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Resumen

El cancer siendo una de las enfermedades mas severas a llevado a la necesidad de
contar con nuevos farmacos. El desarrollar nuevos compuestos como las Casiopeinas®
(Cas), una familia con centro activo de cobre(ll), que in vitro e in vivo, han demostrado
tener actividad antitumoral, citotoxica y genotoxica. Se propone que su mecanismo de
accion incluye especies reactivas de oxigeno e induccién de apoptosis mitocondrial. Sin
embargo, ha sido poco estudiado su efecto toxico, por o que propusimos emplear el
modelo del pez cebra (Danio rerio) para averiguar estos efectos. Se usaron embriones
de 48horas post-fertilizacion (hpf) y alevines de 72hpf, tratados con Cas ligly, IlIEa y lllia
y Cisplatino en concentraciones de 1, 10, 25, 50, 100 y 200 pyg/ml. Posteriormente los
peces fueron analizados con un microscopio estereoscopico a las 24, 48 vy
72h. Observamos que a concentraciones mayores a 25ug/ml, las Cas originan dafos
toxicos en los embriones y alevines, produciendo muerte y malformaciones en el
desarrollo morfolégico. Mientras que a concentraciones menores a 1ug/ml no se observé
dafio toxico alas 24h, perosi a las48y 72h, produciendo el mismo efecto
que las concentraciones altas. En altas concentraciones, las Casiopeinas presentan
efectos tdxicos importantes sobre los embriones y alevines de pez cebra. Las altas
concentraciones de las Casiopeinas producen toxicidad en el desarrollo de embriones

como alevines.

Palabras clave: Casiopeinas®, toxicidad, teratogenesis, Danio rerio.
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Summary

Cancer being one of the most severe diseases has led to the need for new drugs. The
development of new compounds such as Casiopeinas® (Cas), a family with an active
center of copper(ll), which in vitro and in vivo, have been shown to have antitumor,
cytotoxic and genotoxic activity. It's mechanism of action is proposed to include reactive
oxygen species and induction of mitochondrial apoptosis. However, its toxic effect has
been little studied, so we proposed using the zebrafish (Danio rerio) model to find out
these effects. Embryos 48 hours post-fertilization (hpf) and fingerlings of 72 hpf, treated
with Cas ligly, llIEa and lllia and Cisplatin at concentrations of 1, 10, 25, 50, 100 and 200
pug/ml were used. Subsequently, the fish were analyzed with a stereoscopic microscope
at 24, 48 and 72h. We observed that at concentrations greater than 25ug/ml, Cas cause
toxic damage to embryos and fingerlings, causing death and malformations in
morphological development. While at concentrations less than 1ug/ml, no toxic damage
was observed at 24h, but it was at 48 and 72h, producing the same effect as high
concentrations. In high concentrations, Casiopeinas have significant toxic effects on
zebrafish embryos and fry. High concentrations of Casiopeinas produce toxicity in the
development of embryos such as larvae.

Keywords: Casiopeinas®, toxicity, teratogenesis, Danio rerio.






1.- Introduccién

El cancer se ha convertido en uno de los principales problemas que afectan a la sociedad,
ya que es una de las enfermedades mas severas cuyo impacto se refleja a nivel tanto
fisiologico como psicologico (World Health Organization, 2018). De acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que en el afio 2020 se presentaron
20 millones de muertes por cancer, representando una de las principales causas de
muerte en los paises desarrollados y la segunda en los paises sub-desarrollados (World
Health Organization, 2018). Por su parte, la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) dio a conocer que en 2020 el cancer fue la segunda causa de muerte en América,

causando 1.7 millones de muertes (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

El cancer es un crecimiento anormal de las células, generado por una actividad irregular,
donde la pérdida de homeostasis celular provoca la multiplicacion de algunos tipos de
células de una manera descontrolada formando una masa tumoral (Rodriguez et al.,
2016).

La importancia de conocer los mecanismos en el proceso carcinogénico es esencial no
solo para la prevencién, sino ademas para la implementacién de nuevos farmacos. Las
investigaciones estan mayormente enfocadas en terapias que puedan combatir el
cancer. Es por esto que el desarrollo de nuevos compuestos mas especificos y menos
toxicos se ha vuelto una prioridad (Mejia et al., 2018).

Los metales pesados han alcanzado gran interés en el campo biomédico, ya que juegan
un papel fundamental en los sistemas biologicos debido a su efecto en numerosas
reacciones y procesos celulares (Mejia et al., 2018). Asi mismo, los nuevos
medicamentos a base de metales para el tratamiento del cancer suelen ser
prometedores, no obstante, la toxicidad intrinseca de los metales no debe tomarse a la
ligera. Tal es el ejemplo del cisplatino [cis-diamminodicloroplatino (I)], un complejo de
metales pesados que contiene un atomo central de platino con dos atomos de cloruro y
dos moléculas de amoniaco en la posicion cis, con actividad principalmente

anticancerigena. El modo de accion del cisplatino se ha relacionado con su capacidad



para interactuar con las bases de purina en el ADN, donde interfiere con los mecanismos
de reparacion del acido desoxirribonucleico, causando dafio en el ADN para
posteriormente inducir la apoptosis en las células cancerosas (Dasari, Tchounwou et al.,
2014). Sin embargo, este medicamento causa toxicidad sistematica extensa (Rai et al.,
2018), y multiples efectos secundarios en el humano (Dasari, Tchounwou et al., 2014).

Es asi que surgen las Casiopeinas® (Cas), una familia de compuestos de Cu(ll) cuya
féormula general es [Cu (NN) (NO) H20] NOsz donde NN = diiminas como 1,10-
fenantrolina, 2,2-bipiridina o sustituida y NO = aminoacidato o [Cu (NN) (OO) H>0O] NOs3,
donde NN = diiminas como 1,10-fenantrolina, 2,2-bipiridina o sustituida y OO =
acetilacetonato, salicilaldehidato (Ruiz-Azuara, 1992; Ruiz-Azuara,1996; Ruiz-Azuara,
2002). Debido a su composicion quimica se espera que las Cas sean menos téxicas y
mas eficientes en el tratamiento del cancer (Ruiz-Azuara, 1997). Las Cas han
demostrado tener actividad antineoplasica, citostatica (Davila-Manzanilla et al., 2017) y

genotoxica (Jiménez et al., 2016).

A pesar de que existen nuevos farmacos prometedores, la toxicidad intrinseca de los

medicamentos es una razon principal para retirar medicamentos del mercado.

En este trabajo se sugiere una evaluacion sobre los posibles efectos téxicos que un
medicamento puede llegar a ocasionar. Siendo el pez cebra (Danio rerio) el modelo que
se ha utilizado en estudios de toxicologia y para llevar a cabo la deteccion de seguridad

de farmacos.

2.- Antecedentes
2.1 Desarrollo de nuevos farmacos

Las moléculas y compuestos con potencial efecto terapéutico, deben ser evaluados en
multiples modelos para decidir qué molécula sera objeto de desarrollo. A partir de esto,
se realiza un proceso de caracterizacion fisico-quimico-farmacéutica, en la cual se

realizan pruebas farmacodinamicas, farmacocinéticas y toxicologicas (Vallejo, 2014).



La farmacodinamia es el estudio de las acciones y los efectos del farmaco en el
organismo. La farmacocinética analiza los efectos del organismo sobre el farmaco como
lo son la absorcion, distribucion, metabolizacidén y excrecion (ADME). Mientras que las
pruebas toxicoldgicas incluyen la aplicacién de una dosis unica (toxicidad aguda), dosis
multiple (toxicidad subaguda y cronica), genotoxicidad, carcinogénesis, toxicidad
ambiental y toxicidad del desarrollo. La finalidad de los estudios toxicoldgicos es conocer
la dosis maxima tolerable sin que produzcan efectos nocivos y la toxicidad que podrian
presentar las dosis elevadas (Ashby, 1991). Este proceso fisico-quimico-farmacéutico
abarca de 9 a 13 afos, con inversiones aproximadas a los 800 millones de euros (Herrero
etal. 2010). Son costos elevados tomando en cuenta que de cada 10,000 nuevos
compuestos, solo 250 pasan a fase de estudios preclinicos y de éstos, solo 2 llegan a

ser comercializados(Vargesson, 2015).

Las pruebas de toxicidad y teratogénesis para la evaluacién de nuevos farmacos son de
gran importancia. En 1961 el farmaco Talidomida (Laboratorio Grinenthal GmbH) bajo
el nombre de Distaval, Tensival, Valgraine y Asmaval, comercializado como sedante y
calmante de las nauseas durante los tres primeros meses de embarazo, mostré efecto
teratdgeno en embriones humanos, dando como resultado el nacimiento de nifios sin
brazos o piernas (Bayona, 2012). Esto se debié a que no se realizaron pruebas
suficientes antes de sacar el producto al mercado farmacéutico, pues en aquella época
no existian lineamientos estrictos a los que debian ser sometidos los nuevos farmacos
(Vargesson, 2015). El desastre de la Talidomida evidencid por primera vez que existen
diferencias entre las diversas especies respecto a la reaccidn de las drogas. Esto llevé a
la necesidad de implementar nuevas y mas rigurosas pruebas para mejorar la
comprension del nuevo farmaco en diferentes modelos con homologias cercanas al ser
humano.

En la actualidad, los compuestos quimicos que son utilizados en la composicion de
farmacos antineoplasicos, tienen efectos téxicos en el humano. No obstante, una gran
proporcion de estos compuestos son estables y conducen a trastornos en el
funcionamiento del organismo; estos compuestos se transfieren de la madre al embridn
y conducen a malformaciones congénitas (Peterovova et al., 2008). Por lo tanto, el

desarrollo de nuevos farmacos que sean seguros y eficaces sigue siendo altamente



dependiente de estudios de toxicologia en animales, por lo que cada estudio debe estar
bien disefiado para posteriormente ejecutarlo de manera cuidadosa (Morton, 1998).

2.2 Toxicidad

El cribado toxicolégico es muy importante para el desarrollo de nuevos medicamentos y
para la extension del potencial terapéutico de las moléculas existentes (Parasuraman,
2011).

La toxicidad de los farmacos se refiere al nivel de dafio que un compuesto puede causar
a un organismo. Los efectos téxicos dependen de la dosis y pueden afectar a un sistema
completo como en el sistema nervioso central o un 6rgano especifico (Riley et al., 2010).
De acuerdo al principio de Paracelso, todos los compuestos son toxicos en dosis altas y
todos son seguros en dosis muy bajas (Guengerich et al., 2011). Generalmente la
toxicidad provocada por los farmacos ocurre en dosis que exceden la eficacia terapéutica
y esto puede evaluarse a nivel conductual o fisiolégico. Desde el punto de vista del
comportamiento, la toxicidad de los farmacos puede manifestarse de diversas formas,
por ejemplo, disminucion de la actividad locomotora, pérdida de la coordinaciéon motora
o deterioro cognitivo. Los ejemplos de efectos fisiologicos incluyen lesiones al tejido,
muerte neuronal y muerte celular (Riley et al., 2010).

Las pruebas de toxicidad pueden clasificarse de la siguiente manera (Castillo Morales,
2004):

e Toxicidad aguda: efecto adverso (letal o subletal) inducido sobre los
organismos en prueba durante un periodo de exposicion del material de ensayo
usualmente de pocos dias.

e Toxicidad cronica: efectos toxicos a largo plazo relacionados con cambios en

el metabolismo, crecimiento o capacidad de supervivencia.
2.3 Teratogénesis

Ahora bien, los compuestos que inducen defectos en la morfologia del embridén o en la
funcion del 6rgano antes de causar la muerte se definen como teratégenos (McGrath,
2012), provocando un dafio teratogénico.



La teratogenicidad de los farmacos se ha demostrado experimentalmente durante mas
de 30 anos debido al descubrimiento de las embriopatias inducidas por la Talidomida,
causando danos fetales por la ingesta del farmaco. Actualmente se sabe que no solo el
farmaco en cuestion producira el dafo teratdgeno, sino también su dosis, tiempo y
frecuencia de administracion, asi como la susceptibilidad genética e individual del
embrion son factores importantes (Hill, 1984). En la actualidad la prevalencia de
malformaciones debidas a farmacos es baja pero también evitable. Esto hace necesaria
la informacidén precisa y actualizada sobre el potencial téxico y teratbgeno de los
farmacos (Pérez et al., 2003).

2.4 Casiopeinas®

Los medicamentos a base de metales son importantes por su actividad terapéutica,
especialmente los compuestos coordinados de cobre porque han demostrado tener
actividad antineoplasica con efectos menos téxicos a diferencia del cisplatino, ya que el
cobre al ser un elemento esencial en varios procesos biologicos puede detoxificarse
mediante enzimas antioxidantes como el glutatién (GSH), creando aductos con el metal.

Las Casiopeinas® (Cas), una familia de compuestos con centro activo de cobre(ll)
(Figura 1), han demostrado tener actividad antitumoral, tanto in vitro (Larios-Cervantes
A. et al 2022) como in vivo (Trejo-Solis et al.,, 2005), destacando su accion
antiproliferativa (Castillo-Rodriguez et al., 2021), citotdéxica y genotoxica (Castillo-
Rodriguez et al., 2021).

r \ F 3 4 \
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Figura 1. Estructura de las Casiopeinas®(Cas). Casllgly [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (glicinato)], CaslIIEa
[Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)], Caslllia [Cu (4,4-dimetil-2,2-bipiridina) (acetilacetonato)]



Se propone que las Cas inducen apoptosis por la via intrinseca en células neoplasicas,
esto debido al estrés oxidativo mitocondrial causado por la sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO’s) (Mejia et al., 2008). Ademas interfieren con la replicacion
del DNA induciendo la formacion de aductos en las bases nitrogenadas (Marin-
Hernandez et al., 2012); (Becco, 2014), junto con el desacople de la cadena respiratoria
interactuando con el succinato, piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa (Marin-
Hernandez et al., 2012) (Figura 2).

Se han realizado estudios de toxicidad en animales con los cuales se pretende estimar
el riesgo que las Casiopeinas pueden presentar al ser administradas en humanos. En un
estudio en perros la dosis letal 99 (DL99) de las Cas lllia y ligly, indujeron la muerte de
manera aguda en un periodo de 30-50 min debido a edema pulmonar y fallo cardiaco. Lo
anterior sugiere que la liberacion de radicales libres afect6 a las células cardiacas (Leal
et al., 20006).

Generacion
de ERO’s

Interaccién
directa al
ADN

Toxicidad ‘
Mitocondrial

Figura 2. Mecanismo de accion de las Casiopeinas.

Las Casiopeinas® representan ser un compuesto prometedor en el tratamiento del
cancer, por lo que se hace prioritario evaluar las propiedades toxicoldgicas y teratdbgenas

de estos compuestos en modelos animales.
2.5 Pez cebra (Danio rerio) como modelo

El modelo del pez cebra (Danio rerio), ofrece varias ventajas para seleccionar una gran
cantidad de compuestos en el desarrollo de farmacos y estudios toxicologicos vy
demostrar la seguridad de los farmacos durante el desarrollo embrionario (Alafiatayo et
al., 2019; Kittipaspallop et al., 2018; Moreman et al., 2017). Un namero significativo de



candidatos a farmacos ha fallado en las pruebas preclinicas debido a su efecto adverso
sobre el desarrollo y la reproducibilidad, en comparacion con las pruebas de mamiferos
convencionales (He et al., 2014).

El modelo del pez cebra ofrece ventajas experimentales, por tener un periodo de
desarrollo corto (2-3) meses (Figura 3). En cada puesta lo peces cebra pueden producir
hasta 200 embriones; el desarrollo embriolégico se desarrolla fuera de la madre lo que
permite su manipulacion; los embriones son transparentes durante las primeras
semanas, facilitando la observacion directa de los organos internos mediante un
microscopio estereoscopico; los embriones son permeables a farmacos(Gilbert-Barness,
2010).

Una de las principales ventajas del modelo del pez cebra en comparacién con un modelo
de mamifero como el raton, es que los procesos de desarrollo embrionario son mas
accesibles (Gilbert-Barness, 2010; McGrath, P. et al, 2008); ademas los embriones
pueden vivir sin alimentacion externa varios dias después de la fertilizacion (Gilbert-
Barness, 2010); comparten el 70% de homologia con el genoma humano y el 80% de
homologia con genes tumorales. El modelo también ofrece mayor manipulacion, menor
periodo de prueba, bajo costo y menor cantidad de compuesto requerido. Los
compuestos pueden difundirse a través de la piel y las branquias de los embriones y en
los alevines, entran al cuerpo por via oral cuando el pez cebra comienza a tragar,
aproximadamente 72 h después de la fecundacion (hpf) (Lantz-Mcpeak, 2014). Las
evaluaciones de toxicidad y seguridad que utiliza el pez cebra también han sido
aceptadas por la FDA (Food and Drug Administration) y la EMA (The European
Medicines Agency) para la aprobacion de un nuevo medicamento bajo investigacion (He,
Jetal., 2014).
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Figura 3.Ciclo de vida del pez cebra. El pez tiene un desarrollo rapido desde su fertilizacion, hasta la capacidad de
reproduccion.

El pez cebra es un modelo animal apropiado para estudios de desarrollo en compuestos
farmacoldgicos y toxicolégicos. Los modelos en mamiferos tienen una similitud del 55%
al 100% con el pez cebra, para la evaluacion de la toxicidad de sustancias quimicas
durante el desarrollo (Brannen et al., 2010). Sin embargo, la concordancia entre ratas,
conejos y ratones es del 56% (Hurtt et al., 2003), lo que sugiere que la respuesta del pez
cebra esta a la par con los modelos de toxicidad en mamiferos, apoyando asi el uso del
modelo de Danio rerio en la investigacion de toxicidad y teratogénesis.



3.- Justificacion

La busqueda de nuevos compuestos antineoplasicos tiene el propodsito de aumentar la
efectividad y disminuir la toxicidad, tal es el caso las Casiopeinas®. No obstante, una de
las causas mas importantes de la lentitud en la comprobacién de la seguridad de nuevos
productos, reside en la carencia de modelos experimentales adecuados utiles para
predecir si seran efectivos y su grado de toxicidad en humanos para el tratamiento contra

el cancer.

Esto justifica el hecho de contribuir en la evaluacion de las Casiopeinas® (lIgly, lllEa y
lllia) para seguir evaluando la actividad toxica y los efectos teratogénicos en el modelo
de pez cebra (Danio rerio).



4.- Hipotesis

Las Casiopeinas® (lIgly, IlIEa, lllia) no causaran toxicidad ni teratogénesis en el
modelo de pez cebra (Danio rerio).
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5.- Objetivos

5.1 Objetivo General
e Determinar el efecto téxico y teratégeno de las Casiopeinas® en el pez cebra.

5.2 Objetivos especificos
e Determinar la toxicidad de las Casiopeinas® en embriones y alevines en un

modelo de pez cebra.
e Estudiar la teratogénesis de las Casiopeinas® en el modelo de estudio.

e Evaluar en una cinética de tiempo las alteraciones morfolégicas debidas al

tratamiento con Casiopeinas® en un modelo de pez cebra.
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6.- Materiales y Métodos
6.1 Reactivos y preparacion de soluciones

Los compuestos de cobre Cas ligly [Cu (4,7-dimetil-1,10- fenantrolina) (glicinato) aqua,
4,7-dimetil-1,10-fenantrolina, nitrato de glicinato y cobre (Il); Cas lllia [Cu (4,4 'dimetil)
(2,2 '-dipiridina) (acetilacetonato) aqua, 4,4-dimetil-2,2'-bipiridina, acetilacetonato cobre
(1) nitrato]; y Cas lllEa [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina), 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina,
acetilacetonato de cobre(ll) nitrato], fueron sintetizados en el Laboratorio de Quimica
Medicinal del Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear de la Facultad de Quimica
de la UNAM, siguiendo el procedimiento patentado (Ruiz-Azuara, 1992; Ruiz-
Azuara,1996; Ruiz-Azuara, 2002); el Cisplatino se adquirié en SIGMA (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA).

Las diferentes concentraciones para las pruebas se determinaron al momento de cada
experimento y se obtuvieron por dilucion de la solucion madre (1:1), donde se disolvio 1
mg de cada compuesto en 1 ml de agua destilada. Las concentraciones que se utilizaron
para cada Casiopeina (ligly, lllEa y lllia) y Cisplatino fueron de 1, 10, 25, 50, 100 y 200
pug/mil.

6.2 Mantenimiento del pez cebra

El mantenimiento de los peces adultos y embriones se realizé con agua marca AGUAQ
obtenida de la Universidad Auténoma de Querétaro. La informacién nutrimental del agua
por porcion de 100 ml es 0 kcal, proteinas 0 g, sodio 3.1 mg y su proceso de purificacion
fue cloracion, lecho profundo, carbon activado, osmosis inversa, luz ultravioleta y ozono.
El agua en el acuario se mantuvo con un pH de 7.5 y una temperatura de 23°C a 26°C.
Los peces adultos se separaron en hembras y machos y se colocaron en dos tanques
con un volumen de 25 litros y flujo constante de oxigeno. La limpieza total de agua por
tanque se realiz6 cada 10 dias para no estresar a los peces, y diariamente se realizo el
cambio de 'z litro de agua para mantener los tanques limpios sin producir un cambio

osmatico que permitiera mantener un pH estable.
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La temperatura en el acuario se mantuvo a 26°C con el equipo de aire acondicionado
MIRAGE VLU, y la iluminacién se controlé con un temporizador en ciclos de 14 h de luz

por 10 h de obscuridad.

6.3 Alimentacion del pez cebra

Los peces adultos se alimentaron dos veces al dia con una mezcla de TetraMin® (Tetra
Japan & Spectrum Brands, Inc., Tokyo Japan) y con camardén de salmuera mejor

conocido como Artemia salina (Premium Grade Brine Shrimp Eggs, Ogden, Utah USA).

El cultivo de A. salina se realizé colocando 1 gr de huevos en un cono de criadero con
soporte en 700 ml de agua (AGUAQ) y 63 ml de stock de sales por cada 100 ml de agua,
asi como 9 ml de stock de sales. Durante el proceso de eclosién se coloco un flujo de
oxigeno dentro del cono, el cual se mantuvo en exposicién de luz por 48 h. Finalmente
se recolectd la A. salina eclosionada, se filtr6o y se limpié con agua (AGUAQ). Para

posteriormente anadirle hojuelas molidas de TetraMin® para alimentar a los peces.

6.4 Produccioén y recoleccion de los huevos

Para la obtencion de embriones, se colocaron los peces adultos (1:2 hembra y macho)
en un tanque de reproduccion, la noche anterior a la fertilizacion. A la mafiana siguiente
poco después del primer contacto con la luz, el pez cebra puso huevos por apareamiento
natural. Para evitar la depredacion de los huevos, el tanque de cria contenia en la
superficie interna una placa de acrilico con orificios pequefios que permitian el paso de
los huevos protegiéndolos de los peces adultos. Después de dos horas del primer
contacto con la luz, los peces adultos fueron retirados del tanque de cria y reacomodados
en los tanques iniciales de acuerdo a su sexo para posteriores experimentos. Los huevos
fertilizados se recolectaron y fueron depositados en cajas Petri con agua mantenidos a
temperatura ambiente, donde se observaron para identificar la etapa del desarrollo
embrionario del pez cebra (Kimmel et al., 1995).
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6.5 Prueba de toxicidad

En una caja multi-pozos de 24 pozos, se utilizaron las diferentes concentraciones a partir
del stock madre de Cas y Cisplatino (Figura 4).

A
/
Tmg/ mi
1 pl Oul|| 25l SOul | |100 pl| | 200 pl
+ + - + - +
999 pl} 1990 pl| 1975l 950 pl| |900 pl| | 800 pi
agua | | agua | | agua agua | | agua || agua
1pg/ml 10pg/ml 25 pg/mi SOpug/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

Figura 4. Preparacion de stocks para Casiopeinas® y Cisplatino.

Se prepararon 4 tubos de 1ml para cada concentracion, se asignaron dos pozos por
concentracion y cada uno se llené con 2ml de agua de pecera. Para el control negativo
se uso agua destilada sin compuesto. En cada pozo se depositaron 5 embriones de 2dpf
(dos dias post-fertilizacion) o alevines de 3dpf viables, o que en los tratamientos se ubico

como tiempo cero.

Para evaluar la toxicidad se utilizé como punto final la mortalidad las 24, 48 y 72 h
posteriores a la exposicion de los diversos compuestos, tanto para embriones como para
alevines (Tabla 1). Se considero un efecto toxico en embriones cuando éstos estaban
muertos o coagulados dentro del corion, y en los alevines cuando habia ausencia de
vida; todo esto comparado con los peces que no recibieron tratamiento. Para ambos
grupos se busco la CL50 (concentracion letal media).
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6.6 Prueba de Teratogénesis

A partir de la prueba de toxicidad en embriones y alevines, se evalud la teratogénesis en
los peces vivos teniendo como base la Guia 236 de la Organizacion para la Cooperacion
y el Desarrollo Econémicos (OECD) (Test No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test,
2013).

Los peces se evaluaron para teratogénesis, cada 24 h hasta las 72 h, tal y como se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros dependientes del estadio del pez cebra.

Individuos Toxicidad Teratogénesis

e Malformacion

e Disminucion de flujo

Embriones ° Muerte
sanguineo
¢ No Eclosion
Alevines ° Muerte e Malformacion

e Sin Movilidad

6.7 Observacion y registro del desarrollo del pez cebra

Los embriones y alevines fueron examinados diariamente. La sobrevivencia se identificd
mediante la aparicion de un latido cardiaco y movimiento en el pez. Los embriones y los
alevines muertos fueron mantenidos a -20°C después de su registro y observaciéon. Se

tomaron imagenes de anomalias morfolégicas por medio de un microscopio
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estereoscopico marca Carl Zeiss Microscopy, utilizando el software ZEN version 2.3, con
una escala de 10x y 20x.

6.8 Analisis Estadisticos

Se utilizé6 un modelo logistico para determinar si los tratamientos, las concentraciones
y el tiempo, tenian un efecto por si solos o en conjunto sobre la toxicidad y la
teratogénesis (Gelman & Hill, 2007).

Para encontrar si existian diferencias entre la mortalidad del pez cebra debido a su
estadio, se realizo una prueba de Mann-Whitney—Wilcoxon (Daniel, 2008).
Adicionalmente, se separaron los datos por tratamiento para determinar si existian
diferencias en la mortalidad dentro de cada tratamiento, debidas al estado del pez
empleando la misma prueba.

Para contestar si habia diferencias en la mortalidad debidas al tratamiento, se llevo a
cabo un analisis unilateral de la varianza por jerarquias de Kruskal-Wallis, seguido de
comparaciones a posteriori con el procedimiento de Dunn (Gibbons y Chakraborti 2003).
Para conocer cual compuesto era mas toxico, se comparo el Cisplatino con todas las

Casiopeinas, empleando el método de Nemenyi-Damico-Wolfe (Hollander y Wolfe 1999).

7. Resultados
Los ensayos de toxicidad y teratogénesis fueron divididos en dos grupos de acuerdo a la

etapa del pez cebra. El primer grupo se selecciono en la etapa de embriones cuando
tenian 48 hpf, mientras que el segundo grupo fue seleccionado en etapa de alevin a las
72 hpf.

7.1.- Toxicidad
El ensayo de toxicidad para ambos grupos se evalud principalmente con la mortalidad.

7.1.1 Embriones
Todos los embriones murieron durante las primeras 24 h cuando se expusieron a las

concentraciones de 50, 100 y 200 pg/ml de Casiopeinas (ligly, lllEa y lllia) (Figura 5).
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Concentracion (ug/ml)
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Figura 5. Mortalidad en Embriones. Tratados con las diferentes Casiopeinas (Ilgly, IIIEa, Illia) y Cisplatino, en
concentraciones de 50 a 200 pg/ml.
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Con 50 pg/ml de Cisplatino a las 24 h, se observd la mayor sobrevivencia (80 %).
Mientras que a las 48 y 72 h, se observé que en concentraciones menores a 25 ug/ml
las Casligly y CaslllEa, resultaron tener un mayor porcentaje de mortalidad en los

embriones a diferencia de la Caslllia y el Cisplatino (con 16 y 26 %) (Figura 6).

Mortalidad en Embriones

Tratamiento
Casiopeina_llgly
Casiopeina_lllEa
Casiopeina_lllia

Cisplatino

0 1 10 25 50 100 200
pg/mli

Figura 6. Cinética de mortalidad en embriones. La figura muestra las graficas de mortalidad de los embriones
expuestos a los tratamientos (Cas Ilgly, Cas IIIEa, Cas Illia y Cisplatino) en las diferentes concentraciones y tiempos.

Se observo que la Cas lllia en concentraciones de 1y 10 ug/ml a las 24 h, produjo menor
porcentaje (0% y10%, respectivamente) de mortalidad en los embriones, seguido por el
Cisplatino (16 y 26 %) en comparacion con los demas tratamientos (Figura 7).
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Figura 7. Mortalidad en embriones. Tratados con las diferentes Cas (Ilgly, IIIEa, IIlia) y Cisplatino. En la
concentracion 1pg/ml para todos los tratamientos observamos que los embriones permanecieron vivos; en la
concentracion de 10 pg/ml con Casllgly y CaslIIEa observamos mortalidad; mientras que con la concentracion de
25 ng/ml observamos a todos los embriones muertos bajo todos los tratamientos.
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De acuerdo al modelo logistico, se encontré que la concentracién y el tiempo tuvieron un
efecto altamente significativo (p<0.001) sobre la mortalidad en embriones. La interaccion
entre el tratamiento y la concentracion es significativa (p<0.05), asi como la relacion entre
el tratamiento y el tiempo (p<0.01), y la interaccion entre la concentracion y el tiempo es

altamente significativa (p<0.001).

7.1.2 Alevines

El efecto de los tratamientos en los alevines de Danio rerio dependia del tipo de
tratamiento, la concentracion y el tiempo de exposicion. El porcentaje de sobrevivencia
disminuyo (6.67%) en las concentraciones mayores a 25 pg/ml con todos los tratamientos

durante las primeras 24 h (Figura 8).
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Figura 8. Mortalidad en alevines. Se muestran los alevines muertos que fueron tratados con las diferentes Cas (Ilgly,
II1Ea, Illia) y Cisplatino, en concentraciones de 1 a 50 pg/ml.



El mayor porcentaje (100%) de mortalidad para los alevines tratados con las Casiopeinas

ligly y IlIEa, ocurri6 a las 24h en todas sus concentraciones.

Sin embargo, los alevines expuestos a 1 y 10ug/ml de Cas lllia y Cisplatino, mostraron
bajo porcentaje (10-13.33 % y 3.33 -10%, respectivamente) de mortalidad, en un periodo
de 72h (Figura 9).

Mortalidad en Alevines

Tratamiento
Casiopeina_llgly
Casiopeina_lllEa
Casiopeina_lllia
Cisplatino

0 1 10 25 50 100 200
pg/mi

Figura 9. Mortalidad en alevines. La figura muestra los porcentajes de mortalidad de alevines expuestos a los
tratamientos (Cas Ilgly, Cas II1Ea, Cas Illia y Cisplatino) en las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion.

En alevines, el modelo logistico registré que la concentracién y el tiempo tienen un efecto
altamente significativo (p<0.001) sobre la mortalidad de los alevines. La interaccion entre
el tratamiento y la concentracion es también muy significativa (p<0.001), no asi la
interaccion entre el tratamiento y el tiempo (p>0.05). Pero la relacion entre la

concentracion y el tiempo si es altamente significativa (p<0.001).
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7.1.3 Diferencias entre la mortalidad del pez cebra de acuerdo a su estadio.

Se utilizo la prueba de Wilcoxon para determinar si efectivamente habia diferencias entre
la mortalidad por estadio. No se encontraron diferencias significativas (p>0.3596) por lo
tanto, el estadio de embrién o alevin no es susceptible a tener mayor indice de
mortalidad.

7.1.4 Mortalidad de acuerdo al tratamiento empleado

Embriones.

Para saber si existian diferencias significativas entre las diferentes Cas comparadas con
el Cisplatino, en embriones se hizo una prueba de Kruskal-Wallis seguido de
comparaciones con el procedimiento de Dunn (Gibbons y Chakraborti 2003).
Encontramos diferencias significativas entre la Casligly y el Cisplatino, y entre la Caslllia
y la Casligly; sin embargo, las otras Casiopeinas no presentaban una diferencia
significativa (p<0.05) en la mortalidad de los embriones (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de mortalidad dependiendo del tratamiento en embriones.

Comparacioén de tratamientos Valor
(p<0.05)

Casiopeina llgly vs  Cisplatino 0.013
Casiopeina lllEa vs Cisplatino 0.748
Casiopeina lllia  vs  Cisplatino 1.000
Casiopeina lllEa vs Casiopeina ligly 0.768
Casiopeina lllia  vs  Casiopeina ligly 0.033
Casiopeina lllia  vs  Casiopeina lllEa 1.000

Para conocer si el Cisplatino era mas tdxico que las Casiopeinas, empleamos el método
de Nemenyi-Damico-Wolfe (Hollander y Wolfe 1999). Se observé que la unica
Casiopeina diferente al Cisplatino era la Casligly que resulté ser significativamente mas
toxica que el Cisplatino (Tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion de toxicidad de Casiopeinas contra Cisplatino en embriones.

Comparacion de tratamientos  Valor Z Valor
(p<0.05)
Casiopeina llgly - Cisplatino 2.891 0.011*
Casiopeina lllIEa - Cisplatino 1.451 0.293
Casiopeina lllia - Cisplatino 0.266 0.790

Alevines

La prueba de Kruskal-Wallis en alevines demostré que si habia diferencias significativas

dependiendo del tratamiento utilizado (p<0.05). Se encontré que las unicas diferencias

significativas en comparacion de las Cas con el Cisplatino en los alevines, fueron las

encontradas entre Casligly vs Cisplatino y CasllIEa vs Cisplatino, empleando un nivel de

significancia menor a 0.05 (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de mortalidad dependiendo del tratamiento en alevines.

Comparacioén de tratamientos Valor
(p<0.05)

Casiopeina llgly vs Cisplatino 0.0039
Casiopeina lllEa vs Cisplatino 0.0099
Casiopeina lllia  vs Cisplatino 0.7920
Casiopeina lllEa vs Casiopeina ligly 1.0000
Casiopeina lllia  vs  Casiopeina ligly 0.3421
Casiopeinalllia vs  Casiopeina lllEa 0.6082

Para demostrar si el Cisplatino era mas téxico que las Cas, en los alevines se empled

el mismo método de Nemenyi-Damico-Wolfe. Se observé que la Casligly y CasllIEa

son estadisticamente diferentes al Cisplatino (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de Casiopeinas vs Cisplatino en alevines

Comparacion de tratamientos  Valor Z Valor
(p<0.05)
Casiopeina ligly vs Cisplatino 3.169 0.0045
Casiopeina lllIEa vs Cisplatino 2.923 0.0069
Casiopeina lllia vs Cisplatino 1.400 0.1614
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7.2.-Teratogénesis
El ensayo de teratogénesis se evalu6 tanto para embriones como para alevines.

7.2.1 Embriones
e Eclosion

La eclosion de los embriones comenzé a las 72 hpf aproximadamente, en los pozos
control (Figura 12). La tasa de eclosion de los embriones tratados con la Caslllia fue
mayor (43%) a diferencia de los otros tratamientos, seguido por la CasllIEa (23.33%) en
concentraciones menores de 25 ug/ml. Solo se registro la eclosion de embriones hasta
la concentracion de 25 yg/ml, ya que a concentraciones mayores todos los peces
murieron (Figura 10).
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Figura 10. Eclosién en embriones. La grafica de barras muestra los resultados de la eclosion de embriones para todos
los tratamientos, en conjunto se muestran al fondo barras “fantasma” indicando el contraste con la mortalidad de los
embriones en los cuales no hubo eclosion.

El modelo logistico para embriones mostré que las variables de concentracion y tiempo
por si solas, tienen un efecto altamente significativo (p<0.001) sobre la eclosién. Por otro
lado, las interacciones entre el tratamiento y la concentracion, entre el tratamiento y el

tiempo y entre la concentracion y el tiempo, fueron altamente significativas (p<0.001).

¢ Flujo sanguineo

Al inicio de todos los ensayos nos aseguramos que los embriones tuvieran un flujo
sanguineo constante (Figura 12), lo cual continué cuando se administraron las Cas ligly,
llIEa, lllia y el Cisplatino por 24h, en concentraciones bajas (1, 10 y 25 ug/ml). Sin
embargo, los peces que fueron tratados con las concentraciones altas (50 100 y 200
pug/ml) no tenian flujo sanguineo, a excepcion del tratamiento con 50 ug/ml de Cisplatino
(Figura 11).
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En concentraciones menores a 25 ug/ml, los embriones tratados con Casiopeina lllia
mantenian un flujo sanguineo constante en los diferentes tiempos de exposicion (24, 48
y 72h); sin embargo, habia una disminucion de dicho flujo en las siguientes
concentraciones (Figura 11). El Cisplatino en concentraciones de 1, 10 y 25 ug/ml a las
72h present6 un flujo sanguineo constante; sin embargo las Cas ligly y IllIEa, a las 72 h
con las concentraciones de 1, 10 y 25 ug/ml provocaron ausencia del flujo sanguineo
(Figura 11).

Flujo sanguineo en Embriones

TRATAMIENTO
casiopeina_ligly
casiopeina_lllea

casiopeina_lllia

Flujo sanguineo (%)

cisplatino

pg/ml

Figura 11. Flujo sanguineo en embriones. La grafica muestra el porcentaje del flujo sanguineo en embriones
expuestos a tratamientos con diferentes concentraciones medidos cada 24 h durante un lapso de 72 h.

El modelo logistico utilizado para comparar el tiempo, concentracion y tratamiento en
embriones, arrojo que el efecto de los tratamientos sobre el flujo sanguineo de los peces
y las concentraciones fue significativo (p<0.001); mientras que el tiempo no tuvo un
efecto significativo (p>0.05). Las diferentes interacciones: tratamientos-concentraciones,
tratamientos—tiempos y concentraciones—tiempos, resultaron significativas (p<0.001).

Para saber si habia diferencias en la disminucién del flujo sanguineo atribuibles al
tratamiento, se utilizé el analisis de Kruskal-Wallis y mostré que si existian diferencias
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significativas entre los tratamientos en relacion al flujo sanguineo (p = 0.007). Para
comprobar el analisis se realizé el procedimiento de Dunn, encontrando diferencias

significativas entre los tratamientos en relacion al flujo sanguineo del pez (Tabla 6).

Tabla 6. Diferencias en el flujo sanguineo dependiente del tratamiento.

Tratamiento Valor (p<0.05)
Casiopeina ligly Cisplatino 0.012182 *
Casiopeina IllIEa Cisplatino 0.809221
Casiopeina lllia Cisplatino 1.000000
Casiopeina IllIEa Casiopeina ligly 1.000000
Casiopeina lllia Casiopeina ligly 0.029338 *
Casiopeina lllia Casiopeina lllIEa 1.000000

e Malformaciones en embriones

En los embriones del pez cebra se observaron curvaturas en el cuerpo y en la cola

impidiendo el desarrollo del embrion (Figura 12).
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Figura 12. Embriones expuestos a tratamientos de Cas y Cisplatino. A) Embrion control sin tratamiento, B)
Embrion coagulado sin eclosionar, C) La flecha continua muestra la cola curvada y la flecha discontinua muestra el
flujo sanguineo, D) La flecha muestra al embrion eclosionando.
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Los embriones del grupo control negativo se desarrollaron normalmente; sin embargo,
los embriones tratados con los diferentes compuestos mostraron malformaciones con las
concentraciones de 1, 10y 25 ug/ml alas 48 y 72h. La Cas lllia y el Cisplatino, mostraron
mayor porcentaje de malformaciones en el cuerpo en un periodo de tiempo de 48 y 72h
(Figura 13).

Malformacion en Embriones

Tratamiento
Casiopeina_llgly
Casiopeina_lllEa
Casiopeina_lllia

Cisplatino

0 1 10 25 50 100 200
pg/mi

Figura 13. Malformaciones en embriones. La grafica de barras muestra el porcentaje de las malformaciones en los
embriones causadas por los tratamientos en las diferentes concentraciones y tiempos.

El modelo logistico para las malformaciones en los embriones, mostré que las variables
concentracion y tiempo tuvieron un efecto altamente significativo (p < 0.001); mientras

que su interaccion no lo fue (p>0.05).
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7.2.2 Alevines
¢ Movilidad

Durante las primeras 24 h, los alevines expuestos a 25 ug/ml de Cas y hasta 50 ug/mi
de Cisplatino presentaban movilidad, la cual disminuy6 a las 48 h. A las 72 h solo con las
concentraciones de 10 y 25 ug/ml de Casiopeina lllia y Cisplatino, se observd movilidad
en los alevines (Figura 15).

Por su parte, las Casiopeinas ligly y IllEa en las concentraciones de 25, 50, 100 y 200
pug/ml a las 24 h, resultaron ser mas téxicas ya que ocasionaron el 100% de mortalidad,
lo que se puede observar en las barras blancas de la Figura 14. En cambio, cuando los
tratamientos se aplicaron en la concentracion de 1 ug/ml a las 24 h, se observé una
movilidad del 60 al 76% en los alevines, dependiendo del tratamiento (Figura 14).

Movilidad en Alevines

Tratamiento
Casiopeina_llgly
Casiopeina_llIEa
Casiopeina_lllia
Cisplatino

0 1 10 25 50 100 200
pg/mi

Figura 14. Movilidad en alevines. Grafica de barras que muestra la disminucion en la movilidad en alevines causada
por los tratamientos en las diferentes concentraciones y tiempos.

31



Con el modelo logistico para evaluar la movilidad en alevines, encontramos que las
variables de concentracién y tiempo, asi como su interaccion, tuvieron un efecto
altamente significativo (p<0.001). Las interacciones entre tratamiento y concentracion y

entre tratamiento y tiempo, fueron significativas también (p<0.05).

¢ Malformaciones en alevines

Los resultados obtenidos indicaron que todos los tratamientos indujeron anormalidades
morfoldgicas, las cuales incluyeron malformaciones en el cuerpo o enrollamiento de la

cola durante la etapa de alevin del pez cebra (Figura 15).

Figura 15. Alevines tratados con Cas y Cisplatino. A) Alevin control sin tratamiento, B) La flecha indica
malformacion en el cuerpo, C) Las flechas muestras malformacion en cuerpo y cola.

Para los tratamientos de Casiopeina ligly a partir de la concentracién de 10 ug/ml y para
Casiopeina lllia y Cisplatino a partir de la concentraciéon 25 ug/ml a las 24h, se registro
un alto indice de mortalidad (40 a 100%); sin embargo, los alevines que se encontraban

muertos tenian el cuerpo doblado o la cola deformada (Figura 16).
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Como se observa en la Figura 16, todos los tratamientos en cualquier concentracion y
en todos los tiempos (24, 48 y 72h) tuvieron efecto teratdgeno en los alevines, mostrando

la siguiente relacion CasllIEa > Caslllia > Cisplatino > Casligly.

Malformacion en Alevines

Tratamiento
Casiopeina_llgly
Casiopeina_lllEa
Casiopeina_lllia
Cisplatino

0 1 10 25 50 100 200
pa/ml

Figura 16. Malformaciones en alevines. Grafica de barras que muestra el porcentaje de malformaciones en alevines
causadas por los tratamientos.

El modelo logistico para malformaciones en alevines, mostr6 que las variables
concentracion y tiempo con o sin interaccion, presentaron una relacion altamente
significativa (p<0.001). Mientras que la interaccion entre el tratamiento y la concentracion

si fue significativa (p<0.05).

Para saber si existia diferencia entre los tratamientos y las malformaciones, se utilizé un
analisis estadistico de Kruskal-Wallis seguido de comparaciones con el procedimiento
de Dunn, lo que arrojé una relacion altamente significativa (p<0.016). Sin embargo,

encontramos que solo dos tratamientos eran diferentes (Tabla 7).
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Tabla 7. Relacion entre los tratamientos y las malformaciones en alevines.

Tratamiento Tratamiento Valor (p<0.05)
Casiopeina ligly Cisplatino 0.879582
Casiopeina llIEa Cisplatino 0.008090**
Casiopeina lllia Cisplatino 0.359849
Casiopeina llIEa Casiopeina ligly 0.505902
Casiopeina lllia Casiopeina ligly 1.000000
Casiopeina lllia Casiopeina llIEa 1.000000

7.3.- Analisis de Supervivencia

Para analizar la sobrevivencia de los embriones y alevines, se evaluaron las diferentes

concentraciones de cada tratamiento en un periodo de 24 a 72 h.
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7.3.1 Casiopeina ligly

En cuanto a la sobrevivencia en los peces tratados con Casiopeina ligly en la
concentracion 1ug/ml, se observé que durante las primeras 24 h sobrevivieron hasta un
76% de embriones y hasta 87% de alevines. Para el mismo tiempo, pero en la
concentracion 10 pg/ml, el porcentaje de sobrevivencia fue muy similar tanto para
embriones (62 %) como para alevines (67 %). A las 48 h sobrevivieron un 47% de
embriones y un 55% de alevines. Mientras que a las 72 h con las concentraciones de 10

y 25 pg/ml, no sobrevivieron los embriones ni los alevines tal y como se muestra en la

Figura 17.
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Figura 17.Sobrevivencia con Casiopeina IlIgly. El grafico muestra la
sobrevivencia a las concentraciones de 0, 1, 10, 25 pg/ml de Cas IIgly en embriones
(A) y alevines (B).
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7.3.2 Casiopeina lllEa

El tratamiento con Casiopeina llIEa en embriones y alevines muestra que a las primeras
24 h con las concentraciones de 1, 10 y 25 yg/ml, el porcentaje de sobrevivencia es
similar para embriones (89%) y alevines (82%). A las 48 h el porcentaje de sobrevivencia
es mayor en los embriones (65%) que en los alevines (54%). A las 72 h con la
concentracion de 10 pyg/ml, se observa una sobrevivencia en embriones del 7%, mientras

que en alevines ya no hay sobrevivientes (Figura 18).
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Figura 18. Sobrevivencia con Casiopeina IIIEa. La sobrevivencia se ensayd con las
concentraciones 1, 10 y 25 pg/ml para embriones (A) y alevines (B).
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7.3.3 Casiopeina lllia

La exposicion a 1ug/ml de Casiopeina lllia, mostré un alto porcentaje de sobrevivencia
tanto en embriones (99%) como en alevines (97%) durante las primeras 24 h. La
concentracion de 25 ug/ml presenté un mayor porcentaje de sobrevivencia en alevines
(86%) comparado con los embriones (77%). A las 48 h ambos grupos tuvieron un alto
porcentaje de sobrevivencia (97% en embriones y 93% en alevines), para la
concentracion de 1 ug/ml. Con la concentracion de 10 ug/ml, los embriones presentaron
82% de sobrevivencia y los alevines un 87%. Para la concentracion de 25 yg/ml los
alevines presentaron 55% de sobrevivencia. A las 72 h en la concentracion de 1 ug/ml,
la sobrevivencia fue de 91% para embriones y 81% para alevines, y con 10 pg/ml el
porcentaje de sobrevivencia en embriones fue de 46% y 66% para alevines. Cabe
destacar que en las dos etapas del pez observamos una sobrevivencia de 46% en
embriones y de 66% en alevines en la concentracion de 25 ug/ml (Figura 19).
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Figura 19.Sobrevivencia con Casiopeina Illia. El grafico muestra el porcentaje de
sobrevivencia a 1, 10 y 25 pg/ml para embriones (A) y alevines (B).
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7.3.4 Cisplatino

En cuanto a la sobrevivencia de los embriones y los alevines tratados con Cisplatino, en
las primeras 24 h para la concentracion de 1 uyg/ml habia un 94% de embriones y un 98%
de alevines; mientras que con la concentracién de 10 pg/ml la sobrevivencia fue de 91%
y 97% en embriones y alevines. Con la concentracion de 25 pyg/ml la sobrevivencia fue
de 86% para embriones y 97 % para alevines. A las 48 h, disminuyd la sobrevivencia de
los embriones (81%) a diferencia de los alevines (95%) para la concentracion de 1 ug/mil;
mientras que con la concentracién de 10 ug/ml la sobrevivencia fue de 68% para
embriones y 91 % para alevines, y con la concentracion de 25 pg/ml fue de 65% en
embriones y 94% para alevines. Para las 72 h con la concentracion de 1 ug/ml, la
sobrevivencia de los embriones fue de 60% y de 86% para los alevines. Para la
concentracion de 10 ug/ml a las 72 h, habia una sobrevivencia de 34% de embriones y
76% de alevines; en tanto que con la concentracion de 25 pg/ml a las 72 h la
sobrevivencia fue de 13% en embriones y 44% en alevines (Figura 20).
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Figura 20. Sobrevivencia con Cisplatino. El grafico muestra el porcentaje de
sobrevivencia en embriones (A) y alevines (B).
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7.4.-Determinacion de CL50 en embriones y alevines.

Los valores para todos los tratamientos a las 48 y 72 horas, no difieren en ninguno de

los dos grupos de estadio del pez. En los embriones y alevines a las 24 h, la CaslIgly fue

el tratamiento mas toxico y la Caslllia el menos toxico. Para las 48 y 72 h, la toxicidad

mostrada fue la siguiente Cas llgly > Cas IlIEa > Cas lllia > Cisplatino (Tablas 8 y 9).

Tabla 8. CL50 de los tratamientos en embriones.

Horas Tratamiento CL50 pg/ml

24 | Cisplatino 0.0146
Cas ligly 0.000114
Cas llIEa 0.00692
Cas lllia 0.0216

48 | Cisplatino 0.00721
Cas ligly 0.0000225
Cas lllIEa 0.00074
Cas lllia 0.00674

72 | Cisplatino 0.0027
Cas ligly 0.00000221
Cas llIEa 0.0000952
Cas lllia 0.00185
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Tabla 9. CL50 para todos los tratamientos en alevines

Horas | Tratamiento | CL50 pg/ml
24 | Cisplatino 0.0452
Casligly 0.00178
CaslllEa 0.00217
Caslllia 0.0186
48 Cisplatino 0.0267
Casligly 0.000306
CaslllEa 0.00127
Caslllia 0.0118
72 | Cisplatino 0.00926
Casligly 0.0000918
CaslllEa 0.000936
Caslllia 0.00232
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8.- Discusion

El descubrimiento y desarrollo de compuestos para ser utilizados como posibles
farmacos, ha llevado a profundizar en el conocimiento del mecanismo de accién a traveés
de diferentes modelos bioldgicos. Es por eso que todos los compuestos deben ser
sometidos a una serie de estudios preclinicos antes de pasar a las fases de estudio en
humanos. Los estudios preclinicos van desde los ensayos quimicos hasta los
toxicologicos (Herrero etal. 2010). Las Cas propuestas para ser utilizadas como
antineoplasicos, precisan de informacién en relacion a sus efectos toxicos y teratogénos
que puedan apoyar su aplicacion en humanos. Por lo que en este proyecto de
investigacion se trabajo con embriones y alevines de pez cebra (Danio rerio) tratados
con las Casiopeinas lIgly, IlIEa, lllia y Cisplatino.

Los datos de nuestro estudio demostraron que las Cas eran agudamente letales para
embriones en concentraciones mayores a 50 ug/ml y para alevines mayores a 25 pg/ml.
Sin embargo, se ha reportado que las nanoparticulas de Cobre también son toxicas en
peces cebra adultos con una CL50 calculada en 1-1,5 mg/L a las 48 h (Griffitt et al.,
2007). Y en otro estudio se reporto el valor de CL50 de CuO fue de 960 mg/L (Kovriznych
et al., 2013). El Cobre es un metal esencial en la homeostasis celular, asociado a una
mayor proliferacion y crecimiento celular, asi como en la participacion de angiogénesis y
metastasis (Oliveri, 2022). Por lo cual la toxicidad de los peces en este proyecto, se debio
a la respuesta al estrés por su contacto con el Cu, ya que el Cu conduce a la generacion
de especies reactivas de oxigeno y cuando éste excede su limite, se puede inhibir su
control por parte de las enzimas antioxidantes, conduciendo a dafios celulares y llevando
finalmente a la muerte celular.

En concentraciones menores de 10 ug/ml la mortalidad de alevines fue muy baja (10 %),
mientras que 25 yg/ml los embriones fueron los especimenes con un menor (10%)
porcentaje de mortalidad con todos los tratamientos. Cabe mencionar que los embriones
estan protegidos aun por el corion que posee dos membranas, la coridnica y la vitelina
con un espacio perivitelino en el medio, esta membrana tiene poros de ~0,5-0,7 ym de
diametro (Rawson et al., 2000; Lee et al., 2007), considerando esto los embriones son
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menos propensos a verse afectados por productos quimicos transmitidos por el agua en
comparacion con los alevines y los adultos (Osaki et al., 2006). Sin embargo, otros
estudios en peces cebra han apoyado que las primeras etapas de la vida en las que el
corion aun no se ha endurecido son particularmente susceptibles a los compuestos

transmitidos por el agua (Herrmann, 1993).

La Caslllia y el Cisplatino tienen un efecto similar con una baja mortalidad. Lo cual hace
suponer que la estructura de los compuestos juega un papel importante en la toxicidad
que ejerce sobre el pez ya que tienden a ser similares. Ejemplo de ello es que la
estructura de la Caslllia esta basada en la estructura quimica del Cisplatino; en cambio
las Casligly y CasllIEa comparten solo parte de su estructura respecto a las dimiinas. No
obstante, en otros modelos las Cas presentan menos toxicidad a diferencia del
Cisplatino. Algunos de esos ejemplos vienen de experimentos realizados perros Beagle
donde se administraron 7 mg/kg de Caslllia para obesrvar toxicidad, mientras que se
aplicaron 4 mg/kg de Cisplatino; en tanto que en células HelLa se emplearon 5.5uM de

Casligly y 5.1 uM de Cisplatino.

Otra de nuestras preguntas a contestar fue ¢ Si las Casiopeinas inducian teratogénesis
en el pez cebra? Uno de los parametros analizados fue la eclosion de los embriones.
Efectivamente las Casllgly, CasllIEa y Cisplatino mostraron bajas tasas de eclosion en
comparacion con el grupo control sin tratamiento y la Caslllia, por lo cual si habia
teratogenesis en los tres tratamientos mencionados. Esta inhibicion de la eclosion
también se observd en otros trabajos con nanoparticulas de cobre donde se mostré que
la dosis era dependiente del tiempo, inhibiendo la eclosion. Esto se debia a la
interferencia de los iones de Cu sobre la enzima de eclosidn corionasa (Lin et al., 2011).
De igual manera en otro estudio se demostro que los iones de Cu retrasaban la eclosion
(Bai et al., 2010a). De acuerdo a Ganesan, por medio de un analisis de microscopia
electronica de barrido y espectroscopia de rayos X con dispersion de energia
(SEM/EDS), se revelo la acumulacion de nanoparticulas de Cu en los embriones y esta

acumulacion inhibio el proceso de eclosion (Ganesan et al., 2016).
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El flujo sanguineo en embriones se vio afectado en las concentraciones altas (> 50ugl/ml)
con las Cas. A pesar de que en esta investigacion no se monitore¢ la frecuencia cardiaca,
en otros estudios similares con Cobre se vio afectada la funcion cardiaca en embriones
expuestos a 40 y 60 ppm, ya que la induccion de ROS podria haber provocado
bradicardia, ya que las especies reactivas de oxigeno regulan los cardiomiocitos y
contribuyen a la fisiologia celular normal, por tanto su desequilibrio puede causar
enfermedades vasculares y cardiacas (Ganesan et al., 2016).

Las malformaciones en embriones fueron mas visibles con los tratamientos de Caslllia 'y
Cis, lo que puede deberse al retraso en la eclsosion, ya que se altera el crecimiento
normal de los embriones. En nuestro estudio, la observacién de las malformaciones del
cuerpo y la cola fueron similares a las de los embriones expuestos a nanoparticulas de
oxido de cobre (Ganesan et al., 2016). Hay otro estudio con nanoparticulas de oro
(Browning et al., 2009) y en este evidenciaron que la entrada a los embriones era a través
de los canales coridnicos, lo que conduce a las anomalias del desarrollo y revela el

potencial teratdgeno de algunos compuestos en embriones de pez cebra.

Ganesan y colaboradores también observaron que al acumularse el cobre en los peces
se inhibia la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), la cual se ve implicada
en ejercer la funcion moduladora esencial para la proliferacion celular (Zhang et al.,
2002), la migracion celular (Drews, 1975), la regulacion de la diferenciacion a traves de
la sefalizacion (Falugi et al, 2012) y en ultima instancia, el desarrollo embrionario (Falugi,
1993). Ellos explican que tal alteracion en las actividades de la AChE podria haber
interferido en los procesos antes mencionados, alterando el desarrollo y haciendo que

termine en teratogenicidad.

Las malformaciones en alevines se observaron principalmente con la Casiopeina lllia y
Cisplatino, Aunque encontramos un alto indice de mortalidad, también pudimos observar
alevines muertos y con la cola deformada. Durante el desarrollo, la etapa de alevin
parece tener una mayor sensibilidad a la toxicidad del cobre a diferencia de las etapas
embrionarias y adultas (McKim et al., 1978; Shazili y Pascoe, 1986; Scudder et al., 1988;
Jakubowska , 2020).
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En nuestro estudio observamos que la movilidad en alevines se vio afectada
gradualmente dependiendo del tratamiento y la concentracion; el tiempo por su parte
también jugo un papel importante. En estudios con iones de Cu?*, se observo que el
cobre ejerce efectos toxicos durante la neurogénesis y la miogénesis, lo que provoca que
haya un comportamiento disfuncional en alevines de pez cebra (Zhang et al.2015; Sun
et al., 2016).

En cuanto a los tratamientos por 72 h, se observé que los embriones tenian un mayor
porcentaje de sobrevivencia a diferencia de los alevines, sin importar a que tratamiento
fueran expuestos. Recordando que el corion como primera barrera hace menos

propensos a los embriones a verse afectados (Osaki et al., 2006).

Los futuros estudios deberian explorar mas tiempos de exposicion a los tratamientos,
diferentes estadios del pez, observar qué genes estan involucrados y los mecanismos
de comportamiento/fisiologia en funcion de los mecanismos de transporte del cobre de

las Casiopeinas®.

9.-Conclusiones

Este estudio exploratorio hizo el primer intento de revelar las posibles caracteristicas
toxicas y teratégenas inducidas por las Casiopeinas durante las primeras etapas de la
vida del pez cebra (embrion y alevin), esto basandose en un analisis exhaustivo de
multiples parametros y puntos de tiempo.

Los resultados obtenidos muestran que las Casiopeinas presentan toxicidad
dependiendo del tiempo de exposicidn y la concentracidon a la cual son aplicadas, tanto
en embriones como alevines.

También se observé que las altas concentraciones de Casiopeinas resultaron ser
toxicas. Sin embargo, al establecer las CL50 observamos que ésta era menor para las
Casiopeinas, sugiriendo su alta efectividad.

Esta investigacion contribuye a integrar mas informacion sobre los mecanismos
moleculares y celulares implicados en los efectos toxicolégicos de las Casiopeinas, asi
como a informar sobre los efectos en un importante modelo de investigacién como lo es

el pez cebra.
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