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1. RESUMEN

Los hospitales consumen importantes volimenes de agua por dia, generando cantidades similares de
agua residual con microrganismos patégenos, farmacos o sustancias quimicas que pueden o no ser
metabolizados, etc. Estos efluentes pueden o no ser tratados, afectando la calidad del agua y
poniendo en riesgo al medio ambiente y a la salud publica, ya que son capaces de ocasionar
efectos toxicos entre los que resaltan los genotoxicos, mutagénicos y citotoxicos; ya que son una
mezcla compleja, cuya actividad dependera de interacciones sinérgicas y antagonicas entre sus
componentes. La composicion de estos efluentes varia continuamente debido a la gran diversidad
de medicamentos, desinfectantes, solventes, reactivos de laboratorio, detergentes y otros
compuestos vertidos a los mismos. En el presente trabajo se determind el dafio genotdxico y
citotoxico producido por efluentes hospitalarios sobre Cyprinus carpio. En este trabajo pretendia
evaluar el efecto toxico de los efluentes hospitalarios y el estatus de salud de diversos
bioindicadores. Los sistemas de prueba consistieron en 3 peceras de 6 organismos de prueba y 1
pecera de 6 organismos como lote testigo. Se sometié a Cyprinus carpio a la exposicion de
efluentes de la unidad de medicina familiar del IMSS No. 222, durante 96 horas (considerando el
LOAEL — Nivel minimo de Efecto Adverso Observado -) El dafio citotoxico se evalud por medio
de la actividad de la caspasa 3 y mediante la actividad de Lactato Deshidrogenasa (LDH) y la
genotoxicidad por medio de micronucleos y la prueba de TUNEL. Las pruebas se realizaron por
triplicado. Las diferencias se consideraron significativas con una P < 0.05. Estos conocimientos
permitieron caracterizar dafios a nivel genético y celular de los contaminantes presentes en

efluentes hospitalarios.
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2. SUMMARY

Hospitals consume large amounts of water per day , generating similar quantities of residual water with
pathogenic microorganisms , drugs or chemicals that may or may not be metabolized , etc. These
effluents can be treated or not , affecting water quality and threatening the environment and public
health, as they are a complex mixture whose activity depends on synergistic and antagonistic
interactions between its components, they can cause toxic effects such as genotoxic , mutagenic and
cytotoxic ones. The composition of these effluents varies continuously due to the large variety of
medicines , disinfectants , solvents , laboratory reagents , detergents and other compounds discharged
into them. In this study it was determined the genotoxic and cytotoxic damage caused by hospital
effluents on Cyprinus carpio . This research aims to evaluate the toxic effect of hospital effluents and the
health status of several biomarkers . Test systems consisted of 3 tanks with 6 test organisms and 1 tank
with 6 organisms as control group . Cyprinus carpio was exposed to effluent from the clinic IMSS No.
222, for 96 hours ( considering the LOAEL - Lowest Observed Adverse Effect Level -). The cytotoxic
damage was assessed by the activity of the caspase 3 and by lactate dehydrogenase activity (LDH ) and
genotoxicity by micronucleus and TUNEL test.

The tests were performed in triplicate . Differences were considered significant at P < 0.05 . This
knowledge allowed characterizing genetic and cellular damage caused by contaminants in hospital

effluents.
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3. INTRODUCCION

En 2008, en el Estado de México la disponibilidad promedio diaria de agua por cada uno de los
mas de 14 millones de habitantes del Estado fue menor a 270 litros / persona. (Comision
Nacional del Agua). Las actividades antropogénicas han propiciado el incremento en su
CONSUMO Y como consecuencia serios problemas de contaminacion en los ecosistemas (Duffus,
2003) Ademas, se han identificado contaminantes mas peligrosos en los ecosistemas acuaticos
debido a su persistencia, ya que a diferencia de otros xenobidticos no se pueden
biotransformar, pero si se pueden acumular en los diferentes compartimentos de la columna de
agua, favoreciendo en algunos casos su disponibilidad y su ingreso a los diferentes hidrobiontes
(Martinez Tabche et al. 2000).

Parte de la demanda diaria se concentra en lugares publicos. En este sentido se ha observado que
los hospitales consumen un volumen diario de agua significativo, el cual oscila en el rango de
400 a 1,200 litros / cama (Ramos, 2008).

El consumo de agua en los hospitales genera a su vez significantes volumenes de aguas residuales
cargadas de compuestos quimicos toxicos, materia organica, residuos de farmacos, metales
pesados, compuestos drgano—halogenados, antisépticos, detergentes, solventes, medicamentos,
excretas, secreciones humanas, ademas de microrganismos patdgenos (enterobacterias,
coliformes fecales, entre otros) (Kimmerer 2001; Emmanuel et al. 2005).

Dichos efluentes hospitalarios son descargados, sin tratamiento previo a la red municipal, junto
con las aguas residuales domésticas (Gupta et al. 2009).

Estos efluentes hospitalarios son una mezcla compleja, cuya actividad toxica, mutagénica y
genotoxica dependera de interacciones sinérgicas y antagonicas entre sus componentes, por lo
cual, son capaces de generar serios problemas ambientales, pudiendo llegar a ser de 5 a 15 veces
mas toxicos que los efluentes domésticos, constituyendo un riesgo potencial para el ser humano y
el ambiente, lo que se traduce en un impacto para la salud publica (Ortolan 1999, Ramos, 2008).

La magnitud de dicho impacto ha comenzado a evaluarse en los ultimos afios en dmbitos
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cientificos y gubernamentales (Dremont y Hadjali 1997, Pruess et al. 1999, Bassi y Moretton
2003, Paz et al. 2004, Nufiez y Moretton 2006).

Actualmente se conocen los efectos toxicos de diversas sustancias quimicas como farmacos,
desinfectantes, colorantes y solventes, sobre los organismos acuéticos, de las cuales varias
podrian estar presentes en los efluentes residuales hospitalarios, constituyendo un riesgo potencial
para el balance biolégico natural de los ecosistemas acuaticos ((Pro et al. 2003; Ferrari et al.
2004; Sano et al. 2005; Liu et al. 2011, Santos et al. 2010). Se ha evaluado toxicidad en algas
fotosintéticas como el zooplancton herbivoro, el cual es de importancia en estos ecosistemas, ya
que representa la base de la cadena trofica y cualquier alteracion en la abundancia y composicion
de esta comunidad puede ocasionar efectos severos en organismos de niveles superiores; las algas
fitoplanctonicas son de importancia en la deteccion de los efectos ecotoxicologicos de bajas
concentraciones de algunos farmacos encontrados en muestras ambientales (Blaise et al 2006)

La genotoxicidad producida por los efluentes hospitalarios ha sido documentada, generalmente
mediante el ensayo de Ames que utiliza cepas mutadas de Salmonella typhimurium (Maron y
Ames 1983 Ohe et al. 2004; Jolibois y Guerbet 2005; Ferk et al. 2009; Gupta et al. 2009). Por
ejemplo, las farmacos antineoplasicos (citostaticos), tienen una baja biodegradabilidad en el
ambiente, capaces de producir efectos citotoxicos e interferir en la estructura y funcion del ADN
produciendo efectos  genotdxicos, mutagénicos, carcinogénicos o teratogénicos en los
organismos (Kummerer et al. 2000; Jolibois et al. 2003; Zounkova et al. 2010). Los antibidticos
tienen una amplia actividad biolégica y potencial ecotoxicolégica sobre varios organismos
incluyendo algas y microcrustaceos, afectando su crecimientos y los procesos fisiologicos (Berto
et al. 2009; Turkdogan y Yetilmezsoy 2009; Liu et al. 2011). En los peces se ha observado que
los antinflamatorios no esteroideos provocan cambios en el metabolismo respiratorio,
disminucion en el ritmo cardiaco, irregularidades en el desarrollo, oclusion de branquias y
cambios en la conducta natatoria estando ademas, estas afecciones relacionadas con dafio a
macromoléculas como lipidos, proteinas y ADN (Paez, 1996).

Las aguas residuales de los hospitales pueden contener diferentes compuestos quimicos que

afectan de manera indirecta a los ecosistemas acuaticos, tal como lo describen diferentes autores
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por lo cual, la mezcla compleja de compuestos pueda presentar efectos toxicos y/o genotdxicos
sobre el ambiente, aunque dichos compuestos se encuentren en pequefias cantidades (Jolibois y
Guerbet 2005; Gupta et al. 2009; Santos et al. 2009).

Para el estudio de los efectos de agentes contaminantes en los cuerpos de agua es necesario el

uso de bioindicadores, los cuales son atributos de los sistemas bioldgicos que se emplean para

descifrar factores de su ambiente. Inicialmente, se usaban especies 0 asociaciones de éstas como

indicadores y, posteriormente comenzaron a utilizarse también atributos correspondientes a otro

nivel de organizacion del ecosistema, como poblaciones y comunidades, lo que resultd

particularmente Util en estudios de contaminacion (Chihuailaf 2002).

En la caracterizacion de la respuesta toxica es también importante hacer la correcta seleccion de
los bioindicadores que serdn empleados en los estudios; de acuerdo al Committee on Biomarkers,

un bioindicador se define como un sistema que generalmente incluye un subsistema de un

organismo completo para identificar un punto final especifico. Para la U.S. Environmental

Protection Agency (USEPA) se define como un evaluador de contaminantes o de su efecto
bioldgico, el cual considera 6rganos o tejidos de organismos (Butterworth et al. 1995). Ron Van
Der Oost et al. (2003) los define como un cambio en la respuesta biologica, fisica o quimica, la
cual puede estar relacionada con los efectos toxicos o de exposicidén a quimicos ambientales.

La genética toxicoldgica o genotoxicidad puede definirse como el estudio de los xenobidticos

que inducen cambios en el material genético y contempla dos aspectos:

1. Identificar los contaminantes que puedan alterar al ADN.
2. La consecuencia de la progresion y expresion del dafio al ADN en genes mutados, que
pueden ser hereditarios.
La deteccion y cuantificacion de dichos eventos puede emplearse como biomarcadores en

organismos expuestos.

Esta disciplina debe de enfocarse en tres niveles:
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1. Identificar el grado y frecuencia de las enfermedades genéticas.

2. Evaluar los posibles agentes que puedan generar un dafio genético}

3. Estudiar los mecanismos de accion de los tdxicos que causan desdrdenes genéticos (Van
Der Oost et al., 2003)

Caracteristicas del Bioindicador: Cyprinus carpio

La carpa comin Cyprinus carpio, es un organismo natural de Asia, pero su extensa
introduccidn a diversos cuerpos de agua lo hace actualmente uno de los mas distribuidos a nivel
mundial. Son organismos omnivoros con predominancia bent6faga, aspiran y filtran fango del
fondo, asi como insectos y plantas de la superficie. En su etapa juvenil se alimenta
principalmente de algas, rotiferos y crustdceos microscopicos (Koehn, 2004). Las primeras
etapas de su ciclo de vida (embriones, larvas y juveniles) son los mas vulnerables a la
contaminacion, a las fluctuaciones de la temperatura, a la concentracion de oxigeno, a la

salinidad y a la depredacion.

Estrés oxidativo

El potencial de los radicales libres de oxigeno y otras especies reactivas de oxigeno (RO’S) para
dafar los tejidos y los componentes celulares es llamado estrés oxidativo, en los sistemas
biologicos su determinacion puede ser usada para medir los efectos toxicos producidos por las
condiciones ambientales, incluyendo la exposicién a contaminantes, los cuales inducen
especialmente una variedad de mecanismos toxicos como puede ser el dafio oxidativo a lipidos
de membrana, cambios en la proteinas antioxidantes y especialmente en al ADN (Valavanidis et
al 2006).

Evaluacion de Dafio Genotoxico

Las lesiones mas predominantes observadas debido a los dafios en el ADN en organismos
acuaticos, incluyen rompimientos de las cadenas (rompimientos de cadena sencilla o doble),
modificaciones en las bases y entrecruzamientos, causando efectos adversos en la estabilidad

del ecosistema, por lo que en los Ultimos afios, técnicas como el ensayo cometa y laa
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determinacion del contenido del ADN, asi como la identificacion de aneuploidias por
citometria de flujo, han resultado excelentes herramientas para detectar dafios al ADN en
especies acudticas (Kim y Hyun, 2006).

En el caso del ensayo cometa se puede evaluar el dafio al ADN en células individuales,
incluyendo rompimientos simples o dobles, sitios &lcali labiles y la escision incompleta de los
eventos de reparacion. Esta técnica posee una alta sensibilidad, por lo que es ampliamente
usada en el area de genética toxicolégica y como biomarcador ambiental (Guecheva et al.
2001). También se han incorporado al ensayo endonucleasas para detectar bases oxidadas, como
la FPG y la ENDO I, dichas enzimas reconocen a las bases nitrogenadas pdricas y pirimidicas
oxidadas respectivamente (Migliore et al. 2002).

La citotoxicidad es una alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva a un dafio que
puede ser detectado. Diferentes autores han desarrollado baterias de pruebas in vitro para
predecir los efectos toxicos de drogas y compuestos quimicos, utilizando como modelos
experimentales cultivos primarios y oOrganos aislados como lineas celulares establecidas.
(Arencibia et al. 2003).

El ciclo celular es el proceso por el cual la célula crece y duplica todas sus estructuras,
incluyendo la informacion genética, para finalmente dividirse y dar origen a dos células hijas
idénticas que repiten el proceso. Este empieza a partir de una célula que posee una cantidad
muy baja de ATP, por lo que, la célula inicia una acumulacién de ATP e incrementa su
tamario, eventos que ocurren durante la fase G1 que es la parte mas larga del ciclo. Una vez que
la célula tiene suficiente ATP y un tamafio adecuado se comienza la sintesis de ADN
(replicacion). En esta etapa denominada S, se obtiene una copia del ADN original. EI proceso
de sintesis consume una gran cantidad de ATP, por lo que es necesario un segundo periodo
de acumulacion de energia, denominada fase G2. La energia adquirida de la fase G2 es
empleada para el proceso de mitosis. La progresion ordena de las células a través de las diversas
fases depende de las ciclinas, las CDK e inhibidores de las CDK. Las CDK se encuentran
presentes en el ciclo celular, sin embargo, solo se activan al ser fosforiladas tras la union de las

ciclinas. En contraste, las ciclinas se sintetizan durante fases especificas del ciclo. La actividad
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de los complejos ciclina-CDK esta regulada por los inhibidores de CDK. Existen dos clases
principales, las familias Cip/Kip (p21, p27 y p57) y las INK4/ARF, su funcion es la de
inactivar los complejos ciclina-CDK (Kumar et al. 2005).

El ciclo celular depende de la eficiencia en la transicion de sus fases, durante procesos de estrés,
es comln que las células entren en pausa (puntos de control) hasta que se repara o, si el dafio
es excesivo, la célula recibe instrucciones de morir por muerte celular programada (apoptosis)
Fig. A.
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Membrana
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@ con dominio

Citoplasma / Ssin de muerte
Ras) ) / tirosin-quinasa
Raf - o

%

proCasp8 <

£
MEK: - 4 -
: " . Caspasa 8
.- A 4 =
ERK: PI3K s
14 o Apaf-1
9 ,-" proCasp 9
: Akt 6
“‘}gv‘/ \ Apaf-1
P Bad P proCasp9 Caspasa 9

CityC 2 Bad bcl2
Bel-2 PR d proCasp3 -> Caspasa 3
m’ ¥

Sustratos de Proteolisis
Mitocondria

Fig. A. Esquema representativo del mecanismo central de apoptosis. En verde se representan las moléculas anti-
apoptaticas y en rojo las pro-apoptéticas

El primer punto se presenta en G1/S en este momento se definen las condiciones adecuadas
para la replicacion, etapa que se denomina G1 — “arrest”. Si existe un dafio al ADN, los
sistemas de reparacion se activan, retrasando la progresion del ciclo; si el dafio es irreparable,
se activan las vias apoptoticas. Esto impide la replicacién de células que tienen dafios en el
material genético como mutaciones o rompimientos cromosémicos. El segundo punto se
presenta en G2/M, donde se establece si el proceso de replicacion del ADN fue exitoso y en caso
negativo se desencadenan eventos para eliminar estas células (G2-“delay”). Cuando se activan

los procesos de reparacion del ADN durante la replicacion, la fase S avanza muy lentamente,
12
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mientras que si se interfiere con los procesos mitdticos, suele presentarse una pausa en la
metafase para prevenir una distribucion asimétrica de los cromosomas.

FasL
m ""‘--.; Espacio extracelular
FADD Espacio intracelular
Pro-caspasa-8

Mitocondria
Caspasa 3 & l’ J Bid tBid
00— >

Caspasa activada-8
"] l

Apaf 1/Caspasa-9 " Citocromo C

|

ROS

f\; ﬂ 0

Apoptosis

Fig. B. Fas 0 CD95 es un receptor proapoptético y cuando se une a la molécula ligando Fas o L Fas, se forma un
receptor complejo que induce la incorporacion de una nueva proteina FADD. La interaccion entre Fas activado y
FADD, permite que la procaspasa 8 se una al complejo fas-FADD. La procaspasa 8 se divide inmediatamente para
formar caspasa 8, que a su vez activa la caspasa 3, que desencadena la apoptosis.

Para funcionar adecuadamente, los puntos de control incluyen sensores de dafio, como
proteinas de la familia RAD, y traductores, las familias CHK cinasa. Las moléculas efectoras
de los puntos de control difieren dependiendo de la etapa, en G1/S, la detencion del ciclo
celular depende principalmente por p53, que induce al inhibidor del ciclo celular p2l1. La
detencion del ciclo de la célula por el punto de control G2/M implica mecanismos
dependientes e independientes de p53. No obstante, la prolongacion del transito en el ciclo
celular contribuye a la supresion del crecimiento celular (Kumar et al. 2005; McCollum et al.
2006). Para detectar algun tipo de dafio en el ciclo celular se determind la actividad de
caspasa 3 y la técnica de TUNEL. Siendo el proposito de la tesis la evaluacion de la

citotoxicidad y genotoxicidad producida por efluentes hospitalarios sobre Cyprinus carpio.
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3. JUSTIFICACION

Los efluentes hospitalarios pueden contener diferentes compuestos quimicos que afecten de
manera indirecta a los ecosistemas acuaticos, tal como lo describen diferentes autores (Jolibois
y Guerbet 2005; Gupta et al. 2009; Santos2010), y es esperable que la mezcla compleja de
compuestos pueda presentar efectos citotdxicos y/o genotdxicos sobre los organismos que la

habitan, aunque dichos compuestos se encuentren en pequefias cantidades.

Existe evidencia que demuestra, el riesgo generado por una fraccion de efluentes hospitalarios
para los ecosistemas, siendo la induccion de genotoxicidad un riesgo relativamente bajo. Aun
con las bajas concentraciones de compuestos toxicos detectadas en los efluentes se ha
demostrado un efecto mutagénico, lo que indica la importancia del monitoreo de este tipo de

efluentes.

Debido a lo anterior, es de gran importancia realizar estudios citotdxicos y genotdxicos para
evaluar el impacto que los efluentes hospitalarios puede producir al ambiente. El presente
trabajo puede ser una referencia para orientar en la elaboracion de normas y/o procedimientos
para la correcta disposicion de los vertidores de aguas residuales, asi mismo, permitird contar
con mayor informacion acerca del perfil de genotoxicidad y citotoxicidad de efluentes

hospitalarios y determinar su posible impacto ambiental.

14
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4. HIPOTESIS

El agua residual de la unidad de medicina familiar del IMSS No. 222 del Estado de México, es
una mezcla compleja que puede induce efectos genotoxicos y citotoxicos en los organismos

Cyprinus carpio.

5. OBJETIVOS

5.1. General

e Evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad producida por efluentes de agua residual de la
unidad de medicina familiar del IMSS No. 222 del Estado de México

5.2. Especificos
e Evaluar el dafio genotoxico producido por el Efluente Hospitalario, mediante la
determinacion del dafio al ADN en la especie Cyprinus carpio, empleando el ensayo de
micronucleos (MN); y la determinacion del porcentaje de células apoptoticas y, en las
diferentes fases del ciclo celular (G1/G0, G2 y S), en TUNEL

e Determinar el efecto citotoxico producido por la mezcla del efluentes hospitalario en
sangre de Cyprinus carpio, mediante la actividad de caspasa 3 y LDH como marcador

bioguimico inespecifico.
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6. METODOLOGIA

6.1. Muestreo

Se tomaron 20 Litros de muestra de aguas residuales no tratadas de la unidad de medicina
familiar del IMSS No. 222 del Estado de México, en base a la Norma Mexicana NMX-AA-003-
1980, Muestreo de Aguas Residuales. Las muestras se recolectaron en garrafones de polietileno,
lavados previamente con detergente no idnico y enjuagada con agua desionizada antes del
muestreo y cerradas herméticamente. Posterior a la recoleccion las muestras se almacenaron a 4°
C.

6.2.  Analisis Fisicoquimico y Microbiologico

El método de prueba para la estimacion de la densidad microbiana por la Técnica del NUmero
méas Probable (NMP/20 ml), se determinaron Coliformes Totales (CT) y Coliformes Fecales
(CF). En la prueba presuntiva la muestra se inoculo en tubos con campana de Durham, para ver la
fermentacion y se incubaron por 48 hrs. a 37°C. En la prueba presuntiva, se homogenizé la
muestra y se transfirieron volimenes de 10 ml, 1 ml y 0.1 ml a cada uno de los nueve tubos que
contenian campana de Fermentacion (Durham) y Caldo de MacConkey (BBL, Cockeysville, MD,
EE.UU); los tubos se incubaron a 35°C + 2°C, durante 48 + 2 horas, y los que presentaron
formacidn de gas, fueron confirmados en Agar eosina azul de metileno (BBL, Cockeysville, MD,
EE.UU.) incubados a 35°C + 2°C por 48 + 2 horas para CT, y en Caldo MacConkey incubados a
44°C + 2°C por 48 + 2 horas para CF.

El anélisis fisicoquimico comprendié el pH (NMX-AA-008-SCFI-2011), la dureza total, Cloruros
totales, contenido Fluoruros, contenido de Cloro Residual (p.p.m., ion selectivo) de acuerdo con
los métodos estandar para el analisis de agua y aguas residuales (APHA y AWWA,

http://www.standardmethods.org/store/). Y la determinacion de los limites maximos permisibles

de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano o
municipal (NOM-002-SEMARNAT-1996)
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6.3.  Organismos de prueba (Cyprinus carpio)

Los organismos de prueba se obtuvieron del centro acuicola carpicola de Tiacaque, Estado de
Meéxico y se trasladaron al Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Quimica de la
Universidad Auténoma del Estado de Meéxico. Para la aclimatacion y mantenimiento del
organismo de prueba se distribuyeron en peceras de vidrio de 160 L de capacidad en un medio
sintético (174 mg/L de NaHCO3, 120 mg/L de MgSQ,, 8 mg/L de KCIl'y 120 mg/L CaS0,42H,0)
de pH 7.5-8.5, a temperatura ambiente, con aireacién constante, fotoperiodos de luz / oscuridad
21:12 y alimentados cada tercer dia con Purina™" para peces.

6.4. Preparacion del medio sintético

Se disolvieron en 2.85 L de agua destilada (o desionizada) 120 mg/L de MgSOa, 174 mg/L de
NaHCO3;, 8 mg/L de KCI en el orden descrito. Por otra parte se agregaron 120 mg/L de
CaS0,42H,0 a 150 mL de agua destilada (o desionizada) en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Se
colocaron la solucién a agitacion hasta que el CaSO,4 estuviera completamente disuelto; se
adicionaron a los 2.85 L de solucidn preparados con anterioridad y se mezclaron perfectamente.
Para valorar la calidad del agua reconstituida, se colocaron 10 carpas juveniles en una muestra

durante 24 h; si al término de este tiempo no se registraron muertes, el agua fue utilizada.

6.5. Caracterizacion fisicoquimica del medio sintético
El medio sintético se caracterizé a través de la determinacion del pH que se medi6 utilizando un
potenciémetro de electrodo de vidrio, del oxigeno disuelto (medido a través de un oximetro), y de

la conductividad.

6.6.  Ensayo de Toxicidad Aguda
La concentracion letal media (CL50) de la exposicién al efluente hospitalario, se determiné en
cinco grupos enriguecidos con concentraciones de 3.0, 6.0, 7.0, y 8.0 %, se diluyé en agua

sintética descrita anteriormente. Se realizaron cinco repeticiones utilizando 10 organismos

17



EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD INDUCIDA POR EFLUENTES HOSPITALARIOS SOBRE Cyprinus carpio

seleccionados al azar de la poblacion. A las 96 h la CL50 de las aguas residuales del hospital y
sus limites de confianza del 95% (p <0,05) fueron estimadas por andlisis Probit (EPA programa
de analisis Probit v7.5) (EPA, 2013).

6.7. Ensayo de Toxicidad Subletal

Se emplearon cinco peceras de vidrio de 40 L de capacidad; por cada sistema de prueba
(incluyendo al testigo) se colocaron seis organismos. Los grupos fueron expuestos a 1/10% de la
CLso (LOAEL), es decir 0.54 porciento del efluente hospitalario diluido en 35 L del medio
sintético a temperatura ambiente, con aireacion constante. El grupo testigo se mantuvo en
condiciones de forma identica pero s6lo con medio sintético. El tiempo de exposicion fue de 0,
24, 48, 72y 96 horas.

6.8. Determinacion de citotoxicidad y genotoxicidad

Para el estudio de genotoxicidad y citotoxidad, se emplearon peceras de vidrio de 40 L de
capacidad, que contenian 5.49 mL de efluente de la unidad de medicina familiar del IMSS No.
222; en cada sistema de prueba (incluyendo al testigo) se colocaron seis organismos. El tiempo de
exposicion fue de 0, 24, 48, 72 y 96 horas; después del cual, se anestesiaron a las carpas
utilizando aceite de clavo al 5%. Posteriormente, se tomaron muestras sanguineas de la vena
caudal; por cada 100 pL de sangre se adicionaron 400 pL de buffer salino de fosfatos (PBS). Con
las muestras de sangre de cada individuo se realizaron pruebas para determinar genotoxicidad

(micronucleos y TUNEL) y citotoxicidad (Caspasas y LDH). El ensayo se realizé por triplicado.

6.9. Evaluacion de la Genotoxicidad

6.9.1. Micronucleos (MN)
Los microntleos (MN), es una técnica citogenética que permite detectar el dafio en el ADN, asi
como procesos de reparacion fallidos en el ADN de células post-mitoticas. EI primer paso para
esta técnica fue obtener un frotis de la muestra sanguinea, después se fijo con etanol puro durante

20 min. Posteriormente se tifid con una solucién de Giemsa al 10% durante 9 min. Se observaron
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en un microscopio de luz un total de 1000 eritrocitos 0 hemocitos por muestra, la frecuencia de
microndcleos en las células (MN) se expresaron como numero por mil (%) MN. Los criterios
para determinar la presencia de micronlcleos se establecieron con la no conexion de pequefios
nacleos de forma circular u ovoide con el nacleo principal, con una éarea aproximada de una
tercera parte. Las células que presentaron las caracteristicas anteriores y que mostraron el mismo

patron de tincion se consideraron como micronucleos.

6.9.2. TUNEL

La apoptosis de eritrocitos obtenidos de los peces expuestos se demostré mediante la técnica
denominada TUNEL, utilizando el kit ApopTag Fluorescein S7110 (CHEMICON).

Se tomaron 300 pL de las células en la solucidén conservadora y se centrifugaron a 3000
rpm durante 5 min a 4°C. EIl botdn se resuspendié en 50 puL de la solucion de montaje. Se tomo
1 pL de la suspension celular y se coloco en un portaobjeto con polilisina, se secd la
preparacion a 60°C durante 5 minutos. Una vez seco el material celular, se fij6 con acetona
fria por 10 min y se hidrato colocando las laminillas en xileno, alcohol absoluto, alcohol al 96,
al 80, al 70, al 60, al 50 % vy finalmente en agua por 30 seg., en cada solucién. Una vez que
las células se hidrataron, se realizd un pre tratamiento con proteinasa K por 10 min y se lavo
la muestra tres veces con PBS durante 10 min, se elimino el exceso del liquido; se adicionaron
60 pL del amortiguador de equilibrio del kit y se dejé reposar por 10 min. La solucién de la
enzima TdT se adicion6 a las células (65 pL por muestra) y se incubaron en una camara
himeda por 1 h a 37°C. Se detuvo la reaccion con un amortiguador de lavado por 10 min a
temperatura ambiente. Se lavaron las muestras tres veces con PBS durante 1 min y se
agregaron el conjugado anti-FITC (65 pL por muestra) para el marcaje de las células
apoptoticas, incubandose en una cdmara himeda por 30 min a temperatura ambiente, protegidas
de la luz. Se lavo la muestra 4 veces con PBS por 2 min a temperatura ambiente. Finalmente
se contrastd el marcaje con IP (1.5 pg/mL). Las laminillas se observaron en un microscopio de
fluorescencia con un sistema de captura de Media Cybernetics y un filtro de 450-490 nm. La

apoptosis se expresd como el nimero de células TUNEL positivas por cada 100 células
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6.10. Evaluacion de la citotoxicidad
6.10.1. Caspasas

Para la determinacion de la actividad de caspasa-3 se utiliz6 un kit de ensayo colorimétrico
(caspace™ Pomea) CUYO Sustrato se une a la enzima liberando p-nitroanilina (pNA). Se prepar6 un
blanco con 32pL del amortiguador de caspasas, 2 pL de DMSO, 10 L DTT y 54 pL de agua
desionizada; para el grupo testigo y el grupo tratado con efluente hospitalario se utilizaron 32 pL
de amortiguador de caspasas, 2 uL de DMSO, 10 pL DDT, 20 pL de extracto celular y 34 pL
de agua desionizada; el testigo positivo utilizo 32 pL de amortiguador de caspasas, 2 UL de
DMSO, 10 puL DDT, 20 pL de extracto celular y 34 pL de agua desionizada; para la apoptosis
inhibida se utiliz6 32 pL de amortiguador de caspasas, 2 pL de DMSO, 10 puL DDT, 20 pL de

extracto celular con apoptosis inhibida y 34 pL de agua desionizada.

6.10.2. Lactato Deshidrogenasa (LDH)
El Lactato Deshidrogenasa (LDH), se determind en suero, mediante el método cinético
enzimatico, en el que la LDH cataliza la oxidacién reversible de L-lactato a piruvato con la
reduccion concurrente de B-nicotinamin adenin dinucle6tido (NAD™) a B-nicotinamin adenin
dinucledtido reducido (NADH). La tasa en el incremento de absorbancia (340 nm) en la mezcla

de reaccidn se debe a la formacion de NADH, la cual es proporcional a la actividad de LDH.

6.11. Analisis Estadistico
Se realiz6 un analisis no paramétrico de analisis de varianza (1 via), empleando el de Kruskal-Wallis,

con un intervalo de confianza de p <0.05.
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CAPITULO II. DISCUSION DE RESULTADOS
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Abstract

Emerging contaminants include a wide variety of compounds as well as metabolites, frequently
found as mixtures in complex environmental matrices. Hospital wastewaters are an important
source of emerging contaminants. The environmental impact associated with their occurrence is
still unknown, recent studies emphasize the intrinsic toxicity of hospital effluents, besides
describing the importance of evaluating the effects of mixtures rather that individual
environmental risk, due to possible interactions with notable side effects. The aim of the present
study is an attempt to characterize Cyprinus carpio biomarkers related to exposure of a mixture
of emerging contaminants delivered in hospitals wastewater. Results shows a LCso of hospital
wastewater of 5.49 % at 96 h. Sublethal toxicity assays shows that cytotoxic, genotoxic and
apoptotics effects increases when fishes are exposed to a particular hospital wastewater, the

effects of exposition shows a ecotoxic risk for aquatic fauna and flora in last fate of contaminants.

Key Words: Genotoxicity; Cytotoxicity; Emergent contaminants; hospital effluents.

Research Highlights

We characterized fish biomarkers related to hospital wastewater exposition. We identify the LCsg
of Cyprinus carpio exposed to hospital wastewater. We examine changes in the cytotoxic,
genotoxic and apoptosis effects in aquatic organisms. Increasing information of toxic effects will

decrease the ecotoxic risk for aquatic fauna and flora exposed to regular hospital wastewater.

Capsule

We identify the ecotoxic risk of hospital wastewater release; exposition induces cytotoxic,
genotoxic and apoptotic effects as mechanism of potential damage to aquatic wild life.
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Introduction

Emerging contaminants have been broadly defined in several ways, as any synthetic or naturally
occurring chemicals or any microorganism that are released in the environment and cause known
or suspected adverse ecological and (or) human health and which currently no regulation are
established for their monitoring. A wide range of substances are characterized as emerging
contaminants, including pharmaceutical and personal care products, illicit drugs and abuse drugs,
perfluorochemicals, hormones, steroids quaternary ammonium compounds, polar pesticides,

veterinary products, food additives, engineered nanomaterials, etc. (Lapworth et al., 2012).

It is established that these pollutants are introduced to the environment from a variety of sources,
including effluents from municipal wastewater, industrial waste, treatment plants and hospital
effluents. Some contaminants are more sources specific; hospital wastewater are an important
source of emerging contaminants, compared with urban wastewater, producing mainly
contaminants as drug residues and its metabolites, chemical reactants, high concentration of
chorine and disinfectants, detergents, developers, radiographic fixing agents including
organohalogens compounds, dyes, patient excretions, microorganisms, etc. (Escher et al., 2011;
Lapworth et al., 2012; Verlicchi et al., 2012).

The hospital effluents are generally discharged into urban drainage networks, generally without
prior treatment in the same way as classical domestic wastewater. The most frequently group of
emerging contaminants are pharmaceuticals. Actually has been detected a increasing
concentration of pharmaceuticals in surface water, ground waters and drinking water (Carrara et
al., 2007; Fawell et al., 2012; Jardim et al., 2012; Jelic et al., 2012).

Recent studies emphasize the intrinsic toxicity of hospital effluents (5 to 15 times greater than an
urban effluent) and its effect in the receiving environment especially surface water as rivers and
lakes (Boillot et al., 2008; Leprat et al., 1999). Different studies with single pharmaceutical

compounds shows no or moderate environmental risk, however, recent studies have been
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described that mixtures of pharmaceuticals, its metabolites and diverse pollutants may interact or
show concentration additively with notable significant mixture side effects on algae, aquatic
arthropods and fish populations (Emmanuel et al., 2005; Escher et al., 2011).

In agreement with these studies, we can assume that the toxicity of a very complex mixture is
governed not only for the specific mode of action of a single component. At the concentrations at
which acute toxicity usually occurs, the toxicity of a single pharmaceutical will be predominantly
due to the specific mode of toxic action. However, in mixtures the concentration of each single
component decreases, while the number of components with various different specific modes of
toxic action increases. The toxicity of chemical mixtures is relatively well understood through the
concepts of concentration addition and independent action, with synergism being acknowledged
as only a rare occurrence. In accordance with internationals guides prospective risk assessment
studies must take account the contribution of the “cocktail effects” of chemical mixtures at very
low dose of the single substance in order to understand and to define effective measures o
improve ecological status (ECETOC, 2001).

The hazardous potential of some substances found in hospital effluents include the disruption of
physiological mechanisms in wildlife, diverse studies show evidence of toxicity in aquatic
organisms exposed to wastewater, for example, it is clear that oxidative stress (OS) possess
injuring potential and they realize it in living organisms, the OS could be produced due pro-
oxidants contained in water, the formation of reactive oxygen species (ROS) and the imbalance
produced in antioxidative enzyme systems (Almroth et al., 2008; Islas-Flores et al., 2013,
Lushchak, V., 2009; Sturve et al., 2008). Additionally genotoxic and cytotoxic effects as main
biomarkers in assessment of the pollution-related toxicity must be applied as bioindicators of

acute and chronic health effects of pollution exposition.

The aim of the present study is an attempt to characterize fish biomarkers related to exposure of a
mixture of emerging contaminants delivered in hospitals wastewater, using the cytotoxicity,

genotoxicity and apoptotic effect tests.
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Materials and methods

Sampling

Untreated wastewater samples of twenty liters were taken twice in 6 months from medical center
IMSS No. 222 in Mexico State (n=6), in according to the rules and regulations of the Official
Mexican Norm NMX-AA-003-1980 Mexican for wastewater sampling. The samples were
collected in clean polythene bottles, washed with non-ionic detergents and rinsed with deionised
water before sampling and tightly sealed after collection and were stored at 4 °C until tested.

Microbiological and physicochemical properties of wastewater.

Microbial analysis consisted in total coliforms (TC) and fecal coliforms (FC) determination using
the most probable number (MPN) method (APHA, 1989). In the presumptive test for coliforms,
three 10-mL, three 1-mL, and three 0.1-mL volumes of the appropriate dilution of the water
sample were inoculated in nine fermentation tubes with a Durham vial in MacConkey broth
(BBL, Cockeysville, MD, USA). The inoculated tubes were incubated for 48 h at 37°C, and those
presenting gas and acid were confirmed in Levine eosin methylene blue agar (BBL, Cockeysville,
MD, USA) at 37°C for TC and in MacConkey broth with a Durham vial at 44°C for 24 h for FC.
The physicochemical tests included the determination of pH (NMX-AA-008-SCFI-2011) total
hardness, total chloride and fluoride content (ppm., ion selective electrode), and residual free
chlorine in agreement with the Standard Methods For Examination Of Water And Wastewater
(APHA and AWWA, http://www.standardmethods.org/store/).

Fish treatment and experimental setup

Juvenile Cyprinus carpius (weighing 50 + 8 g) were obtained from the aquatic carp center
Tiacaque, Mexico State and transported to the Toxicology Laboratory in the Faculty of
Chemistry, Autonomous University of Mexico State. Organisms were acclimatized and kept in
different fish glass tanks with capacity of 160 |, with a 7.5-8.5 pH synthetic habitat (174 mg/L de
NaHCOs3, 120 mg/L de MgSO,, 8 mg/L de KCI y 120 mg/L CaSO42H,0) (total alkalinity 17.8 +
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7.3 mg/L, total hardness 18.7 £ 0.6 mg/L) at room temperature with constant air flow, natural
light/dark photoperiods and fed at libitum with Pedregal Silver™ for fish.

Acute Toxicity Assay

The median lethal concentration (LCso) of hospital effluent exposition was determined in five
groups enriched with perceptual concentrations of 3.0, 6.0, 7.0, and 8.0, diluted in synthetic water
described previously. Five replicates of the assay were performed with 10 carp randomly selected
from the stock, the 96-h LCso of hospital waste water and its 95% confidence limits (p<0.05)
were estimated by Probit analysis (EPA Probit analysis program v7.5) (EPA, 2013).

Sublethal Toxicity Assay

The fishes were divided into five groups; each group was placed in a separate 40 L glass
aquarium (6 fish per aquaria). The groups were exposed to 1/10"™ of LCsy (LOAEL),
corresponding to perceptual concentration of 0.54 of wastewater diluted in 35 L of synthetic
habitat with additional air bubbling and temperature of 25 °C, control fish group were kept in
identically conditions but only with synthetic medium. Fish showed no visual signs of ill health
or injury during the exposure period. The exposition times were 0, 24, 48, 72 and 96 hours, after
these periods fishes were anesthetized with 5% clove oil. Blood samples were taken from the
caudal vein; 400 uL of phosphate buffered saline (PBS) will be added per each 100 blood puL and

stored until perform tests.

Biochemical assays

Lactate dehydrogenase (LDH)

Lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.27), which is a soluble cytosilic enzyme present in most
eukaryotic cells, releases in extracellular space upon cell death due to damage of plasma
membrane, the increase of the LDH activity is proportional to cellular cytotoxicity. LDH was

determined in serum by kinetic enzymatic method, in which the LDH catalyzes the reversible
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oxidation from L-lactate to pyruvate with the concurrent reduction of B-nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD") to B-nicotinamide adenine dinucleotide reduce (NADH).

Cytotoxicity assay

Caspase 3

The activity of caspase 3 was measured by the colorimetric assay with CaspACE assay system
(Promega, Madison, WI). Briefly, after exposition to effluents (0, 24, 48, 72 and 96 h), blood
samples were collected and 20 pL of extract was washed twice with ice-cold PBS and
resuspended in cell lysis buffer. Cell lysates (100 ug of protein) were incubated with colorimetric
substrate, acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-p-nitroanilide. The reaction mixtures were incubated
at 37°C for 1-h. The release of p-nitroanilide from acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-p-
nitroanilide was measured at 405 nm using a spectrophotometer. The samples of control group
was treated as same as exposed groups. Results are expressed as percentage of activity respect to

control group.

Genotoxicity assay

Micronucleus

Micronucleus (MN) test were performed for detect chromosome loss and chromosome breakage,
it also detects failure in DNA repairing processes of post-mitotic cells. Blood samples were
obtained from each fish at the times indicated in previous section. A drop of blood was placed on
a slide and a smear was prepared. The dried smear was fixed with methanol during 10 minutes,
followed by 10 % Giemsa (w/v) staining for 9 minutes and finally mounted in resin. A total of
2000 erythrocytes, 500 per slide for each individual were examined in a light microscope under
1000 X magnification. Micronuclei were scored according to the following criteria: 1. the
micronuclei were round; 2. they had a diameter of about 1/5 to 1/40 of the main nucleus, and 3.
they were stained deep purple. Coded and randomized slides were scored, the number of

micronucleated cells were expressed per 100 cells (% MN) observed.
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Apoptotic response to hospital effluent exposition

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay

The assay was carried out following the manufacturer's instructions indicated in the ApopTag
Fluorescein S7110 kit. Lymphocytes (300 uL) were centrifuged at 800 g for 5 min at 4 °C and
resuspended in 50 pL of the mounting solution; subsequently, 1 mL of the cell suspension was
placed on a slide with pollisin, dried at 60 °C for 5 min, fixed with cold acetone for 10 min, and
then hydrated by successive changes of xylene, ethanol (from 100% to 50%), and water. Next, a
treatment with proteinase K (20 pg/mL) was made for 10 min, followed by rinsing the cells in
PBS, adding the equilibrium buffer (60 uL), and incubating the lymphocytes with 65 uL of the
enzyme TdT at 37 °C for 60 min. Finally, the cells were rinsed again in PBS before adding the
conjugate anti-FITC and maintained for 30 min at room temperature in order to identify cells in
apoptosis. Lymphocytes were then rinsed with PBS, stained with PI (1.5 pg/mL), and observed
under a fluorescent microscope (Zeiss) equipped with a digital camera (ZWS-47DE). In our
assay, we included a negative control group of cells treated as described before but without the
addition of TdT, as well as a positive control sample treated with lymphocytes which had DNAse
I (1 pg/mL).

Slides were observed in a fluorescence microscope with a Media Cybernetics capture
system and a 450-490 nm filter. The rate of apoptosis was expressed as the percentage of
TUNEL-positive cells in 100 cells/sample. Statistic evaluation of TUNEL assay was made by

applying the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn multiple comparison tests.
Statistical analysis

Data are expressed as mean + S.E. from three independent experiments (n =5) and were analyzed

with one-way analysis of variance. Significant difference was accepted at p< 0.05.
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Results

Microbiological and physicochemical properties of wastewater.
Microbiological and physicochemical there was no significant difference in recollected samples,
total and faecal coliforms were found with a NMP (100-mL) less than 1.1 organisms.

Physicochemical results are present as mean values in table number 1.

Acute toxicity
The LCsq of hospital wastewater, expressed as perceptual concentration, was 5.49 % at 96 h, with
a 95% confidence interval. The X? linear adjustment test was not significant (p <0.05).

Subacute toxicity studies

We focused the in vivo studies in cytotoxic, genotoxic and apoptotic effects as responses of
hospital effluent exposition. In case of cytotoxic damage, the LDH activities in blood fish were
determined as a function of the exposition time, the increases in serum activities with statistical
significant difference respect to initial time and control group were observed at 24, 48 and 72

hours afterward a significant decrease were observed 96 hours post exposure initiation (Figure 1).

The analysis of Caspase-3 activity in erythrocytes of Cyprinus carpio exposed to hospital waste
water showed a significant difference respect to control group, with an increase between 2 - 3
times higher at 24, 48, 72 y 96 hours after starting exposition. No significant difference was

observed at time cero respect to control group (Figure 2).

Apoptosis could be induced by a variety of stimuli, including environmental stresses, TUNEL-
positive cells were identified by their red stained nuclei, exposition to hospital waste water
showed an increase of 40 % in apoptotic red blood cells at 24 hour after exposition, maintained in
an interval between 20 to 35 % until the last sample, taken at 96 hours of exposition. Positive
relationship was observed using a Pearson correlation analysis between caspase-3 activity and
apoptotic response (Pearson’s r= 0.89; r’= 0.73) (Figure 3 and 4).
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Micronuclei analysis shows a significant increase in 2.5 times more respect to control group and
time cero at 48 hour after initiated exposition (Figure 5). The analysis of the baseline in
micronuclei frequency shows a mean value of 0.88 per 2000 erythrocytes in which is in
agreement with Buschini et al. (2004) and Llorente et al., (2002), however a significant
difference in micronuclei baseline had been reported in Cyprinus carpio species by different
authors, that can be related to different biotic factors such as age, sex, genetic make-up,
conditions of treatments or different scoring criteria (Bolognesi et al., 2011; Grisolia et al., 2001,
Gustavino et al., 2001; Kim et al., 2006).

Discussion

Recently studies have demonstrated the intrinsic toxicity in hospital wastewater; hospitals
generate large volumes of effluents containing specific substances, the drug consumption seem to
be the predominant factor of ecotoxicology risk, however its mixture with detergents, chemical
agents, diagnosis agents, pathogens, etc. and its interactions must be taken into account (Boillot et
al., 2008; Escher et al, 20011; Orias et al., 2013; Ort et al., 2012; Pauwels et al., 2006).

The effects and ecotoxicology repercussions of the amounts of chemical substances contained in
hospital effluents are unknown and biodegradability is more the exception than the rule; turbidity,
water shading and water depth, as well as the seasonal changes in sunlight exposure have a
substantial impact on compound in surface waters. Also these substances may be sorbed by
sediments and hence be no longer amenable to photochemical degradation (Kimmerer at al.,
2001).

Microbial and physicochemical properties are an important ecotoxicological factor and provides
information about many types of contaminants, in hospital wastewater samples there was no
found a significant number of coliforms, due probably to the high intrinsic toxicity of water, a pH
show a slightly alkaline trend, however pH is an important biological parameter due to most of

aquatic organisms are adapted to an average pH and do not withstand abrupt changes,
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furthermore could increases ionization of some compounds in the mixture improving uptake by
aquatic organisms. The results show that total hardness, chloride, fluoride and residual free
chlorine are not probably involved as important factors of toxicity.

Numerous types of damage have been documented in aquatic organisms experimentally exposed
to toxicants and in populations sampled from polluted environments, specially related with
emerging contaminants, including affections in redox condition and metabolism of oxidative
species, (Gupta el al., 2009; Hoeger et al., 2004; Lushchak et al., 2011).

Lactate dehydrogenase in higher vertebrates has been shown to exist in the catalytic active form
as a tetramer of four polypeptide chains, involved in anaerobic glycolysis responsible for
anaerobic catalysis of lactate to pyruvate, is present in high concentrations in the cytoplasm of all
cells. The elevation of LDH activity in serum or plasma is related to acute cell injury, due to the
enzyme leakage through damaged cell membranes, additionally is expected a long-live increase
production of LDH in cells under anaerobic conditions, until they become necrotic. Different
studies revels that in carp are possible to find five isozymes corresponding to muscle and heart
subunits types in mammals (Frankel, 1987; Gronczewska et al., 2003). Nadal-Ginard (1978)
determined that half-life of isozymes in mammals were related to tissue type, having a half-life in
liver of 4.3 days, reflecting that rates of degradation plays an important role in concentration
enzyme, however is important to note that biochemical adaptation strategies and phenotypic
expression in tissues makes the balance in enzyme concentrations. Concerning to our experiment
is evident that elevations in serum LDH responses to enzyme leakage through damage cells with
posterior metabolism more that to anaerobic conditions that promote irreversible necrotic
damage, additionally is possible to estimate that subacute expositions to contaminants of effluent
could promote adaptive mechanisms in metabolic pathways in cells resulting in a regulation of

LDH concentrations.
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Caspases (cysteinyl aspartate-specific proteases) are a family of important signaling molecules
with various tasks; its activation also is a marker for cellular damage, although the precise role in
the initiation and progression of apoptosis is not clear. Caspases works activating downstream
effectors and cleaving target proteins, which culminate in cell death, their involvement as a
bioindicator of exposition to contaminants as widely studied, particularly Caspase-3 that is a
point of convergence of the intrinsic apoptotic pathway initiated trough the mitochondria and
serve as executioner Caspases of apoptosis, that directly lead to protein cleavage and cell death
(Porter et al., 1999, Yamakawa et al., 2000).

The increases in Caspase-3 activity occurred 24 hours after initiated exposition, with an activity
up-regulated at least of 3-fold in the following 48, 72 and 96 hours of exposition, consistent with
different studies the induction of apoptosis is a rapid process that occurs within hours (Yu et al.,
1998). Indeed exposition to hospital effluent induces apoptosis by activating apoptotic pathways
with rapid induction of Caspase-3 activity. Due to DNA damage is not a unique feature of
apoptosis, the determination of protease Caspse-3 provide a reliable method for confirm
apoptosis, the increases in activity of Caspases correlates closely with apoptosis measure
determined by TUNEL assay. Pearson analysis shows a positive correlation (0.89) between
caspase-3 activity and apoptosis levels showing that, apoptosis is mediated and occurs through
caspase-dependent pathways. Fan el al., (2005) reported that in mammals Caspase-dependent
pathway is activated by a stimulus that results in activation of effectors Caspases, in fishes
exposed to a complex mixture of contaminants, this stimuli could be mediated by intrinsic
activity of compounds contained in the effluent or regulated by secondary molecules related to
metabolisms or signals pathways, many of which end up as cell-membrane damage and

eventually cell death.

Micronuclei test as an index of accumulated genetic damage during the lifespan of the red blood
cells, is one of the most suitable techniques to identify integrated response to the complex

mixture of contaminants, due to complex chemical characteristics of hospital wastewater could be
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responsible of multiple effects at the organisms, fishes respond to toxic agents similar to higher
vertebrates and can allow the assessment of substances that are potentially hazardous to humans.
Fishes exposed to hospital wastewater shows a significant response at 48 and 72 hours of initiated
treatment, after this time MN counts decrease to be compared with baseline counts. This
variability could be explained for the metabolic capacity, DNA repair efficiency and defense
mechanisms, process related directly to cell removal kinetics and/or development of adaptive
mechanisms of tolerance to chemical stress that promote an increase in the replacement rate of
dead or damaged cells to maintain normal physiology conditions or inhibition of nuclear division
which is required for MN expression (Bolognesi et al., 2011; Obiakor et al., 2012; Palhares and
Koppe, 2002;).

The hospitals are described as important sources of the introduction of contaminants in the
aquatic environment, this knowledge are important for risk management and establishment of
ambient regulations. The health-care waste involve the generation of large amounts of wastes,
with a smaller proportion of components highly hazardous including emerging contaminants as
pharmaceuticals, the data obtained from the present study clearly indicate that the hospital
effluents from regional hospital in Toluca City that are directly discharged in municipal
wastewater networks are highly cytotoxic, genotoxic, making necessary to acquire more
information about the prevalence and levels of contaminant agents produced in hospitals, in order
to make environmental control programs for the pre-treatment of water before releasing to

municipal sewage systems.

Conclusions

The present study was made in order to obtain information of the ecotoxicological risk of hospital
effluent exposition, in agreement with evaluating the effect of a complex mixture of contaminants
more than the effects of substances that compose them, is important clarify that effluents

characteristics has a considerable variability in the ecotoxicity, depending of substances presents,
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period of time sampled, previous water treatment and daily hospital activities. Also is difficult to
perform a clear explanation of the specific source or cytotoxic, genotoxic or apoptotic effect, due
to the considerable number of phenomena responsible for ecotoxic effect of the effluent,
including interactions as synergy and/or antagonism between the compounds presents in effluent,
as well as the effect of the effluent’s pH, hardness and chloride concentration on ecotoxicity.
However we had demonstrate that cytotoxic, genotoxic and apoptotics effects increases when
aquatic organisms (Cyplinus carpio) are exposed to a particular and regular hospital wastewater
in Toluca, Mexico, the effects of exposition shows a ecotoxic risk for aquatic fauna and flora in
last fate of contaminants. We emphasize the importance of identify and quantify the effects of
specific contaminants as pharmaceuticals, disinfectants and surfactants in order to care of a

ecotoxicological plan for prevent the take up and bioaccumulation in food chains.
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CONCLUSIONES

El efluente de la unidad de medicina familiar del IMSS No. 222, genera dafio al ADN en
la especie Cyprinus carpio, manifestado en el incremento de la produccion de MN y del
porcentaje de células apoptéticas y en las diferentes fases del ciclo celular, por medio de

la prueba de TUNEL, por lo que se concluye que este efluente genera genotoxicidad

El efluente de la unidad de medicina familiar del IMSS No. 222, genera un incremento en
la actividad de la Caspasa 3 y la enzima LDH en sangre de la especie Cyprinus carpio,

por lo que se concluye que este efluente genera citotoxicidad

La mezcla de componentes del efluente hospitalario de la unidad de medicina familiar del
IMSS No. 222, genera un riesgo ecoldgico, por los componentes que contiene y las
interacciones que existen entre ellos, manifestado por la ausencia de microorganismos por
lo cual concluimos que este efluente provocando un dafio mayor a la biota y medio

ambiente
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Table 1

Table 1. Physicochemical properties of hospital waste water from Toluca, México (p.p.m.
mg/L)

Test Highest concentration Threshold

pH 8.37 6.5-8.5
Total hardness 157.17 <500
Total Chloride 223.44 <250

Total Fluoride 0.171 0-15
Residual free chlorine 0.00 1.2-15

Arsenic 0.0162 0.75

Cadmium < 0.0427 0.75

Cyanides < 0.005 1.50

Cobre <0.204 15.0

Hexavalent Chromium < 0.050 0.75

Fats and oils 25.4 75.0

Mercury < 0.0021 0.015

Nickel <0.18 6.00

Plumb <0.1273 1.50

Zinc <0.211 9.00

Temperature 14.9 40.0
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Figure 1. Lactate dehydrogenase activity in group and control after exposition (t = 0) to hospital

effluent, significant difference between groups and respect to initial time are present at 24, 48 and

72 hours (at the 0.005 level of significance).
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Figure 4. Relationship between caspase-3 activity and apoptosis, analyzed with Pearson’s

coefficient correlation showing the confidence interval at 0.95.
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Figure 5. Micronucleus production due to hospital wastewater exposition. Significant difference
(P < 0.05) between control and exposed group after 48 hours of exposition to hospital

wastewater.
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