factores que ocasionan mayor emisién de MCZ al ambiente son la creciente
demanda de medicamentos y productos que lo contienen, el hecho de que sean de
libre venta, la eliminacién inadecuada de medicamentos y productos caducados o
sobrantes no deseados y su aplicacion topica como via mas comun, (Kahle et al.,
2008; Schulz-Banares et al., 2021; Wronski & Brooks et al., 2023), donde la absorcién

12



del MCZ es alrededor del 1% por lo que el 99 % de este antifungico se elimina de

manera inalterada (Carrillo-Munoz et al., 2010; Chaturvedi et al., 2021).
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Fig. 3. Miconazol en matrices ambientales.

Las aguas residuales domésticas son la fuente principal de liberacion de azoles, con
contribucién parcial de aguas residuales hospitalarias y de empresas farmacéuticas
debido a que las plantas tratadoras de aguas residuales tienen procesos poco bastos
para la eliminacion de estos farmacos (Poustie et al., 2020), lo anterior, permite que
el MCZ se incorpore a efluentes (Fig. 3), aguas superficiales, sedimentos, aguas
subterraneas y a los lodos de las plantas tratadoras de aguas residuales (Alderton et
al., 2021), el MCZ tiene un coeficiente de reparto de 6.5 (USEPA, 2024), por lo tanto
se acumula en biota y matrices ambientales solidas como sedimentos y suelo, sin
embargo por su uso frecuente y prolongado se encuentra en cuerpos de agua (Gupta
et al., 2020), generalmente llega a los suelos en forma de biosdlidos que muchas
veces son aplicados a las tierras agricolas (Kahle et al., 2008; Adhikari et al., 2024),
mediante la escorrentia en sitios de eliminacién de desechos domésticos y las fugas
en sistemas y plantas de tratamiento de residuos, contamina los mantos acuiferos (
Assress et al., 2021; Bueno et al., 2012).
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Ocurrencia del Miconazol

La comisién europea incluyo al MCZ en la lista de observacién de sustancias a efectos
de seguimiento a nivel de la Unidén, segun la Decision de Ejecucion (UE) 2022/1307,
esta inclusion no representa una legislacion de su presencia ambiental, sino un
mecanismo de control y evaluacion de riesgos, estableciendo un valor de referencia

de 200 ng/L para su monitoreo en cuerpos de agua.

Concentracién (ng/L)

I 2069

= &

Fig. 4 Presencia de MCZ en el mundo - I —

El MCZ se ha encontrado en el medio ambiente (Fig. 4 y Tabla 2) en paises de
Europa, Asia, América y Africa, en aguas residuales concentraciones que van desde
2.6 hasta 139 ng L™ (Viloria & Madera, 2020); ademas se han reportado
concentraciones mas altas en aguas residuales de 2069 ng L™, en lodos de plantas
tratadoras de 8340 a 360000 ng kg™ peso seco (Quesada-Penate et al., 2009;
Monapathi et al., 2021), en Inglaterra se report6 una media de concentracion de
540000 ng kg™ peso seco de MCZ (Martin, ., & Hart, A., 2023), también se han
encontrado en aguas superficiales en concentraciones de 1450 ng L™ (Velpandian et
al., 2018), enrios de 2 a 125 ng L™ (Colzani et al., 2024) y en aguas subterraneas en
concentracionesde 6.7 ng L™ (Peng et al., 2012) y 78 ng L™" (Velpandian et al., 2018).
La presencia de contaminantes farmacéuticos en cuerpos de agua tiene un alto riesgo
para organismos acuaticos y las especies que a su vez los consumen (Gonzalez et
al., 2022).

14



Tabla2. Ocurrencia del MCZ

Pais Matriz Concentracion Referencia
Italia Rios 125 ng/L Colzari et al., 2024
Sudafrica Efluentesde plantas 16.7 ng/L - 16.4 Assress et al.,, 2020
tratadoras ng/L Monanpati et al.,
2021
India Aguas superficies 65.6 ng/L - 1450 Velpandian et al.,
ng/L 2018
Aguas subterraneas 17.8 ng/L - 78 ng/L Monanpati et al.,
2021
China Efluentes de plantas 6.3 ng/L Monanpati et al.,
tratadoras de aguas 2021
residuales
1086 ng/L Peng et al., 2012
Aguas subterraneas 6.7 ng/L Peng et al., 2014
Aguas residuales 0.53 - 340 ng/L Chen yYing, 2015
Aguas superficiales 2 ng/Ly 35.7 ng/L, Bhagat et al., 2021
Aguas residuales 8.34 ng/L y 2069
ng/L,
Sedimentos 8340 ng/kg 37600
ng/kg
Espafia Aguas subterraneas 100 ng/L Estévez et al., 2013
Cuba Lodos de plantas 14000 a 360000 Quesada et al., 2009
tratadoras ng/kg
Ecuador Aguas residuales 2.6 -13.9 ng/L Vilora et al., 2020

15



Toxicidad del Miconazol

La alteracién endocrina en peces (Huang et al., 2022), cambios no benéficos en la
expresion génica y en el metabolismo, la afectacién en el desarrollo y en el
comportamiento de organismos acuaticos, son el resultado de la exposicién a azoles
(Bhagat et al., 2021), mientras que en los mamiferos los azoles, pueden causar
impactos negativos en la reproduccion mediante la afectacion en la sintesis y
sefalizacién de hormonas sexuales debido a que varios de estos farmacos se dirigen
a algunas enzimas del citocromo P450 (CYP) como CYP51 y CYP19 (Draskau et al.,
2019). EI MCZ afecta la mortalidad, crecimiento y reproduccién de organismos
acuaticos (Tabla 3), en peces, en Poecilia reticulata con 15 dias de edad se determiné
una concentracion letal media de este azol de 0.2039 ug/mL tras una exposicion de
96 horas (Mascaotti et al., 2008), el mecanismo de accion del MCZ como antifungico,
representa un desafio ya que las enzimas CYP se encuentran en especies no
objetivo, algunas de estas enzimas involucradas en la via esteroidogénica, por lo que
el MCZ se considera disruptor endocrino (Draskau & Svingen, 2022), este antimicético
se ha detectado en plasma de peces silvestres como Cyprinus carpio, Squalius
cephalus, Carassius carassius, Parabramis pekinensis, Ameiurus nebulosus,
Lutjanus erythropterus, Ctenopharyngodon idella 'y Clarias fuscus del rio Yangtze en
China, se encontraron concentraciones de MCZ de 2.7 a 4.8 ng/mL en 24% de las
muestras recolectadas en estaciéon humeda y en el 47% de las muestras en
temporada seca, respectivamente (Juksu et al., 2019), en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) se determinaron las concentraciones inhibitorias medias
(IC50) de MCZ de 1500 nM para la enzima CYP1 y 800 nM para la CYP19 (Bhagat &
Zang et al 2021; Beijer et al., 2018 ) al inhibir las enzima CYP19 el desarrollo y la
diferenciacion sexual se ven afectados (Enriquez et al., 2022), el MCZ también con
una IC50 inferior a 1 yM, es un inhibidor de la CYP1A en las branquias de los peces
(Oncorhynchus mykiss y Gasterosteus aculeatus), esto ocasiona una mayor
disponibilidad y una vida media bioldgica prolongada de otras sustancias quimicas
toxicas (Beijer et al., 2010), el MCZ en los tejidos de los seres vivos tiende a
bioacumularse en algunos niveles troficos (Sallach et al., 2021), en las espinacas se
han reportado factores de bioacumulacion entre 4.3 y 15.11 en hojas y raices
respectivamente, en relacion con concentraciones bajas de MCZ en peso seco de

lodos residuales (13 ng g™ y 28 ng g™ en peso seco), por lo que KodeSova y
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colaboradores concluyen que la transmision de MCZ en la raiz de esta planta es muy
efectiva (KodeSova et al., 2019). La exposicién de la vida silvestre a variaciones
ambientales causadas por estresores quimicos, fisicos y bioldgicos, ocasionan
perdida de diversidad de anfibios y vertebrados, debido a la fragmentacion del habitat,
especies invasoras y el cambio climatico (Ruthsatz et al., 2020).

El clotrimazol afecta la supervivencia, el crecimiento y el desarrollo en larvas de rana
Xenopus tropicalis, ademas de estar relacionados con la resistencia microbiana en
hongos patégenos (lancu et al., 2024). Las ventajas de utilizar el género Xenopus,
incluye la facilidad de alojamiento, grandes y abundantes ovocitos y embriones, alta
fecundidad, el rapido desarrollo externo y la facilidad de manipulacién, debido a que
la piel es transparente tanto de larvas como de renacuajos es posible examinar el
desarrollo y enfermedad de los érganos (Nenni et al., 2019). El modelo Frog Embryo
Teratogenesis Assay-Xenopus (FETAX) permite la exposicion controlada a
sustancias quimicas por 96 h, el monitoreo de estadios embrionarios y larvarios estan
bien documentados por Nieuwkoop y Faber (NF), facilita observar los efectos
teratogénicos vy letales en embriones, es posible determinar la concentracién letal
media (CL50) y la concentracion efectiva media (CE50) (Menegola et al., 2024).

Los ensayos de ecotoxicologia estos contaminantes se han desarrollado en diferentes
especies acuaticas desde microorganismos hasta organismos complejos, como son
protozoarios, algas, plantas, invertebrados y vertebrados (Pérez et al., 2024). La
seleccion de la especie destinada a la experimentacion, depende de las
caracteristicas del organismo y del ensayo que se quiera efectuar, por ejemplo,
actualmente se utilizan algunas especies como el pez cebra (Danio rerio) debido a
que tienen embriones casi transparentes, lo cual es una gran ventaja para los estudios

de teratdgenos (Bauer et al., 2021).

17



Tabla 3. Toxicidad del Miconazol en Organismos Acuaticos.

Especie Concentracion Efecto Referencia
Oncorhynchus mykiss Higado Inhibicién no selectiva de
59 uM/L CYP1A, incorrecta
eliminacion de otros toxicos. | Pihlaja et al., 2021
Oncorhynchus mykKiss Higado Inhibicion no selectiva de
43 uM/L CYP3A incorrecta
eliminacion de otros téxicos
Chlorella 1 ug/L Inhibicidn de crecimiento Rodriguez et al.,
vulgaris 2020
Rutilus rutilus Plasma Bajo riesgo de presentar Cerveny et al.,
0.93-2.108 efecto terapéutico 2020
Hg/L
Cyprinus carpio
Squalius cephalus
Carassius carassius Plasma
Parabramis pekinenss
Ameiurus nebulosus 11.6 -39. 51 Mortalidad Yao et al., 2019
Lutjanus erythropterus ng/mL Crecimiento

Ctenopharyngodon
idella
Clarias fuscus

Reproduccién

Daphnia magna

Reproduccién:

Inhibicion de CYP1A

0,064 mg/L branquial, bioacumulacién
Movilidad: de otros téxicos.
0.022 mg/L

Beijer et al., 2010

Atlantic salmon

0.1, 1, 10 pg/mL

Problemas de movilidad y
reproduccién

Zhu et al., 2014

Lasmigona costata 1.25 ng/g Bioacumulacion, alteracion de Solla et al.,
en la reproduccion: 2016
disminucion de gloquidios.

Oncorhynchus mykKiss 5M Inhibicion de CYP1A | Beijeretal., 2010

branquial, bioacumulacion
de oftros toxicos.
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Los efectos toxicos de miconazol en organismos acuaticos pueden variar
dependiendo de las especies, la etapa de vida y las condiciones de exposicion, en
general, se ha demostrado que el miconazol causa efectos toxicos en
concentraciones que van desde unos pocos microgramos por litro (ug/L) hasta
decenas de microgramos por litro; ademas se ha descubierto que el miconazol afecta
a los peces, con concentraciones letales (CL50) tipicamente entre 10-100 ug/L, esto
sugiere que incluso concentraciones ambientales relativamente bajas podrian afectar
potencialmente a las poblaciones de peces con el tiempo, como Rainbow trout (O.
mykiss), que se utilizan comunmente en pruebas de toxicidad, el miconazol ha
mostrado efectos en concentraciones de entre 5000 nM (Beijer et al.2018), Labeo
rohita a 6.30, 12.61, 25.22 mg/kg (Singh et al., 2018) y Atlantic salmon (S. salar) con
concentraciones de exposicion de 0.1, 1, 10 ug/mL, los efectos observados incluyen
problemas de movilidad y reproduccién (Zhu et al., 2014), el miconazol también puede
inhibir el crecimiento de ciertas especies de algas en concentraciones tan bajas como
1 ug/L, lo que indica su potencial para alterar a los productores primarios en los

ecosistemas acuaticos (Celis et al., 2020).

En Tailandia se realiz6 un estudio donde se detecté miconazol en el 17% de las
muestras de Oreochromis niloticus recolectadas en el rio Chao Phraya (Juksu et al.,
2019), también se ha determinado miconazol en el plasma de especies diferentes de
peces recolectados en un rio de China con una concentracion maxima de 0.00481
ng/L (Yao et al., 2019), asi mismo se han realizado determinaciones en Lasmigona
costata recolectados en un rio de Canada y mostraron concentraciones de miconazol
de 1.22 ng/g a 1.71 ng/g (De Solla et al., 2016).

Los estudios ecotoxicologicos revelan que, a diferencia de los peces o los
macroinvertebrados, muchas especies de anfibios son particularmente sensibles al
estrés quimico, Xenopus laevis es particularmente el anfibio de investigacion mas
ampliamente estudiado y conocido para evaluaciones toxicoldgicas, debido a sus
caracteristicas bioldgicas adecuadas para la crianza en cautiverio, ciclo reproductivo
corto y habitat completamente acuatico (Cardoso et al., 2017). X. laevis es utilizado
ampliamente para realizar estudios de teratogénesis, embriogénesis, biologia
molecular y la busqueda de rutas metabdlicas, asi como del estrés oxidativo que
generan cientos de farmacos. (Tokmakov et al, 2019). X. leavis es un modelo cada

vez mas importante para determinar los defectos de nacimiento y las enfermedades
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humanas, la genémica, la protedmica y la toxicologia, existen algunos recursos como
tablas donde se puede contemplar los estadios de X. leavis y con esto facilitar la

revision de cada estadio e histologia de este biomarcador (Zahn et al, 2022).

X. laevis es una especie de rana africana que se ha convertido en un modelo popular
para esrudios toxicolégicos como desarrollo embrionario externo, lo que facilita la
observacioén y el estudio de efectos de las toxinas en tiempo real, la obtencién de
embriones sincronizados ya que es muy sencillo obtener un gran numero de
embriones que se encuentran en la misma etapa de desarrollo, su alta susceptibilidad
a téxicos, esta sensibilidad los convierte en excelentes indicadores de la presencia y
los efectos de los xeobidticos en el medio ambiente, identificacion de biomarcadores
que pueden ser utilizados para monitorear la salud de los ecosistemas y evaluar el
impacto de contaminacién ambiental esto gracias a la existencia de ensayos
estandarizados como FETAX utilizado para toxicidad, proporciona resultados a las
96h de exposicion y AMPHITOX ensayo multipropdsito, evalua letalidad, efectos

teratogénicos, alteraciones de neurotoxicidad (Herkovits et al 2012; Xu et al., 2022).

Xenopus laevis, también conocido como la rana de garras africana, es un anfibio
acuatico originario del Valle del Rift Africano. Este tipo de rana es un organismo
modelo valioso en la investigacion cientifica, especialmente en estudios relacionados
con enfermedades humanas, debido a la notable similitud estructural entre su genoma
y el del ser humano, facilidad de manejo y reproduccion, estas ranas son faciles de
manipular y mantener en cautiverio, ademas, su reproduccién puede ser inducida
mediante la inyeccién de la hormona gonadotropina coridnica, lo que facilita la
produccion de grandes cantidades de individuos para estudios y desarrollo
embrionario rapido pasando del estado embrionario a larval en aproximadamente 96
horas, lo cual resulta muy conveniente para la investigacion, esta rana presenta una
morfologia Unica, carece de aberturas o6ticas visibles y lengua, utilizando sus patas
delanteras para ingerir alimentos, su cuerpo es aplanado, con una cabeza pequefia,
ojos diminutos sin parpados superiores, y extremidades delanteras cortas sin
membranas, sus grandes patas traseras poseen cuatro garras, de ahi su nombre
comun,los machos miden entre 7.5 y 10 cm y pesan alrededor de 60 g, mientras que
las hembras son mas grandes, con una longitud de 10 a 12.5 cm y un peso
aproximado de 200 g, tiene un ciclo de vida que comprende las siguientes etapas:

embrionaria, segmentacion, blastula, gastrula, néurula, larval (temprana y tardia),

20



renacuajo (premetamorfosis, prometamorfosis y climax), juvenil y adulta, la cual se

alcanza aproximadamente a los dos afos de edad (Islas-Flores, 2018).

Existen diversos ensayos para determinar la toxicidad, el ensayo FETAX (ensayo de
teratogénesis de embriones de rana-Xenopus) es una prueba util para evaluar la
toxicidad de sustancias puras, mezclas complejas y sedimentos, durante etapas
tempranas del desarrollo de la rana Xenopus laevis, esta prueba se centra en la
organogénesis, proceso mas sensible durante el desarrollo de todos los organismos
debido a la falta de madurez de los sistemas de defensa. Este ensayo cuenta con la
opcion de agregar un sistema de activacion metabdlica que simula los procesos de
biotransformacion que se llevan a cabo durante el desarrollo embrionario de los
mamiferos, ha sido utilizado en diversos estudios toxicolégicos para la evaluacion de
contaminantes presentes en el medio ambiente debido a sus diversas ventajas:
exposicion durante tiempos cortos (96h), costos relativamente accesibles y

reproducibilidad entre otras. (Pérez et al., 2021)

Los estudios ecotoxicoldgicos emplean en su mayoria organismos juveniles o adultos,
los estudios enfocados en etapas tempranas del desarrollo son escasos, a pesar de
que durante la organogénesis los organismos son muy sensibles y el dano puede
permanecer durante el resto de su vida o inclusive causar la muerte, por lo anterior
ha sido importante la evaluacién de diversos contaminantes presentes en el ambiente
utilizando el ensayo FETAX. (Pérez et al., 2021)

Una modificacion del ensayo FETAX, es FETAX-score se establecidé considerando
siete caracteristicas morfolégicas (cabeza, nariz, boca, mandibula inferior, tentaculos,
intestino, ano) que son facilmente evaluables en renacuajos durante las ultimas
etapas del desarrollo al finalizar la prueba. Dado que el desarrollo de X. laevis
depende de la temperatura y que las temperaturas inferiores a 14 °C y superiores a
26 °C son teratogénicas, el FETAX-score se probd en embriones mantenidos a 17,
20, 23 y 26 °C. No se observaron anormalidades en ningun grupo, mientras que la
puntuacion total estuvo relacionada con la temperatura, o que sugiere que la
puntuacion FETAX es sensible al malestar moderado que no influye en la morfologia
general (Menegola et al., 2024).

El estrés oxidativo es un cambio resultado del desequilibrio entre la generacién de

radicales libres y los mecanismos de defensa antioxidante o la capacidad antioxidante
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de un sistema biolégico para neutralizar y detoxificar las células, se genera un
aumento del organismo por disminuir el potencial celular o en su capacidad de
oxidacion o reduccioén; llevando a la célula a un potencial de estrés que da como
resultado la muerte celular, ya sea por apoptosis o necrosis. Todos los organismos
mantienen un entorno reductor dentro de sus células, que es preservado por las
enzimas que mantienen el estado reducido a través de un constante aporte de energia
metabdlica. Se pueden generar desbalances en este estado redox que causarian
efectos toxicos a través de la produccion de perdxidos y radicales libres que dafan a
todos los componentes de la célula, incluyendo las proteinas, lipidos y el ADN. (Pérez
et al., 2018)

El estrés oxidativo es un proceso danino que ocurre en las células cuando hay un
desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
capacidad de la célula para detoxificarlas, estas moléculas pueden dafar los
componentes celulares como las mitocondrias, las membranas celulares y el nucleo
celular, las enzimas, los lipidos y las proteinas también son susceptibles, el glutation
es un antioxidante importante que ayuda a proteger las células del estrés oxidativo,
se une a los xenobidticos, lo que ayuda a su detoxificacion (Hernandez et al., 2023),
sin embargo, el estrés puede causar cambios en el nivel de glutatién dentro de las
células, existen varios métodos para determinar el estrés oxidativo, entre ellos, la
prueba MTT que mide la actividad metabdlica de las células, la permeabilidad de la
membrana celular, el nivel total de glutatién, la actividad de la glutation S-transferasa
(GST) aumento en la actividad de la GST puede indicar que las células estan tratando
de decodificar las ROS (Pacholak et al., 2020).

El estrés oxidativo en X. laevis ha sido para evaluar la toxicidad ambiental, un estudio
para evaluar la toxicidad de colorantes textiles se revelo las alteraciones en los niveles
de glutation y enzimas como la superoxido dismutasa, para comprender asi, los
efectos toxicos a nivel celular y molecular de los organismos acuaticos (Lu et al.,
2022).
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Capitulo 1l

Planteamiento del problema

Las infecciones fungicas han ido en aumento, al igual que la produccién y consumo
de medicamentos antifungicos como triazoles e imidazoles, en especifico del
miconazol, el cual se incorpora mayoritariamente a los cuerpos de agua proveniente
de efluentes industriales, hospitalarios y domésticos, convirtiéndose en un
contaminante emergente no regulado en su totalidad por la autoridad ambiental, con
caracteristicas fisicoquimicas que impiden la degradacién de este compuesto y el
proceso no basto de las plantas tratadoras de aguas residuales, por lo que ocasiona
dafos ecoldgicos, que aun no se determinan en su totalidad por lo que es importante

saber su toxicidad y los mecanismos por los cuales la ejerce (Torres et al., 2023).

Hipétesis

El miconazol inducira efectos teratogénicos y estrés oxidativo en larvas de Xenopus
laevis evidenciado por alteraciones en el desarrollo morfolégico, cambios en el
comportamiento y un aumento en los marcadores de dafio oxidativo, como

peroxidacion lipidica, actividad de la enzima superdxido dismutasa y catalasa.

Objetivos

Objetivo general
Evaluar la toxicidad inducida por miconazol utilizando como bioindicador larvas de

Xenopus laevis mediante el ensayo FETAX

Objetivos especificos
1. Evaluar el potencial teratogénico, la caracterizacion de las malformaciones inducidas
por miconazol, asi como la estimacion de las concentraciones medias letal (CL50) y

efectiva (CE50) y la concentracion minima inhibitoria de crecimiento (CMIC).

2. Evaluar el estrés oxidativo en larvas de X. laevis expuestas a diferentes

concentraciones de miconazol.

3. Evaluar el comportamiento de nado en larvas de X. laevis expuestas a

diferentes concentraciones de miconazol.
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Capitulo IV. Metodologia

Reactivos y sustancia a prueba

Los reactivos utilizados en esta investigacién son de grado analitico y de la marca
Sigma- Aldrich, el MCZ (C1sH14ClsN20), con numero de CAS 22 916-47-8 y una
pureza del 99%, se uso para preparar la solucion madre cada 24 h, colocando 1g de
MCZ en 1mL de Dimetilsulfoxido o DMSO ((CH3)2S0O) y aforando a 1 L con medio
FETAX.

El medio FETAX se preparo pesando las siguientes cantidades, 625 mg de cloruro de
sodio (NaCl), 96 mg de carbonato de calcio (NaHCO3), 30 mg de cloruro de potasio
(KCI), 15 mg de cloruro de calcio (CaCl,), 60 mg de sulfato de calcio dihidratado
(CaS03-2H,0) y 75 mg de sulfato de magnesio (MgSO3) por 1 L de agua desionizada,

el pH final de la solucién fue de 7,6 a 7,9.

Para la preservacion de larvas se utilizaron 80 mL de formaldehido (HCHO) al 37%

por 1L de agua desionizada.
Obtencion de organismos de experimentacion

Se utilizaron los protocolos éticos del Comité Universitario para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio, para el cuidado y uso de animales de experimentacion de
la Universidad Auténoma del Estado de México y las especificaciones técnicas
establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 para la produccién,

cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Las ranas X. laevis se obtuvieron del acuario del laboratorio de Toxicologia de la
facultad de Quimica de la Universidad Autonoma del Estado de México, machos y
hembras con una edad de 2-3 afios, se mantuvieron por separado en peceras de 120
L a 21 £ 3 °C, en agua potable y desclorada, con un fotoperiodo de 12/12 h de
oscuridad/luz, se alimentaron diariamente con Spirulina boost de Grupo Acuario
Lomas ® y tres veces por semana con Alimento Nutritivo Camaron Tortuguez ® los
machos que se utilizaron tienen con una longitud de 7.5 a 10 cm y las hembras de 10

a 12.5 cm, con un peso de 50 a 60 g y 150 a 200 g £10 respectivamente.
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Fertilizacion

La ovulacién y la fecundacién natural de los ovocitos se indujo con la Hormona
gonadotropina coriénica humana (HCG, CHORAGON®, Ferring) en dosis
fraccionada, es decir, se utilizd una dosis de inicio o de cebado y otra de refuerzo,
mismas que se aplicaron en el saco linfatico dorsal de X. laevis. Se inoculo a la
hembra y al macho 6 dias antes de la ovulacion planificada con una primera dosis de
150 Ul para hembras y 50 Ul para machos de HCG, esta inyeccion inicial no induce
la puesta de huevos, en cambio promueve la produccion constante de un gran numero
de 6vulos maduros después de la segunda dosis (Shaidani et al., 2021), una vez
aplicada la inyeccién la hembra y el macho se colocaron separados, cada uno en una
pecera de 40L con alimento, pasado el tiempo se mantuvieron con un ayuno durante
24 h antes la segunda dosis, el ayuno favorece a la oviposicion inducida y evita la
contaminacion con orina y heces (Cardoso-Vera et al.,, 2017), la noche anterior al
experimento, se inyecto la dosis de refuerzo de la hormona HCG, 500 Ul para la
hembra y 300 Ul para el macho, ambos se colocaron en una pecera, la ovulacién y la
fecundacion comenzaron a la par entre las 8 y las 12 horas posteriores a la inyeccién
y continuo por 5 horas. Los ovocitos se extrajeron de la pecera con pipetas pasteur
esteriles y se colocaron en cajas de Petri, con un microscopio estereoscépico Zeiss
Stemi 305 se examinaron y se seleccionaron aquellos con forma esférica, division
celular homogénea y en estadio de blastula (estadio 8-10), siendo estos los
fecundados, con base en Normal Table of Xenopus laevis (Daudin) de Nieuwkoop y
Faber (Zahn et al., 2022).

Exposicion

Para realizar los ensayos de esta investigacion se utilizé la Standard Guide for
Conducting the Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus E1439-12R2019
(FETAX, American Society for Testing and Materials, 2019).

Partiendo de la solucibn madre de MCZ se hicieron diluciones para obtener
concentraciones ambientalmente relevantes de 0.36, 3.6, 36, 360 y 3600 yg MCZ L-
1. Para evaluar el MCZ, bajo una cabina de flujo laminar se colocaron 20 embriones
en etapa de blastula media en cada una de las cajas de Petri de 120 mm con 25 mL
de las concentraciones del antifungico y se hizo lo mismo con las soluciones de

FETAX y FETAX /DMSO sin MCZ conformando asi los grupos control, este ensayo
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se realizé por cuadruplicado (N = 80 embriones por concentracion de prueba).
Posteriormente los embriones se incubaron a 21 £+ 2 °C por 96 h, el medio se
reemplazé cada 24 h y también se retiraron los embriones muertos. Este

procedimiento fue el utilizado para determinar teratogénesis y estrés oxidativo.
Teratogénesis

Después de que se expusieron las larvas a las concentraciones del MCZ, pasadas
las 96 h los embriones se sacrificaron con solucién MS-222 al 0.06% vy se fijaron con
formaldehido al 3% para su observacion, mediante un microscopio estereoscopico
Zeiss Stemi 305, las malformaciones se identificaron mediante el Atlas de

Anormalidades (Bantle et al., 1991), las larvas también se midieron de cabeza a cola.

Se calculd la concentraciéon letal media (CL50 malformacién) y la concentracion
efectiva media de malformacién (CE50), se evalio la normalidad de los datos con la
prueba de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov, las concentraciones medias se
determinaron mediante el método Probit con nivel de confianza del 95%, con los datos
de las mediciones de las larvas se realizé un ANOVA unidireccional y analisis LDS-
Fisher con P < 0.005, los analisis estadisticos se hicieron con el programa Satat Plus
con estas determinaciones se obtuvo el valor del indice teratogénico (IT) [IT =
LC50/CES0 (malformacion)], para conocer la toxicidad del MCZ (IT = 1.5).

Comportamiento

Las larvas expuestas como se describe en la seccidbn 2.4 se colocaron
individualmente en placas de Petri de vidrio (9 cm de diametro y 1 cm de profundidad)
con medio FETAX, medio FETAX con DMSO vy las soluciones de MCZ antes
mencionadas, en presencia de luz y fondo blanco, siguiendo el procedimiento descrito
por Peltzer et al. (2013) y Peluso et al, (2024), en el centro de la placa se liberd una
larva y se dejo aclimatar durante 5 s, posteriormente se registraron los parametros de
comportamiento natatorio durante 5 minutos mediante una camara Galaxy S24 Ultra
(resolucion de grabacion UHD 8K (7680 x 4320)@30fps) colocandola justo encima de
la placa. Cada larva de control y prueba se utilizé una sola vez, el experimento se
realizd por triplicado. Los videos (formato MP4) se analizaron automaticamente
software EthoVision XT 17 que permite registrar las trayectorias y cuantificar distancia
total recorrida (actividad locomotora basal), el tiempo pasado en ciertas areas

(tigmotaxis), periodo total de inmovilidad, aceleracién, entre otros. Para la
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determinacion de la tigmotaxis que es la tendencia a evitar el area central de una
arena y, en cambio permanecer cerca o desplazarse por los bordes (Hernandez Diaz
et al., 2024) del entorno se utilizé una caja de Petri se dividié en dos secciones (zona
exterior e interior), equivalentes al tamafio de las larvas 10 mm, la tigmotaxis se
presenta como el tiempo en segundos que las larvas permanecen en la periferia de

la pared en la zona exterior (Schndrr et al.2012; Karaman et al. 2023).

Una vez determinada la normalidad de los datos, se realizé un ANOVA unidireccional
y analisis LDS- Fisher con P < 0.005, los analisis estadisticos se hicieron con el

programa Satat Plus.
Estrés oxidativo

Para esta evaluacion, se sigui6 el procedimiento descrito en los incisos 7.1 a 7.6, con
la diferencia de que el periodo de exposicion se extendioé por 96 horas mas (es decir,
un total de 192 horas), con el objetivo de asegurar que las larvas desarrollaran

sistemas enzimaticos funcionales.

A las 192 horas, se pesaron las larvas de cada caja Petri y se homogenizaron
mecanicamente en frio (4°C) en una proporcion 1:4 (p/v) con solucién amortiguadora
de fosfatos (pH 7.2). Posteriormente, se centrifugaron durante 30 minutos a 12,500
rom a 4°C. El sobrenadante se separé y se centrifugd nuevamente a 2,500 rpm

durante 15 minutos.
Determinacion del grado de lipoperoxidacion

El grado de lipoperoxidacion se determind mediante el método de Buege and Aust
(1978). En una celda de cuarzo se anadieron 500 pL del sobrenadante, junto con 1
mL de solucion reguladora tris-HCI 150 mM (pH 7.4), y se incubaron a 37°C durante
30 minutos. Posteriormente, se adicionaron 2 mL de solucidn de acido tiobarbiturico

al 0.38% en acido tricloroacético al 15% y se incubaron a 37°C durante 45 minutos.

La muestra fue centrifugada a 12,500 rpm durante 15 minutos a 4°C, y se determind
su absorbancia a 535 nm. Los resultados se expresaron en mM de
malondialdehido/mg de proteinas, utilizando un coeficiente de extincién molar de 1.56

x 10° M™'em™.
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Determinacion de la actividad superéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se determind utilizando el método de Misra and Fridovich
(1972).

Se afiadieron 150 uL de soluciéon amortiguadora de carbonatos (50 mM de carbonato
de sodio y 0.1 mM de EDTA, pH 10.2) y 100 pyL de adrenalina 30 mM a 20 uL del
sobrenadante. La absorbancia se midié a 480 nm a los 30 segundos y 5 minutos. La

actividad de la SOD se estimd interpolando los datos en una curva estandar de SOD.
Determinacién de la actividad de la catalasa (CAT)
La actividad de la CAT se determind segun el método de Radi et al. (1991).

A 20 puL del sobrenadante se afadieron 1 mL de solucion amortiguadora de
aislamiento (0.3 M de sacarosa, 1 mM de EDTA, 5 mM de HEPES y 5 mM de KH,PO,)
y 0.2 mL de solucién de H,0O, al 20 mM. La absorbancia se midié a 240 nm en los
tiempos de 0 y 60 segundos. La actividad de la catalasa por minuto se calculo

utilizando el coeficiente de extincion molar del H,O, (0.093 mM™'cm™).
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Capitulo VI. Resultados

Teratogénesis

En la Fig.5 se muestran ejemplos representativos de larvas de X. laevis malformadas
tras la exposicion a concentraciones ambientalmente relevantes de MCZ, los criterios
de valoracion de toxicidad del desarrollo incluyen malformaciones, variaciones y
afectaciéon del crecimiento, la gravedad de estas malformaciones aumentan
reciprocamente a la concentrantracion de MCZ, las mas comunes fueron
despigmentacion ocular, cristalino prominente, blisters, intestino mal enrollado y
malformacion craneofacial, edema multiple y tamponamiento de saco vitelino el cual
se observd mayoritariamente en la concentraciéon de 3.6 mg/L y en la Fig.6 se

muestran las frecuencias de estas malformaciones.

Control FETAX Control FETAX/DMSO

&

Miconazole

0.0036 mg/L 0.036 mg/L
PC

|
L
T OH
RM

0.00036 mg/L

0.36 mg/L

Fig. 5. Malformaciones representativas en larvas de X. laevis expuestas a MCZ por
96 h a diferentes concentraciones y grupos control. Abreviaturas OH:
hipopigmentacion ocular, PC: cristalino prominente, RM: malformacién rectal, B:
Blisters, GM: intestino mal enrollado, CM: malformacién craneofacial, AE: edema
abdominal, CE: edema cardiaco, CrE: edema craneoencefalico; IS: intestino

sigmoide, YT: taponamiento de Yema.

29



Anomalia axial menorsimple
Malformacion severa
Microcefaliz

Cola

Tamafo Ocular

Flexion lzterzl de |z colz
Malformacion dz aleta
Somitas

Aletz ventrzl

Concentracionss

ntestino sigmoide
u 0.00036
Notocorda
) §0.0036
Edema cransocefalico
0036

Mazlformaciones

Edema Cardiaco

5 m036
Edemz Multiple

[[[iil!”'””

£dema sbdominal "38

Malformacion cranefacial
Intestine mdl enrollado
glisters

Dilatacion anorractal
Tzponamiento de Saco vitelino
Cristalino Prominente

Despigmentacion ocular

.

o
S
(=]
&

60 80 100
Numero de embriones mal formados

(=
~
(=]
-
8

160

Fig. 6 Frecuencia de malformaciones inducidas por diferentes concentraciones MCZ

en larvas de X. laevis.
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La relacion entre las concentraciones de prueba utilizadas y la longitud media del

embrion como indicador de crecimiento, donde se observa una diferencia

estadisticamente significativa de reducciéon de tamano con

controles se muestra en la Fig. 7.

10.0-
€ o5-
g 9.0- ’ mm C1
= * mm C2
g 8.5 * m W
g 8.0~ \ * - 2
= \i e M3
g 7.5 mm 4
-

7.0

respecto a los grupos

MCZ mg/L
FETAX

FETAX/DMSO
0.00036

0.0036

0.036
0.36

Fig. 7. Medidas de cabeza-cola en larvas de X. laevis expuestas a MCZ durante 96
h. *Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos control C1 (FETAX) y
C2 (FETAX con DMSO) y los expuestos a MCZ. Prueba de ANOVA de una via, con

Fisher y Dunnett (P<0.05).
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Los resultados de FETAX en embriones de X. laevis expuestos a concentraciones de

MCZ ambientalmente relevantes, se muestran en la tabla 4 en la cual se detalla por

concentracién de MCZ el numero y porcentajes de especimenes muertos y

malformados, la concentracion letal media (CL50) a las 96 h de exposicion fue de
0.377 mg/L (IC 95%: 0.21-0.54), en la concentracion mas alta de MCZ (3.6 mg/L)
indujo letalidad total de los embriones. La concentracion efectiva media de
malformaciones (CE50) fue de 0.222 mg/L (IC 95%: 0.04-0.39) y el indice de

teratogénico de 1.69.

Tabla 4. Teratogénesis y letalidad en larvas de X laevis expuestos por 96 h a miconazol

Totaldelarvas ~ Numero de No. total de larvas
Concentracién mg/L expuestas Muertes % Mortalidad con malformaciones % Malformaciones
FETAX 80 0 0 0 0
FETAX/DMSO 80 0 0 0 0
0.00036 80 12 15 14 17.5
0.0036 80 22 27.5 26 32.5
0.036 80 35 43.75 43 53.75
0.36 80 60 75 65 81.25
3.6 80 80 100 80 100
CLso 0.377
(IC, 0.21-0.54)
CEso 0.222
(IC, 0.04-0.39)
IT 1.69

CLso: Concentracion letal media; CES0 (malformaciones): concentracion efectiva media.
Andlisis Shapiro-Wilk y Probit P<0.05. Stat Plus

IT: indice teratogénico

32



Comportamiento

Se observaron cambios en la distancia recorrida, inmovilidad, tiempo de permanencia
en la periferia de la pared (tigmotaxis) y la aceleracién maxima en larvas de X. laevis

entre los grupos controles y los expuestos a MCZ en un periodo de 96h (Fig. 8).

Después de las 96h de exposicion al antifungico se observé una disminucion de la
velocidad recorrida (Fig.8. A) a medida que aumenta la concentracion de MCZ
respecto a los grupos control, en este mismo tiempo de exposicién las larvas
muestran poca movilidad con la misma tendencia (Fig.8. B). Las larvas expuestas a
MCZ pasaron menos tiempo en la periferia de la pared de la caja de Petri en
comparacion con el grupo control (Fig.8. C) y la aceleracién maxima disminuye a

medida que aumenta la concentracion del antifungico (Fig.8. D).

800 400
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C1 C2 M1 M2 M3 M4

C
D
4009 3000

)

o~
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C1 C2 M1 M2 M3 M4 C1 C2 M1 M2 M3 M4

Fig. 8 Parametros de comportamiento (A) Distancia recorrida, (B) Inmovilidad, (C) Tiempo
de permaencia en la periferia, (D) Aceleracion maxima. *Diferencia estadisticamente

significativa respecto al grupo control, ANOVA de una via y prueba de Tukey (P<5).
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Capitulo VII. Discusion de resultados

Los anfibios, principalmente las especies que se reproducen en estanques, se
enfrentan al peor escenario de exposicion de contaminantes transportados por el
agua, mas aun porque sus larvas son extremadamente sensibles (Carr & Patifio,
2011), actualmente no hay estudios de teratogénesis causada por MCZ en larvas de
anfibios, en neonatos de Daphnia magna se determiné una LC50 de 0.3 mg L-1 a las

48 h de exposicion (Belleza et al., 2014).

La dosis letal media (LD50) cuantitativa para el nitrato de miconazol (MCZ) en
alevines de Labeo rohita (peces juveniles), se establecié una DL50 de 126.14 mg
MCZ kgBW™" (miligramos de miconazol por kilogramo de peso corporal), los estudios
anteriores se comparan con la LC 50 obtenida en este estudio de 0.377 mg L-1 siendo
cercano con los neonatos de Daphnia magna. El clotrimazol es un imidazol que afecta
la supervivencia, el crecimiento y el desarrollo en larvas de rana Xenopus tropicalis
(Chen et al., 2015; lancu et al., 2024).

El penconazol un azol, causa malformaciones en estructuras como craneo,
extremidades, sistema gastrointestinal o curvatura corporal en X. laevis expuestas
durante la metamorfosis y aunque no son en larvas, son similares a las obtenidas en
este estudio (fig.5), el Tl obtenido en la presente investigaciéon es de 1.6 lo que indica
que el MCZ puede causar malformaciones durante el desarrollo embrionario (Turhan
et al., 2022).

El mecanismo de accién del MCZ (Fig.9) con el cual ejerce su efecto terapéutico
mediante la inhibicion de la enzima CYP 51 (14-alpha-sterol-demethylase)
responsable de la sintesis de ergosterol y la generacion de esteroles metilados que
son toxicos para la membrana celular del hongo, son mecanismos que pueden estar
implicados en el desarrollo de las malformaciones e inhibiciéon de crecimiento en X.
laevis debido a que el MCZ actia de forma no selectiva en la inhibicion del CYP51,
en mamiferos, especificamente en ratones, se identificé que CYP51 es esencial para
la embriogénesis (Keber et al., 2011; Pihlaja et al., 2024; Regidor et al., 2023;
Rosales-Pérez et al., 2022). y por el anillo de imidazol puede causar disrupcion

endocrina, en especies no objetivo (Munkboel et al., 2019).
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Fig.9 Probable mecanismo de accion del MCZ.
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La evaluacion conductual en larvas constituye una herramienta sensible para detectar
efectos subletales asociados a la exposicion a antifungicos presentes en el medio
acuatico. Estos farmacos al alterar procesos celulares, pueden impactar directamente
en la actividad neuromuscular y en el desarrollo del sistema nervioso, generando
cambios detectables en parametros de locomocién y respuesta al entorno. (Mech et
al., 2022).

En este estudio se observd una disminucion de la actividad de nado de las larvas de
X. laevis tras la exposicion a MCZ, en larvas de pez cebra expuestas a otros
antifungicos como triticonazol, que mostro hipoactividad en la oscuridad (Souders et
al., 2020), debido a que el fungicida puede afectar la actividad locomotora, asi mismo
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el tebuconazol otro antimicético altera el comportamiento de los peces (Carnib et al.,
2025).

En la presente investigacion se observo una disminucién notable de la distancia
recorrida y la aceleracién de X. laevis conforme aumenta la concentracion de MCZ,
sin embargo, la tigmotaxis también disminuye esto debido a que la larva se aleja de
la periferia y se queda inmovil en el centro de la caja de Petri (fig. 4), no se encontré
evidencia cientifica sobre el MCZ en larvas, pero se han encontrado investigaciones
con otros azoles, como el difenoconazol que ocasiona efectos en embriones de pez
cebra principalmente en la reduccion significativa de la locomocion de larvas
(velocidad, distancia), esto esta relacionado con el cambio en los neutransmisores
como dopamina y acetilcolina (Yang et al., 2023), estrés oxidativo (contaminantes que
causan estrés oxidativo y afectan directamente a la actividad de la acetilcolinesterasa
(contaminantes que causan estrés oxidativo y afectan directamente a la actividad de
la acetilcolinesterasa AChE) vy alteraciones genéticas relacionadas con el
neurodesarrollo (Firat, O., & Firat, O. 2025). La tigmotaxis se refiere al tiempo que un
organismo pasa en la periferia de un entorno de prueba en comparacién con su centro
y se utiliza como indicador de niveles de ansiedad, en las larvas de X. laevis
expuestas a MCZ se observé la disminucion de la tigmotaxis, es decir, que el tiempo
que la larva permanecio en la periferia fue menor comparado con el que permanecio
en el area central, lo cual tiene repercusiones en el comportamiento de nado,
haciendo que el espécimen sea una presa mas facil ya que esta mas expuesto a

depredadores que si permaneciera en la periferia (Wu et al., 2024).
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Capitulo IX. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el MCZ en concentraciones
ambientalmente relevante, ha causado efectos teratogénicos, asi como el retraso en
el crecimiento y se relacionan con la inhibicion de la enzima inhibicion de la enzima
lanosterol 14a-desmetilasa (CYP51) ocasionando alteracion en la sintesis de
esteroles esenciales y la generacion de estrés oxidativo, eclosionando incluso a los
ovocitos en concentraciones altas de MCZ. Los cambios en los parametros de
comportamiento como distancia recorrida, aceleracién, inmovilidad y tigmotaxis en
larvas de X. laevis, la afectacién del comportamiento larval por antifingicos tiene
relevancia ecolégica porque puede comprometer funciones esenciales como la
exploracion, la respuesta a depredadores y la busqueda de alimento, ademas los
cambios en la tigmotaxis y la locomocion se reconocen como biomarcadores
tempranos de neurotoxicidad, Utiles para la evaluacion de riesgo ambiental de
contaminantes farmacéuticos. Por lo anterior es importante contar con una buena
disposicién de residuos implementando programas comunitarios para concientizar a

la poblacién para impedir que contaminantes emergentes lleguen a los ecosistemas.

Se recomienda determinar el mecanismo molecular principal los resultados de
comportamiento relacionarlo con la modulacién de los sistemas de neurotransmisores
(colinérgico, GABAérgico y serotoninérgico) en el sistema nervioso central, siendo
altamente sensible al dafio molecular inducido por contaminantes que causan estrés

oxidativo y afectan directamente a la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE).
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Capitulo XI. Anexos
Observaciones de Larvas

Medio FETAX

2. Larva en posicion ventral, sin
deformacion alguna.

1. Fotografia lateral de larva sin
deformacion alguna.

3. Fotografia lateral de larva sin
deformacion alguna.

4. Fotografia dorsal de larva sin
deformacion alguna.

5. Fotografia ventral sin
malformaciones.

6. Fotografia lateral, sin alteracion.
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7. Fotografia lateral sin alteracion.

8. Fotografia dorsal sin alteracion.

9. Fotografia ventral, sin alteracién.

10. Fotografia de larva con blister
ventral (ampolla).




Medio FETAX/DMSO

1. Fotografia lateral, sin
malformaciones.

2. Fotografia dorsal, sin
malformaciones.

3. Fotografia dorsal, sin
malformaciones.

4. Fotografia ventral, sin
malformaciones.

5. Fotografia lateral, sin
malformaciones.

6. Fotografia ventral, sin
malformaciones.

7. Fotografia dorsal sin
malformaciones.
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9. Fotografia lateral con intestino
sigmoide.

10. Fotografia ventral sin
malformaciones.




Concentracion MCZ: 0.00036 mg/L

Imagen 1a corresponde a la posicién dorsal. Se aprecia despigmentacién ocular y cristalino
prominente.

Imagen 2a corresponde a la posicion lateral. Se aprecia despigmentacion ocular, intestino mal
enrollado, dilatacion anorrectal.

Imagen 3a corresponde a la posicion lateral. Se aprecia despigmentacién ocular, cristalino
prominente, intestino mal enrollado y dilatacion anorrectal.
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Imagen 4a corresponde a la posicion lateral. Se aprecia despigmentacion ocular y dilatacion
anorrectal.

Imagen 5a corresponde a la posicion lateral. Se aprecia despigmentacién ocular, cristalino
prominente, intestino mal enrollado, dilatacion anorrectal leve, blisters y una ligera desviacion
en la notocorda.

Imagen 6a corresponde a la posicion lateral. Se aprecia despigmentacién ocular, cristalino
prominente, intestino mal enrollado, dilatacion anorrectal leve, blisters y una ligera desviacion
en la notocorda.
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Imagen 7a corresponde a la posicion ventral. Se aprecia despigmentacién ocular y cristalino
prominente.

.

Imagen 8a corresponde a la posicion dorsal. Se aprecia despigmentacién ocular, cristalino
prominente, intestino mal enrollado y blisters.

-

Imagen 9a corresponde a la posicion lateral. Se observa despigmentacion ocular, cristalino
prominente, intestino mal enrollado, dilatacién anorrectal y blisters.
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Imagen 10a corresponde a la posicién lateral. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino
prominente, intestino mal enrollado, dilatacion anorrectal leve y blisters.

Concentracion MCZ: 0.0036 mg/L
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Imagen 1a Imagen 2b

Imagen 3c

Imagen 1a y 1b corresponden a posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen
1c. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, dilatacion anorrectal leve,
blisters y malformacion de aleta.

Imagen 2a Imagen 2b

Imagen2c

Imagen 2a y 2b corresponden a posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen
2c. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente y dilatacion anorrectal leve.
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Imagen 3a Imagen 3b

Imagen 3a corresponde a posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen 3c. Se
aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial y dilataciéon

anorrectal leve.
i —

Imagen 4a Imagen 4b

Imagen 4a corresponde a la posicidn lateral y ventral 4b, larva con despigmentacion ocular,
cristalino prominente, malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal,
craneoencefalico y cardiaco), blisters, intestino sigmoide y dilatacion anorrectal.

=

Imagen 5a Imagen 5b

Imagen 5a corresponde a la posicion lateral y dorsal 5b, larva con despigmentacién ocular y
cristalino prominente.
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Imagen 6a Imagen 6b

Imagen 6a corresponde a la posicién lateral y ventral 6b, larva con despigmentacion ocular,
cristalino prominente, malformacion craneofacial, blisters, intestino mal enrollado y dilatacion

Imagen 7a Imagen 7b

Imagen 72 y 7b corresponden a la posicion lateral, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y
cardiaco), blister abdominal, intestino mal enrollado, notocorda con sutil curvatura y dilatacién

Imagen 8a Imagen 8b

Imagen 8a y 8b corresponde a la posicidn lateral, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y
cardiaco), blister, intestino sigmoide, notocorda con sutil curvatura vy dilatacién anorrectal.




Imagen 9a corresponde a la posicidn lateral y dorsal 9b, larva con despigmentacién ocular,
cristalino prominente, malformacion craneofacial.

Imagen 10a Imagen 10b

Imagen 10a corresponde a la posicién lateral y ventral 10b, larva con despigmentacién ocular y
cristalino prominente.

Concentracion MCZ: 0.036 mg/L




Imagen 4a Imagen 5b

Imagen 1a corresponden a posicion lateral, posicion ventral 1b, se aprecia despigmentacion
ocular e intestino mal enrollado.

Imagen 2a Imagen 2b

Imagen 2a y 2b corresponden a posicion lateral, se aprecia despigmentacién ocular, intestino
mal enrollado, dilatacién anorrectal y semitas.

Imagen 3a Imagen 3b

Imagen 3a corresponde a la posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen 3b.
Se observa despigmentacién ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial, edema
multiple (edema abdominal craneocefalico y cardiaco), blisters, intestino mal enrollado y




Imagen 4a Imagen 4b

Imagen 4a corresponde a la posicion lateral, la posiciéon ventral se muestra en la imagen 4b.
Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema
multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco), blisters, intestino mal enrollado y

Imagen 5a Imagen 5b

Imagen 5a corresponde a la posicion lateral, la posicién ventral se muestra en la imagen 5b.
Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema
multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco), blisters, intestino mal enrollado,

dilatacion anorrectal y anomalia axial menor simple.

Imagen 6a Imagen 6b

Imagen 6a corresponde a la posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen 6b.
Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema
multiple (edema abdominal y cardiaco), blisters, intestino mal enrollado, dilatacién anorrectal

y anomalia axial menor simple.




Imagen 7a Imagen 7b

Imagen 7a corresponde a la posicion lateral y la posicidn ventral se muestra en la imagen
7b. larva con despigmentacion ocular, cristalino prominente, formacion de blisters, intestino
mal enrollado, dilatacién anorrectal y malformacion de aleta.

—

Imagen 8a Imagen 8b

Imagen 8a corresponden a posicion lateral, posiciéon ventral 8b, Se observa despigmentacion
ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal,
craneoencefalico y cardiaco), blisters, intestino mal enrollado y dilatacion anorrectal.

_

Imagen 9a corresponden a posicion lateral, posicion ventral 9b, Se aprecia despigmentaciéon ocular,
cristalino prominente, malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco),
blisters, intestino sigmiode, dilatacion anorrectal y carece de aleta ventral.




Imagen 10a Imagen 10b

Imagen 10a corresponde a posicion lateral, posicion ventral 10b, se aprecia despigmentacion
ocular, cristalino prominente, blisters, intestino mal enrollado y malformacién de aleta.

Imagen 11a Imagen 11b

Imagen 11a corresponde a posicion lateral, posicion ventral 11b, se aprecia despigmentacién
ocular, cristalino prominente, blisters, intestino mal enrollado y malformacion de aleta.

Imagen 12a Imagen 12b

Imagen 12a corresponde a posicion lateral, posicién ventral 12b, se aprecia despigmentacion
ocular, cristalino prominente, blisters, intestino mal enrollado, dilatacion anorrectal y
malformacion de aleta.




Imagen 13a Imagen 13b

Imagen 13a corresponde a posicién lateral, posicion ventral 13b, se aprecia despigmentacion
ocular, cristalino prominente, blisters, intestino mal enrollado y dilatacién anorrectal.

Imagen 14a corresponde a posicion lateral, posicion ventral 14b, se aprecia despigmentacion ocular,
cristalino prominente, intestino mal enrollado y dilatacion anorrectal.

Imagen 15a Imagen 15b

Imagen 15a corresponde a posicion lateral, posicion ventral 15b, larva con despigmentacion
ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y
cardiaco), blisters, intestino sigmiode, dilataciéon anorrectal, carece de aleta ventral, desviacion

sutil de notocorda y malformacion de aleta.




Imagen 16a Imagen 16b

Imagen 16a corresponde a posicion lateral, posicién ventral 16b, se aprecia despigmentacion
ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial, formacion de blisters, intestino mal
enrollado y y malformacion de aleta.

Imagen 17a Imagen 17b

Imagen 17a corresponde a posicion lateral, posicion ventral 17b, larva con despigmentacion
ocular, cristalino prominente, malformacioén craneofacial, blisters e intestino mal enrollado.




Imagen 18b

Imagen 18a

Imagen 18¢

Imagen 18a corresponde a posicidn lateral, 18 b posicion dorsal, posicion ventral 18c, larva con
despigmentaciéon ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema multiple
(edema abdominal y cardiaco), blisters, intestino sigmoide, dilatacién anorrectal, sutil desviaciéon
en notocorda y flexion leve lateral de la cola.

# ¥y

Imagen 19a | Imagen 19b

Imagen 19a corresponde a posicion dorsal, 19 b posicion lateral, larva con despigmentacion
ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y
cardiaco), blisters, intestino mal enrollado y leve flexiéon de notocorda.




Imagen 20a Imagen 20b

Imagen 20a corresponde a posicion lateral y 20b dorsal, larva con despigmentacion ocular,
cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco),
blisters, intestino mal enrollado, dilatacion anorrectal y sutil curvatura de notocorda.

Imagen 21a Imagen 21b

Imagen 21a corresponde a posicién ventral, posicion dorsal 21b, sin mal formaciones.

Imagen 22a Imagen 22b

Imagen 22a corresponde a posicion dorsal y ventral 22b, larva con ligera dilatacion anorrectal.




Imagen 23a Imagen 23b

Imagen 23a corresponde a posicion dorsal y ventral 23b, organismo con malformacién de aleta
y ligera dilatacion anorrectal.

.

Imagen 24a Imagen 24b

Imagen 24a corresponde a posicion dorsal y ventral 24b, larva con blisters, dilatacion anorrectal,
anomalia axial menor simple y malformacion de aleta.

Imagen 25a Imagen 25b

o

Imagen 25¢

Imagen 25a y 25b corresponden a la posicion lateral y ventral 25c, larva con despigmentacién
ocular, cristalino prominente, malformaciéon craneofacial, edema multiple (edema abdominal,
craneoencefalico y cardiaco), blisters, intestino sigmoide, dilatacion anorrectal.




Imagen 26a Imagen 26b

Imagen 26a y 26b corresponden a la posicion lateral, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema mdultiple (edema abdominal y cardiaco leve),
blisters, intestino sigmoide externo, dilatacién anorrectal, afectacién en notocorda y flexion leve

£

Imagen 27a Imagen 27b

Imagen 27a'y 27b corresponden a la posicién lateral, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y
cardiaco), blisters, intestino sigmoide, dilatacion anorrectal y carece de aleta ventral.

Imagen 28a Imagen 28b

Imagen 28a posicion lateral y ventral 28b, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y
cardiaco), blisters, intestino sigmoide, dilatacion anorrectal, semitas y flexion leve lateral de la




Imagen 29a Imagen 29b

Imagen 29a y 29b posicion lateral, larva con despigmentacion ocular, cristalino prominente,
malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco), blisters, intestino mal
enrollado, dilatacidon anorrectal y semitas.

Imagen 30a Imagen 30b

Imagen 30a posicion lateral y 30b dorsal larva con despigmentacion ocular, cristalino prominente,
malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco),
blisters, intestino mal enrollado y dilataciéon anorrectal.

Imagen 31a Imagen 31b

Imagen 31a posicion lateral y 31b dorsal, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacioén craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y
cardiaco), blisters, intestino mal enrollado, dilatacién anorrectal y carece de aleta ventral.




Imagen 32a Imagen 32b

Imagen 32a posicion lateral y 32b dorsal, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y
cardiaco), blisters, intestino mal enrollado y dilataciéon anorrectal.
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Imagen 33a Imagen 33b

Imagen 33a y 33b posicion lateral, larva con despigmentacion ocular, cristalino prominente,
malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco),

blisters, intestino mal enrollado y dilataciéon anorrectal.

Imagen 34b

Imagen 34a

Imagen 34a corresponde a la posicién lateral, la posicidon ventral se muestra en la imagen
34b. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial,
edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco), blisters, intestino mal
enrollado, dilatacidon anorrectal y anomalia axial menor simple.




Imagen 35a Imagen 35a

Imagen 35a corresponde a la posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen
34b. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial,
edema multiple (edema abdominal y cardiaco), blisters, intestino mal enrollado y dilatacion

anorrectal.

Imagen 36a

Imagen 36a larva con despigmentacién ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial,
edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco), blisters, intestino mal
enrollado, dilatacion anorrectal, afectacion en notocorda y cola segmentada.

Imagen 37a Imagen 37b

Imagen 37a corresponde a la posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen
37b. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial,
edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco), blisters, intestino sigmoide

y dilatacién anorrectal.




Imagen 38a Imagen 38b

Imagen 38a y 38b corresponde a la posicion lateral. Se aprecia despigmentacion ocular,
cristalino prominente, malformacion craneofacial y edema craneoencefalico leve.

Imagen 39a

Imagen 39a corresponde a la posicion lateral, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformaciéon craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco),
blisters, intestino mal enrollado, dilatacion anorrectal y carece de aleta ventral.

Imagen 40a

Imagen 40a corresponde a la posicion lateral, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico
y cardiaco leve), blisters, intestino mal enrollado, dilatacion anorrectal y semitas.
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Imagen 41a

Imagen 41a corresponde a la posicion ventral, larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacién craneofacial, edema craneoencefalico leve, blisters, intestino mal
enrollado y dilatacién anorrectal.

Concentracion MCZ: 0.36 mg/L




Imagen 7b

Imagen 8c

Imagen 2 a Imagen 2 b

',

Imagen 2 ¢

Imagen 2a y 2b corresponden a posicion lateral, la posicién ventral se muestra en la imagen
2c. Se aprecia despigmentacion y reconduccion de tamafo ocular, cristalino prominente,
malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco), intestino mal




Imagen 3 a Imagen 3 b

Imagen 3 ¢

Imagen 3a corresponde a posicion lateral, la imagen 3b muestra la posicion dorsal y la
posicién ventral se muestra en la imagen 3c. Se observa, cristalino prominente.

po

Imagen 4 a Imagen 4 b

Imagen 4 a

Imagen 4 a y 4b corresponde a posicion lateral, y la posicién dorsal se muestra en la imagen
4c. Se aprecia, hipopigmentacion y reduccion de tamafio ocular, malformacion craneofacial,
edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco), intestino sigmoide vy




Imagen 5a y 5b posicion lateral, 5 ¢ posicidon ventral y la posicion dorsal se muestra en la
imagen 5d. Se aprecia, hipopigmentacién y reduccion de tamafo ocular, cristalino prominente
y notocorda afectada.
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Imagen 6 a Imagen 6 b

Imagen 6 ¢ Imagen 6 d

Imagen 6 a y 6 b corresponde a posicion lateral, 6¢ posicién ventral y la posicion dorsal se
muestra en la imagen 6d. Se observa, despigmentacion, reduccion de tamafio ocular,
cristalino prominente, malformaciéon craneofacial, edema multiple (edema abdominal y
cardiaco), formacién de blisters, intestino mal enrollado y dilatacién anorrectal.




Imagen 7 a Imagen 7 b

Imagen 7a y 7b posicion lateral. Se observa, hipopigmentacion, cristalino prominente e
intestino mal enrollado.

Imagen 8 a Imagen 8 b

Imagen 8 ¢

Imagen 8a y 8b corresponden a posicion lateral, la posicién ventral se muestra en la imagen
8c. Se observa despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial,
edema multiple (edema abdominal y cardiaco), blisters en abdomen, intestino mal enrollado




Imagen 9 b

Imagen 10 a

Imagen 10 corresponde a la posicion lateral. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente,
malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco), intestino mal enrollado y
dilatacion anorrectal.




Imagen 11 a Imagen 11 b
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Imagen 11 ¢

Imagen 11 a y 11b corresponden a la posicion lateral, la posicién ventral se muestra en la
imagen 11c. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion
craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco, intestino mal enrollado, blisters y
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Imagen 12a Imagen 12b

Imagen 12a corresponde a la posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen
12b. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial,
edema multiple (edema abdominal y cardiaco, intestino mal enrollado, blisters y dilatacion




Imagen 13 b

Imagen 13 a

Imagen 13 ¢

Imagen 13 a y 13b corresponden a la posicion lateral, la posicién ventral se muestra en la
imagen 13c. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion
craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco, intestino mal enrollado, blisters y

Imagen 14 a Imagen 14 b

Imagen 14 ¢

Imagen 14 a y 14b corresponden a la posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la
imagen 14c. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion
craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco, intestino mal enrollado, blisters y
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Imagen 15 a Imagen 15 b

h

Imagen 15 ¢

Imagen 15a y 15b corresponden a la posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la
imagen 15c. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion
craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco, intestino mal enrollado, blisters y
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Imagen 16 a Imagen 16 b

Imagen 16 ¢

Imagen 16a la posicién lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen 16b y dorsal en la
posicién 16c¢c. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion
craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco, intestino sigmoide, blisters y




Imagen 17 a Imagen 17 b

Imagen 17a y 17b posicién lateral. Se aprecia malformacion severa, despigmentacién ocular,
cristalino prominente, malformacién craneofacial, intestino mal enrollado, dilatacién
anorrectal, notocorda afectada, flexion pronunciada dorsal y flexion lateral de cola.

Imagen 18 a Imagen 18 b

Imagen 18a y 18b posicidn lateral. Larva con despigmentacion ocular, cristalino prominente,
malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco), intestino mal
enrollado y dilatacién anorrectal.

Imagen 19 a Imagen 19 b

Imagen 19a y 19b posicion lateral. Larva con despigmentacion ocular, cristalino prominente,
malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco, intestino sigmoide,
blisters y dilatacién anorrectal.




Imagen 20 b
Imagen 20 a

Imagen 20a y 20b posicion lateral. Larva con despigmentacidn ocular, cristalino prominente,
malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco), intestino mal
enrollado, blisters y dilatacion anorrectal.

Imagen 21 a

Imagen 21la y 21b posicion lateral. Larva con despigmentacion ocular, cristalino prominente,
malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco), intestino mal enrollado,
blisters y dilatacion anorrectal.

Imagen 22 a Imagen 22 b

Imagen 22a y 22b posicion lateral. Larva con despigmentacion ocular, cristalino prominente,
malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico y cardiaco,
intestino mal enrollado, blisters y dilatacion anorrectal.
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Imagen 23 a Imagen 23 b

Imagen 23a y 23b posicion lateral. Larva con despigmentacién ocular, cristalino prominente,
malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco, intestino mal
enrollado, blisters y dilatacion anorrectal.

Imagen 24 a Imagen 24 b

Imagen 24 a posicion lateral y 24 b posicion ventral. Larva con despigmentacién ocular,
cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y
cardiaco, intestino sigmoide, blisters, dilatacion anorrectal y carece de aleta ventral.
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Imagen 25 a Imagen 25 b

Imagen 25a y 25b posiciones laterales. Larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco),
intestino mal enrollado, blisters y dilatacion anorrectal.




Imagen 26 a Imagen 26 b

Imagen 26a y 26b posiciones laterales. Larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdomina, y cardiaco,
intestino mal enrollado, blisters, dilatacion anorrectal y carece de aleta ventral.

Imagen 27 a Imagen 27 b

Imagen 27a y 27b posiciones laterales. Larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico
y cardiaco, intestino sigmoide, blisters, dilatacién anorrectal y carece de aleta ventral.

Imagen 28 a Imagen 28 b

Imagen 28a y 28b posiciones laterales. Larva con despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal, craneoencefalico
y cardiaco, intestino mal enrollado, blisters, dilatacion anorrectal y carece de aleta ventral.
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Imagen 29 a Imagen 29 b

Imagen 29 ¢

Imagen 29a posicion lateral, 29 b ventral y 29c dorsal, larva con deformacion severa,
despigmentacién ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial, edema multiple
(edema abdominal y cardiaco) intestino mal enrollado, blisters, dilatacién y deformacién
anorrectal, carece de aleta ventral y tiene flexion lateral de la cola.

Imagen 30 a Imagen 30 b

Imagen 30 ¢

Imagen 30a corresponde a la posicion lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen 30b
y dorsal la 30c. Se aprecia despigmentacién ocular, cristalino prominente, malformacién
craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco), intestino sigmoide, blisters,

dilatacion anorrectal y carece de aleta ventral
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Imagen 31 a Imagen 31 b

Imagen 31 ¢

Imagen 31a y 31b corresponde a la posicién lateral, la posicion ventral se muestra en la 31c.
Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema
multiple (edema abdominal, y cardiaco) intestino sigmoide, blisters, dilatacion anorrectal y

carece de aleta ventral

Imagen 32 a Imagen 32 b

Imagen 32a corresponde a la posicidn lateral, la posicion ventral se muestra en la imagen
32b. Se aprecia despigmentacion ocular, cristalino prominente, malformacion craneofacial,
edema multiple (edema abdominal y cardiaco), intestino mal enrollado, blisters y dilatacién




Imagen 33a Imagen 33 b

Imagen 33a corresponde a la posicion lateral, y dorsal la 33b. Se aprecia despigmentacion
ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal y
cardiaco), intestino sigmoide, blisters, dilatacion anorrectal y carece de aleta ventral.

Imagen 34 a Imagen 34 b

Imagen 34 a y 34b corresponden a la posicién lateral. Se aprecia despigmentacién ocular,
cristalino prominente, malformacién craneofacial, edema multiple (edema abdominal y
cardiaco), intestino mal enrollado, blisters, dilatacién anorrectal, semitas y flexion lateral de la

cola.

Imagen 35 a Imagen 35 b

Imagen 35 a y 35b corresponden a la posicion lateral y dorsal respectivamente, se nota el
cristalino prominente, despigmentacion ocular, intestino mal enrollado, dilatacion anorrectal

leve.




Imagen 36 a Imagen 36 b

Imagen 36 a y 36b corresponden a posiciones laterales, se aprecia despigmentacién ocular,
cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y
cardiaco), intestino mal enrollado, blisters, dilatacion anorrectal.

Imagen 37 a Imagen 37 b

Imagen 37a y 37b corresponden a la posicidon lateral. Se aprecia despigmentacion ocular,
cristalino prominente, malformaciéon craneofacial, edema multiple (edema abdominal vy
cardiaco, intestino mal enrollado, blisters y dilatacion anorrectal.
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Imagen 38 a Imagen 38 b

Imagen 38a y 38b Se aprecia malformacion severa, despigmentacion ocular, cristalino
prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y cardiaco),
intestino mal enrollado, blisters, dilatacion y deformacion anorrectal, notocorda afectada,
flexion pronunciada dorsal y flexion lateral de cola.




Imagen 39 a Imagen 39 b

Imagen 39a corresponde a la posicion lateral, y dorsal la 39b. Se aprecia despigmentacion
ocular, cristalino prominente, malformacién craneofacial, edema mdultiple (edema abdominal,
craneoencefalico y cardiaco, intestino sigmoide, blisters, dilatacidon anorrectal y carece de

Imagen 40a Imagen 40 b

Imagenes 40a y 40 b corresponde a la posicidn lateral, se aprecia despigmentacién ocular,
cristalino prominente, malformacion craneofacial, edema multiple (edema abdominal y
cardiaco), intestino mal enrollado, blisters y dilatacién anorrectal.

Resultados de Estrés Oxidativo
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Para la evaluacion del estrés oxidativo se determiné el grado de lipoperoxidacién
(LPX) el cual tuvo un aumento, las enzimas como catalasa (CAT) y superoxido
dismutasa (SOD) disminuyeron a excepcion de la concentracién M2 (0.0036 mg/L) en
general se encontré una diferencia significativa entre las muestras expuestas al MCZ

y los grupos control (Fig.9).
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Fig. 10 Estrés Oxidativo (LPX) Lipoperoxidacion, (SOD) Superoxido dismutasa, (CAT)

Catalasa. *Diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control, ANOVA de

una via y prueba de Tukey (P<5).

Dentro de los marcadores de estrés oxidativo la lipoperoxidacion (Fig.10 LPX)
aumenta conforme a la concentracién de MCZ, en una linea celular de queratinocitos

humanos se aprecio la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales
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pueden inducir oxidacion de lipidos de membrana (Kobayashi et al., 2002), lo cual
sugiere lipoperoxidacién como uno de los danos celulares (Peng et a., 2022), aunado
a esto y de acuerdo con el mecanismo de accion propuesto (Fig.9) a una mayor
concentracién del antifungico hay mas produccion de esteroles metilados que son

toxicos para la membrana celular.

En un estudio de células Sertoli de ratén TM4 se observé una deplecion de glutation
y disfuncion mitocondrial lo anterior sugiere que a un aumento de concentracién de
MCZ la producciéon de ROS aumente, ante esto la defensa antioxidante disminuya,
como la actividad enzimatica de SOD y CAT (Petricca et al., 2022), esto se observa
en las dos concentraciones mas altas de MCZ, en M3 (0.036 mg/L) y M4 (0.36 mg/L),
sin embargo, en las concentraciones de M1 (0.00036 mg/L) y M2 (0.0036 mg/L) hay
un aumento de CAT y SOD esto puede indicar que a concentraciones menores de
MCZ, las concentraciones de ROS que produce este téxico permiten la actividad de
SOD y CAT (Alsharif et al., 2022; Won et al., 2012).

Envio del articulo
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