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Evaluación de Campyloneurum phyllitidis (L.) C. Presl y de Asplenium serratum L. so-
bre el desarrollo embrionario de Danio rerio. Las plantas de uso medicinal Campyloneu-
rum phyllitidis y Asplenium serratum se utilizan en la medicina popular como abortivas. El 
objetivo de este trabajo fue  evaluar los extractos acuosos de Campiloneurum phyllitidis y As-
plenium serratum sobre el desarrollo embrionario de pez cebra (Danio rerio) para determinar 
sus posibles efectos tóxicos. Se utilizaron huevos de 4 hpf (horas pos fecundación) y cuatro 
concentraciones (0,03%, 0,06%, 0,125% y 0,25%) de extracto de  cada planta medicinal, 
como control positivo se utilizó cafeína 2,4 mM; se los expuso por cinco días y se evaluaron 
parámetros agrupados en tres categorías: Efecto letal (coagulación de los embriones), efecto 
subletal (ausencia de formación de los somitas, latidos cardiacos, circulación sanguínea, 
pigmentación, eclosión, formación de edema, retardo del desarrollo) y efecto teratogénico 
(deformación de la columna vertebral). En la evaluación de C. phyllitidis se observó que el 
efecto letal fue significativo a las dosis de 0,125 y 0,25%, no se observó algún efecto subletal 
o teratogénico significativo, ya que entre el 90% y el 100% de los embriones, respectivamen-
te, coagularon. En la evaluación de A. serratum se observó que el efecto letal fue significativo 
a la dosis de 025%, los efectos subletales fueron significativos a 0,06 y 0,125% (ausencia 
de somitas, ausencia de latidos, ausencia de circulacióny ausencia de pigmentos); el efecto 
teratogénico no fue significativo. C.phyllitidis presentó un efecto letal (coagulación del em-
brión), mientras que A. serratum presentó efectos significativos sobre el desarrollo, además 
se registró efecto teratogénico, no significativo.
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Evaluation of Campyloneurum phyllitidis (L.) C. Presl and Asplenium serratum L. on 
the embryonic development of Danio rerio. The medicinal plants Campyloneurum phylli-
tidis and Asplenium serratum are used in popular medicine as abortifacient. The aim of this 
work was to evaluate the aqueous extracts of Campiloneurum phyllitidis and Asplenium se-
rratum L. on the embryonic development of zebrafish (Danio rerio) to determine their possible 
toxic effects. Eggs of 4 hpf (hours after fertilization) and four concentrations (0.03%, 0.06%, 
0.125% and 0.25%) of each medicinal plant were used; 2.4 mM caffeine was used as a posi-
tive control. They were exposed for five days, and parameters grouped into three categories 
were evaluated: Lethal effect (embryo coagulation), sub-lethal effect (absence of somite for-
mation, heartbeat, blood circulation, pigmentation, hatching, edema formation, developmental 
delay), and teratogenic effect (deformation of the spine). In the evaluation of C. phyllitidis it 
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was observed that the lethal effect was significant at the doses of 0.125 and 0.25%, no signi-
ficant sub-lethal or teratogenic effect was observed, since between 90% and 100% of the em-
bryos, respectively, coagulated. In the evaluation of A. serratum it was observed that the lethal 
effect was significant at the dose of 0.25%, the sub-lethal effects were significant at 0.06 and 
0.125% (absence of somites, absence of heartbeats, absence of circulation and absence of 
pigments); the teratogenic effect was not significant. C. phyllitidis had a lethal effect (embryo 
coagulation), while A. serratum had significant effects on development, and a non-significant 
teratogenic effect was also recorded. 
Keywords: Medicinal plants, teratogenesis, Danio rerio

INTRODUCCIÓN

Las plantas medicinales son utiliza-
das por el 80% de la población mundial 
(Soares-Bezerra et al., 2013). Entre es-
tos usos se encuentra el control de la fer-
tilidad humana, donde extractos de plan-
tas medicinales producen efectos como 
inhibición de la ovulación, la implanta-
ción del óvulo, actúa como emenagogo, 
entre otros efectos (Kumar  et al., 2012).

Campyloneurum phyllitidis (L.) C. 
Presl. Pertenece a la familia Polypodia-
ceae, es una hierba epífita o terrestre; 
presenta rizomas cortos, escamosos; pe-
ciolo corto; lámina monomorfa, entera, 
coriácea, glabra, venas areoladas, soros 
circulares, sin indusio, en varias filas 
entre la costa y el margen; se distribu-
ye desde Estados Unidos hasta Bolivia 
y Brasil (Peña-Chocarro et al., 1999), en 
el Paraguay se encuentra en los depar-
tamentos de Alto Paraná, Central, Cor-
dillera, Itapúa y Paraguarí, (Pin et al., 
2009).

Asplenium serratum L. es una planta 
de uso medicinal, pertenece a la familia 
Aspleniaceae, es una especie epífita, a 
veces terrestre, con hojas simples, soros 
en líneas continuas paralelas a los ner-
vios de las hojas, que comúnmente crece 
sobre troncos muertos (Fundación Moi-
sés Bertoni, 2006) y se distribuye desde 
el sur de Florida hasta Argentina y Para-

guay (Peña-Chocarro et al., 1999). Pre-
senta rizomas erectos, robustos, cortos 
a medianos cubiertos densamente por 
escamas castañas a castaño-oscuras, lan-
ceoladas, con ápice agudo a largamente 
acuminado, en el ápice del rizoma y la 
base de los peciolos (Ponce et al., 2016). 
Presenta 5-20 frondes por rizoma, erec-
tas, fasciculados, generalmente en rose-
ta; peciolos cortos, de 2-7 cm de largo, 
surcados adaxialmente, no alados, par-
do-verdosos en el lado adaxial a pardo 
oscuros en el abaxial. Láminas simples, 
enteras, lanceoladas, de 20-110 x 4-16 
cm, atenuadas hacia la base, ápice acu-
minado, margen subentero a aserrado, 
cartáceas, verde claras a oscuras, con 
escasas escamas sobre la costa, costa 
nigrescente. Soros cercanos a la costa, 
paralelos, lineares, de 5-50 mm de lar-
go; indusios lineares, membranáceos a 
coriáceos, hialinos. Esporas de 40-43 x 
28-30 µm, con perisporio alado-denta-
do, con abundantes pliegues parcialmen-
te fusionados, perforaciones ocasionales 
(Ponce et al., 2016). Ambas especies, 
anteriormente descritas, son utilizadas, 
en el Paraguay, como abortivos (Fernán-
dez et al.1999) (Figura 1); el extracto 
acuoso de C. phyllitidis también se utili-
za como antiinflamatorio, expectorante, 
en la medicina popular (Pin et al., 2009, 
Degen de Arrúa et al. 2014). En un traba-
jo realizado por Fernández et al. (1999), 
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se analizó la acción de Campyloneurum 
phyllitidis y Asplenium serratum sobre 
el ciclo replicativo celular utilizando 
como modelo de estudio Allium cepa L., 
donde Asplenium serratum redujo el ín-

dice mitótico concluyendo que es ciclo 
activo a diferencia de Campyloneurum 
phyllitidis, el cual no mostró diferencias 
significativas. 

Figura 1. A) Asplenium serratum. B) Detalle de soros de Asplenium serratum. C) Campyloneurum 
phyllitidis. D) Detalle de soros de Campyloneurum phyllitidis

El ensayo en embriones de pez cebra 
(Danio rerio), es de fácil mantenimien-
to, económica  y podría reducir el uso 
de animales en la investigación (Yang et 
al., 2009). No existen reportes, de las es-
pecies descritas, de datos sobre sus efec-
tos secundarios tóxicos, en mamíferos u 
otros organismos. Los ensayos biológi-
cos son herramientas de evaluación del 
potencial tóxico, ya que estos son ade-
cuados para la determinación del efec-
to de agentes físicos y químicos sobre 
organismos de prueba bajo condiciones 
experimentales específicas y controladas 
(Castillo Morales y Morales, 2004). El 
pez cebra (Danio rerio) es un vertebra-
do de la clase Actinopterygii, de la fa-
milia Cyprinidae que se distribuye am-
pliamente por el sudeste asiático (India, 
Bangladesh, Nepal, Myanmar y Pakis-
tan) (Espinosa, 2016). Es de tamaño pe-
queño, de fácil manejo en el laboratorio, 
genera un elevado número de progenie 

y se ha convertido en un modelo impor-
tante, principalmente para los estudios 
genéticos (Pierce, 2010). Embriones de 
pez cebra (Danio rerio) se utilizan como 
modelo de estudio del efecto de agentes 
químicos, físicos o biológicos sobre el  
desarrollo embrionario inicial en verte-
brados (OECD, 2013) y puede ser utili-
zado para evaluar extractos acuosos de 
plantas de uso medicinal (Zainol Abidin 
et al., 2020; Thiagarajan et al., 2019). 
De acuerdo con Nagel (2002), los pará-
metros evaluados en Danio rerio pueden 
ser letales, sub letales o teratogénicos y 
los mismos fueron utilizados en este tra-
bajo. Considerando el uso en el control 
de la natalidad de ambas plantas des-
critas, y ante la falta de estudios sobre 
el desarrollo embrionario, el objetivo 
de este trabajo fue analizar el potencial 
tóxico de los extractos acuosos de estas 
especies en embriones del modelo bio-
lógico, el pez cebra, mediante la evalua-
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ción de parámetros letales, sub letales 
y/o teratogénicos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal
Los ejemplares de estudio fue-

ron colectados del vivero etnobotáni-
co-medicinal del Jardín Botánico de 
la ciudad de Asunción (25°14’45,4’’S, 
57°34’11,6’’W), en el mes de octubre 
de 2017.Se colectaron hojas de varios 
individuos de cada especie. Las especies 
se encontraban en un jardín cultivado 
de suelo arenoso, con media sombra, de 
hábito terrestre y presentaban hojas fér-
tiles. Se depositó un ejemplar de cada 
especie, en el herbario de FACEN-UNA 
(Colectas 01 y 02. Benítez Acuña, J.A).

Extracción acuosa de C. phyllitidis y 
A. serratum

Las hojas de ambas especies se con-
gelaron en nitrógeno líquido y se li-
cuaron en una licuadora industrial para 
obtener partículas pequeñas. Se utili-
zaron 76,4 g de hojas de C. phyllitidis 
y 153,7g de hojas de A. serratum. Las 
hojas fueron pulverizadas y se agregó, a 
cada muestra, 1,5L de agua destilada que 
se calentó evitando la ebullición, luego 
se filtró, y las infusiones fueron con-
centradas mediante evaporación en un 
rotavapor EYELA SB-1000. Se almace-
nó a -20°C cada muestra, hasta la liofili-
zación en un Liofilizador LABCONCO 
FreeZone.

Mantenimiento de pez cebra
Los peces fueron obtenidos de acua-

rios comerciales y se aclimataron por 3 
meses en el Laboratorio de Hidrobiolo-

gía del Departamento de Biología (FA-
CEN-UNA). La temperatura promedio 
en cada pecera fue de 28ºC y pH de 8.

Obtención de huevos fecundados
Para la obtención de los huevos se 

separaron parejas de 2x2 (dos hembras 
y dos machos) un día antes de la colecta 
de los huevos, que fueron recogidos uti-
lizando una pipeta Pasteur y examinados 
bajo microscopio óptico con un aumento 
de 40x para descartar los huevos no fe-
cundados o los que se encuentren en mal 
estado. Los huevos fueron expuestos  a 
las 6 horas pos fecundación. La dilución 
de las concentraciones de cada extracto 
evaluadas se realizó en Medio para Em-
brión.

Medio para embrión utilizado 
Solución: (0,358 g Na2HPO4 (an-

hidro) y 0,6 g KH2PO4, 100 mL H2O 
(1%), 8 g NaCl y 0,4 g KCl, 100 mL 
H2O (1%), 0,35 g NaHCO3, 10 mL 
H2O (1%),  1,23 g MgSO4.7H2O, 50 
mL H2O (1%),  0,72 g CaCl2, 50 mL 
H2O (1%), 95,9 mL de agua) (Wester-
field, 2000).

Exposición de los embriones a los ex-
tractos

Para el ensayo de toxicidad se tuvo 
en cuenta la guía de ensayo 236 de la 
Organización para la Cooperación y el 
Desarrollo Económicos (OCDE, 2013) y 
al protocolo propuesto por Martínez-Je-
rónimo & Espinosa Chávez, (2008).

Tratamientos
Los huevos fueron expuestos a cua-

tro concentraciones en placas de 96 po-
cillos, utilizándose 10 pocillos por con-
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centración, con un huevo por pocillo, en 
200µL. Las concentraciones analizadas 
fueron 0,03; 0,06; 0,125 y 0,250% de 
cada planta, peso/200 µL. Como control 
negativo se utilizó el medio embrión y 
como control positivo cafeína (2,4 mM), 
diluido en el mismo medio. El ensayo se 
realizó por triplicado, tomando como ré-
plica una placa con las 4 concentraciones 
de prueba y los dos controles, 10 huevos 
por tratamiento, 60 por placa para cada 
planta. Las réplicas se realizaron en di-
ferentes tiempos. Todos los embriones 
fueron controlados a las 24, 48, 72, 96 
y 144 horas en microscopio óptico con 
un aumento de 40x y se registraron las 
observaciones de los efectos; coagula-
ción-efecto letal (24 y 48 h) y ausencia 
de somitas (24hpf), ausencia de latidos y 
de circulación (48 hpf), ausencia de pig-
mentos y formación de edema (72 hpf), 
deformación de la columna (96 y 144 

hpf), de acuerdo a Nagel (2005).

Análisis estadístico
Los resultados se analizaron median-

te el análisis de varianza unidireccional 
(ANOVA) y el Test de Tukey, utilizando 
el software para el análisis estadístico 
(SPSS 21), considerando estadística-
mente significativo un valor P ≤0,05.

RESULTADOS

Para evaluar el efecto tóxico del ex-
tracto acuoso de C. phyllitidis, y de A. 
serratum, en embriones de pez cebra 
fueron tratados con 4 concentraciones 
de cada extracto. Los efectos fueron 
evaluados a las 24, 48, 72, 96 y 144 hpf, 
tiempos donde se pueden observar efec-
tos letales, subletales y teratogénicos 
(Figura 2).

Figura 2. Desarrollo normal del embrión de Danio rerio en medio embrión (Control negativo) en 6 
tiempos, control positivo y tratado con C. phyllitidis: A) 4 hpf; B) 24 hpf; C) 48 hpf; D) 72 hpf; E) 96 
hpf; F) 144 hpf. G) deformación de la columna vertebral y formación de edema, 72 hpf (Cafeina: con-
trol positivo). H) Huevo coagulado, 24 hpf (C. phyllitidis 0,06%)

En la Figura 2 se pueden observar los 
distintos estadios normales de las prime-
ras 144 hpf (horas pos fecundación) del 
control negativo, mantenido en el Medio 
para Embrión. En la Figura 2.A se ob-
serva un huevo de 4 hpf, al momento de 
iniciar el ensayo; en 2.B se observa un 
embrión de 24 hpf, la presencia de so-
mitas y la ausencia de pigmentación;  en 
2.C, a las 48 hpf, se observa la presencia 
de pigmentación en los ojos y el cuer-
po, además se registran otros parámetros 

como como el latido cardiaco y la circu-
lación sanguínea, no posibles de visuali-
zar en fotografías; en 2.D, a las 72 hpf, 
se produce la eclosión de los embriones, 
en 2.E y 2.F se puede observar mayor 
cantidad de pigmento y menor tamaño 
del vitelo, además un tamaño general 
superior. En la Figura 2.G se observa 
el efecto del tratamiento de un embrión 
con cafeína (control positivo), donde el 
embrión presenta una deformación de la 
columna y la formación de edema.Varias 
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drogas como la cafeína producen retardo 
en el desarrollo, se observan los efectos 
de la cafeína a una concentración de 2,4 
mM y se puede apreciar una curvatura 
en la columna vertebral y un doblamien-
to de la cola además de la formación de 
edema, en los embriones pertenecien-
tes a este grupo no se registró circula-
ción sanguínea. Los tratamientos con C. 
phyllitidis tuvieron un efecto letal sobre 
los embriones de D. rerio. En la Figu-
ra 2.H se observa un huevo coagulado 
(efecto letal), tratado con la menor con-
centración de C. phyllitidis. La letalidad 
aumentó a concentraciones mayores, 
registrándose diferencias significativas 
en los tratamientos de 0,125% y 0,25%. 
El 100% de los huevos coagularon en la 
concentración de 0,25%. Los números 
indican la cantidad de huevos coagu-
lados en cada grupo experimental, por 
triplicado. La menor cantidad de huevos 
coagulados se observó en los embriones 
del control negativo y el número mayor, 
100%, en el tratamiento de concentra-

ción 0,25%, tanto a las 24 como 48h. No 
se observó importante diferencia entre 
los días, es decir, a las 24 hpf resulta letal 
en forma definitiva, solo en el tratamien-
to de concentración 0,125% se observó 
una variación (datos no mostrados). En 
la evaluación de los efectos sub letales, 
los parámetros evaluados resultaron no 
significativos (Tabla 1).

En la Figura 3 se observan los efec-
tos de los tratamientos, con diferentes 
concentraciones, de A. serratum. En 3.A 
se observa un embrión sin formación 
de somita. En la Figura 3.B se observa 
un embrión de 24 hpf con retardo en el 
desarrollo y retardo en la formación de 
somitas,al compararlo con el control ne-
gativo (1.B) (Figura 2B), en 3.C se ob-
serva la ausencia de pigmentos, en 3.D 
se observa la formación de edema y en 
3.E se observa la deformación de la co-
lumna, que se observó en tres embriones 
tratados con la concentración más alta 
del extracto.

Figura 3. Efectos letales, subletales y teratogénicos en embriones de Danio rerio tratados con dife-
rentes concentraciones de A serratum.  A)  Ausencia de la formación de somitas, 24 hpf (0,125%); B) 
Retardo del desarrollo y  en la formación de somitas, 24 hpf (0,03%); C) Ausencia de pigmentos, 72 
hpf (0,06%); D) Formación de edema, 72 hpf (0,06%); E) deformación de la columna vertebral, 144 
hpf (0,06%)

En la Tabla 2 se presenta el resumen 
de los parámetros evaluados en los di-
ferentes tiempos de estudio de los efec-
tos del extracto acuoso de A. serratum. 
Se agruparon en tres categorías, letal 
(coagulación, ausencia de la formación 
de somitas, ausencia de latidos cardia-
cos), subletal (ausencia de circulación 

sanguínea, ausencia de pigmentación 
y formación de edema) y teratogénico 
(deformación de la columna vertebral).
La coagulación se evaluó a las 24h, re-
sultando no significativa y a las 48h, 
cuando ya fue significativa y el 100% 
de los huevos coagularon en el mayor 
tratamiento. Se observa diferencia sig-
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Categoría Parámetro Controles             Tratamientos

    C+   C- 0,030 0,060 0,125 0,250

Letal Coagulación   10/30 2/30 7/30 18/30 27/30* 30/30*

Ausencia de 
somita

6/26 0 4/23 0/12 2/6 -

Ausencia de 
latidos

2/20 0 0 0 0 -

Subletales Ausencia de 
circulación

20/20* 0 0 0/12 2/3 -

Ausencia de 
pigmentos

1/20 0 1/23 0/12 1/2 -

Formación de 
edema

20/20* 0 0 0 0 -

Teratogénico Deformación 
de la columna

20/20* 0 0 0 0 -

C- : control negativo. C+: control positivo. “/”: el efecto se calcula sobre el total (en el caso de coagu-
lación) o sobre los sobrevivientes. *Estadísticamente significativo

nificativa para los parámetros ausencia 
de formación de somitas, ausencia de la-
tidos cardiacos, ausencia de circulación 
y ausencia de pigmentos, con valores 
significativos a partir de la concentra-

ción de 0,060% (significativo), cuando 
comparados con el control negativo. Se 
observaron tres embriones con deforma-
ción de la columna, en la concentración 
de 0,060%.

DISCUSIÓN

Considerando que los extractos acuo-
sos de C. phyllitidis y A. serratum se 
utilizan, durante la gestación humana, 
como abortivos y ambas especies vege-
tales presentan características similares 
(Pin et al., 2009; Fernández et al., 1999) 
y ante el desconocimiento de los efectos 

secundarios de las plantas de uso medi-
cinal C. phyllitidis y A. serratum sobre el 
embrión, se realizó un estudio de sus po-
sibles efectos tóxicos y teratogénicos en 
embriones de Danio rerio. En un ensayo 
previo, se evaluaron las posibles con-
centraciones de estudio, el polvo obteni-
do de la liofilización de cada extracto se 
suspendió en el Medio para Embrión, en 

Tabla 1. Efecto letal, subletal y teratogénico de C. phyllitidis sobre embriones de Danio 
rerio
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concentraciones de 0,5%, 1% y 2,5%, de 
acuerdo a Fernández et al. (1999). Todos 
los tratamientos resultaron letales a estas 
concentraciones, por lo que en este tra-
bajo se evaluaron concentraciones me-
nores. El modelo biológico Danio rerio 
se utiliza para evaluar efectos tóxicos o 
teratogénicos de agentes químicos (Cha-
hardehi et al., 2000; Veeren et al., 2021).

Para la realización de este trabajo se 
siguieron las guías de la  OECD (2013). 
El extracto acuoso de C. phyllitidis es 
utilizado en la medicina popular, como 
emenagogo, anticonceptivo y abortivo, 
expectorante,sedante,antiinflamatorio 
(Pin et al., 2009; Degen de Arrúa y Gon-

zález, 2014).  No se registran en la li-
teratura científica efectos sobre estados 
patológicos o sobre su uso seguro en in-
dividuos sanos o mujeres embarazadas.

 En este trabajo evaluamos los posi-
bles efectos tóxicos en embrión de Da-
nio rerio a fin de determinar la inocuidad 
del extracto acuoso de esta planta duran-
te el desarrollo embrionario. Al analizar 
los embriones del ensayo se observó que 
los embriones del control negativo pre-
sentaron un desarrollo conforme a la li-
teratura, con presencia de pigmentación 
de los ojos y el cuerpo, latido cardiaco 
y circulación sanguínea, conforme a los 
estadios del desarrollo normal de Danio 

Tabla 2. Efecto letal, subletal y teratogénico de A. serratum sobre embriones de Danio 
rerio

Categoría                               Parámetro Controles Tratamientos

 C+ C-   0,030    0,060   0,125   0,250

Letal Coagulación  09/30 2/30 4/30 0 6/30  30/30*

Ausencia de 
somita

0 0 4/26 23/30* 26/27* -

Ausencia de 
latidos

01/20 0 0 29/30* 24/24* -

Subletales Ausencia de 
circulación

21/21* 0 0 29/30*   24/24* -

Ausencia de 
pigmentos

00/20 0 0 27/30*     
24/24*

-

    Formación de 
edema

21/21* 0 0 6/30 0 -

Teratogénico Deformación 
de la columna

21/21* 0 0 3/30 0 -

C- : control negativo. C+: control positivo. “/”: el efecto se calcula sobre el total (en el caso de coagu-
lación) o sobre los sobrevivientes. *Estadísticamente significativo
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servó la coagulación de dos embriones 
(6,6%), que está de acuerdo con las re-
comendaciones de la OECD (2013). En 
los tratamientos de embriones con A. 
serratum no se observó un efecto letal 
significativo, en casi todas las concen-
traciones evaluadas, excepto la con-
centración de 0,250%, donde el total de 
los huevos tratados coagularon, pero el 
efecto no fue de tipo dosis dependien-
te. Al evaluarse los efectos subletales 
se observó que la ausencia de somitas, 
de latidos cardíacos, de circulación y de 
pigmentos fue significativa en las con-
centraciones mayores evaluadas. Los 
somitas  son estructuras que se forman 
en la primera etapa del desarrollo del 
pez cebra, componentes del mesodermo 
y que aparecen a partir de las 10 horas 
post fecundación (hpf), y de las cuales 
se derivan  el esqueleto axial, los mús-
culos esqueléticos y parte de la dermis 
(Kimmel et al., 1995; Rojas M. y Smok 
C., 2014), por lo que la ausencia de los 
somitas afecta todo el desarrollo del em-
brión. Las células pigmentadas derivan 
de la cresta neural, que es una población 
de células pluripotentes cuya formación 
ocurre temprano en el desarrollo de las 
vertebrados (Cedrona et al., 2020), y la 
ausencia de estas células podría indicar 
efectos sobre el desarrollo de tejidos. Se 
observó un efecto teratogénico, no signi-
ficativo, pero que podría indicar un po-
tencial teratogénico en menores concen-
traciones. No se ha reportado el perfil 
fitoquímico de estas especies, por lo que 
se desconocen las posibles causas de sus 
efectos. El control positivo, cafeína, uti-
lizado tanto en la evaluación de C. phy-
llitidis como de A. serratum, de manera 
independiente, tuvo efectos subletales, 

rerio (Nagel, 2002), mientras que los 
resultados obtenidos en los embriones 
tratados con cafeína (control positivo) 
coinciden con lo encontrado por  Rodrí-
guez et al. (2014), que observaron un fe-
notipo de cuerpo enroscado y retardo en 
el desarrollo para periodos cortos de ex-
posición. El efecto de extracto acuoso de 
C. phyllitidis, planta de uso medicinal, 
fue analizado en embriones de D. rerio y 
se observó que el tratamiento no produ-
jo efectos subletales, en ninguna de las 
concentraciones analizadas. Esto puede 
ser debido a que la letalidad de las con-
centraciones evaluadas, no permiten que 
los efectos subletales se observen (Rei-
mers et al. 2004). Se observaron huevos 
coagulados, a las 24 y 48 hpf, a las con-
centraciones mayores, siendo este efecto 
significativo y proporcional al aumento 
de las concentraciones analizadas. Un 
huevo se considera coagulado al no ob-
servarse ninguna estructura clara en el 
embrión (Busquet et al., 2008), este pa-
rámetro se evaluó a las 24 hpf y 48 hpf y 
es el único parámetro considerado como 
letal en el trabajo. Los tratamientos con 
las diferentes concentraciones resultaron 
no significativos en los demás paráme-
tros evaluados. Ciertos parámetros como 
la no formación de los somitas (Figura 
3.B), el no desprendimiento de la cola 
del vitelo o la ausencia de latidos cardia-
cos se pueden considerar letales luego 
de las 48 hpf, pero dentro de los ensayos 
de teratogenicidad para una mejor com-
paración con mamíferos solo se sugiere 
el punto final de coagulación como un 
efecto letal (Nagel, 2002).

En  la evaluación de A serratum no 
se observó ninguna malformación en los 
individuos del control negativo, se ob-
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con  ausencia de circulación y formación 
de edema, que fueron significativos, así 
como el efecto teratogénico. Autores ob-
servaron que el tratamiento con cafeína 
afecta la angiogénesis en embriones de 
D. rerio (Yeh et al., 2012; Basnet et al., 
2021). A este efecto sobre la angiogéne-
sis podrían deberse los efectos observa-
dos en los embriones.

CONCLUSIONES

Se evaluó el efecto de plantas me-
dicinales comercializadas como Kala-
guala’i (Campyloneurum phyllitidis y 
Asplenium serratum) sobre el desarrollo 
embrionario de pez cebra (Danio rerio). 
C.phyllitidis presentó un efecto letal 
(coagulación del embrión), mientras que 
A serratum presentó efectos significati-
vos sobre el desarrollo, además se regis-
tró efecto teratogénico, no significativo. 

Se recomienda realizar otros estu-
dios, para determinar el perfil fitoquími-
co de ambas especies y evaluar sus efec-
tos  en vertebrados como ratones, para 
determinar si uno a ambos extractos tie-
ne efectos tóxicos sobre los embriones o 
comprometen su viabilidad. También se 
podrían realizar estudios in vitro en cé-
lulas humanas para determinar todos los 
posibles efectos sobre la salud humana.
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