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RESUMEN 
 
A nivel mundial se estima que para el año 2030 el número de personas adultas con diabetes 

mellitus (DM) se incrementará a 439 millones, de acuerdo al último informe del 2016 emitido 

por la Organización Mundial de la Salud sobre la diabetes, la prevalencia de ésta, ha 

aumentado desde 1980 al 2014, pasando del 4,7% al 8,5% con una cifra de 422 millones de 

personas con éste padecimiento en la población adulta; uno de los fármacos hipoglucemiantes 

orales de mayor prescripción en México y en el mundo, para controlar esta afección es la 

glibenclamida (GLB) y debido a su alta prescripción y consumo, la GLB llega a los diversos 

cuerpos de agua a través de descargas municipales, industriales y hospitalarias; por lo que la 

presencia de GLB podría causar efecto en las especies de interés comercial y de consumo habitual 

como lo es Cyprinus carpio siendo uno de los teleósteos de mayor distribución en todo el mundo; 

aunque existen estudios de ocurrencia de este fármaco referidos en la literatura internacional, 

son pocos los estudios del efecto tóxico de este fármaco y de la calidad de la carne  de esta 

especie. El objetivo de esta investigación fue evaluar el estrés oxidativo inducido por 

concentraciones ambientalmente relevantes de GLB (50, 100 y 1000 ng/L) y su influencia sobre 

las propiedades fisicoquímicas y texturales del músculo de Cyprinus carpio. Se evaluaron 

biomarcadores de oxidación celular: como el contenido de hidroperóxidos, grado de 

lipoperoxidación; contenido de proteínas carboniladas y la actividad de las enzimas 

antioxidantes superóxido dismutasa y catalasa. Además, se determinó la concentración del 

glibenclamida en agua, branquias, hígado, músculo, cerebro y sangre de la carpa a diferentes 

tiempos de exposición: 12, 24, 48, 72 y 96 h. En cuanto a los análisis fisicoquímicos y 

texturales del músculo, se evaluó el valor de pH, solubilidad, capacidad de retención de agua, 
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pérdida de grupos sulfhidrilos, esfuerzo al corte con navaja de Warner-Bratzler, análisis de 

perfil de textura y perfil electroforético, para dos concentraciones de significancia en el 

medio ambiente acuático de GLB (50 y 1000 ng/L) a diferentes tiempos de exposición 0, 

24, 48, 72 y 96 h. Los hallazgos encontrados en este estudio demostraron que la GLB 

generó un incremento en los biomarcadores de oxidación celular y en las enzimas 

antioxidantes del teleósteo Cyprinus carpio, que esta respuesta no es concentración-

dependiente y que los órganos son capaces de bioconcentrar este hipoglucemiante.  

Para los resultados de análisis fisicoquímicos y texturales, se mostraron alteración del 

músculo, generando decrementos significativos en las propiedades fisicoquímicas y 

texturales. Estos hallazgos permiten concluir que la presencia de GLB en los cuerpos de agua 

afecta la calidad de especies acuícolas para consumo humano; lo cual también puede 

representar un riesgo comercial y para la salud de los consumidores de éstas especies 

acuáticas. 

Palabras clave: oxidación celular, enzimas antioxidantes, glibenclamida, Cyprinus carpio, 

propiedades fisicoquímicas; propiedades texturales. 

ABSTRACT 
 

Worldwide it is estimated that by the year 2030 the number of adults with diabetes mellitus 

(DM) will increase to 439 million, according to the latest report of 2016 issued by the World 

Health Organization on diabetes, the prevalence of this, has increased from 1980 to 2014, 

from 4.7% to 8.5% with a figure of 422 million people with this condition in the adult 

population; One of the most widely prescribed oral hypoglycaemic drugs in Mexico and in 

the world, to control this condition is glibenclamide (GLB) and due to its high prescription 
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and consumption, the GLB reaches the various bodies of water through municipal discharges, 

industrial and hospital; so that the presence of GLB could have an effect on species of 

commercial interest and habitual consumption such as Cyprinus carpio being one of the most 

widely distributed teleosts in the world; Although there are studies of the occurrence of this 

drug referred to in the international literature, there are few studies of the toxic effect of this 

drug and the quality of the meat of this species. 

The objective of this investigation was to evaluate the oxidative stress induced by 

environmentally relevant concentrations of GLB (50, 100 and 1000 ng / L) and its influence 

on the physicochemical and textural properties of the Cyprinus carpio muscle. Biomarkers 

of cellular oxidation were evaluated: as the content of hydroperoxides, degree of 

lipoperoxidation; content of carbonylated proteins and the activity of antioxidant enzymes 

superoxide dismutase and catalase. In addition, the concentration of glibenclamide in water, 

gills, liver, muscle, brain and blood of the carp was determined at different exposure times: 

12, 24, 48, 72 and 96 h. Regarding the physicochemical and textural analysis of the muscle, 

the pH value, solubility, water retention capacity, loss of sulfhydryl groups, effort to cut with 

Warner-Bratzler knife, analysis of texture profile and electrophoretic profile were evaluated. 

for two concentrations of significance in the aquatic environment of GLB (50 and 1000 ng / 

L) at different exposure times 0, 24, 48, 72 and 96 h. The findings found in this study showed 

that GLB generated an increase in the cell oxidation biomarkers and antioxidant enzymes of 

the teleost Cyprinus carpio, that this response is not concentration-dependent and that the 

organs are able to bioconcentrate this hypoglycemic agent. 

For the results of physicochemical and textural analyzes, muscle alteration was shown, 

generating significant decrements in the physicochemical and textural properties. These 
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findings allow us to conclude that the presence of GLB in water bodies affects the quality of 

aquaculture species for human consumption; which can also represent a commercial risk and 

for the health of the consumers of these aquatic species. 

Keywords: Oxidative damage, antioxidant enzymes, glibenclamida, Cyprinus carpio, 

textural properties, physicochemical properties 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La presencia de fármacos en el medio ambiente acuático, puesta de manifiesto en los últimos 

años, ha suscitado una gran preocupación, debido a que éstas sustancias han sido diseñadas 

para efectuar una respuesta biológica en el organismo, y la presencia de éstos, así como de 

sus metabolitos, pueden causar efectos aún más tóxicos en los diversos hidrobiontes o incluso 

pueden llegar a estar presentes en el agua potable para consumo humano (Ginebreda et al., 

2015; Gros et al., 2010). La principal fuente de entrada de estas sustancias en el medio 

ambiente son las aguas residuales tratadas o sin tratar que se vierten a los cauces naturales, 

ya que su eliminación en las plantas depuradoras no es completa. Pero también el proceso de 

fabricación, los efluentes de hospitales, su deposición directa en el medio, y actividades 

agrarias y ganaderas, contribuyen a su presencia en el medio acuático. La ecotoxicidad de los 

fármacos de abuso aún presenta una escasa investigación, por lo cual es necesario evaluar el 

impacto y la toxicidad de éste tipo de contaminantes, ya que se consideran como una posible 

amenaza a la salud y la seguridad ambiental. (Barceló & López, 2008; Gómez-Oliván et al., 

2014; Islas-Flores et al., 2013, 2014) 

Estudios han reportado que fármacos hipoglucemiantes como la glibenclamida (GLB), no se 

retira de las aguas residuales con tratamientos convencionales (Radjenovic et al., 2007; 

Ginebreda et al., 2011). Así mismo, se ha demostrado que la glibenclamida puede generar 

alteraciones a nivel proteico, y como consecuencia una alteración en la textura y estructura 

de especies acuícolas, como es el caso de la carne de carpa común (Cyprinus carpio), especie 

de alto consumo y de importancia económica en México y en el mundo (SAGARPA, 2013; 

FAO, 2016 ), por lo tanto el propósito de esta investigación fue evaluar la toxicidad inducida 
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por glibenclamida (GLB) en Cyprinus carpio y su relación con la modificación de las 

propiedades fisicoquímicas de su carne, mediante la exposición de la especie a diferentes 

concentraciones de GLB. Se determinó la toxicidad aguda inducida por GLB en la Cyprinus 

carpio, el estrés oxidativo inducido por GLB, a través de la determinación de los 

biomarcadores de lipoperoxidación, contenido de hidroperóxidos, contenido de proteínas 

carboniladas y actividad de las enzimas antioxidantes: superóxido dismutasa (SOD) y 

catalasa (CAT); y se analizaron las características fisicoquímicas y texturales de la carne de 

carpa común expuesta a GLB. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que la 

GLB generó un incremento en los biomarcadores de oxidación celular y en las enzimas 

antioxidantes del teleósteo Cyprinus carpio, que esta respuesta no es concentración-

dependiente y que los órganos son capaces de bioconcentrar este hipoglucemiante y además, 

debido a que los resultados de los análisis fisicoquímicos y texturales realizados en el 

músculo, presentaron un decremento significativo en sus propiedades fisicoquímicas y 

texturales. Estos resultados permitieron concluir que la presencia de GLB en los diversos 

cuerpos de agua es un riesgo para las especies acuáticas. 

2. ANTECEDENTES 

 
 2.1 Contaminación por fármacos en diversos cuerpos de agua 

La contaminación ambiental se define como cualquier modificación indeseable de la 

composición natural del medio, debida a la introducción de agentes biológicos, químicos o 

físicos que no pertenecen al mismo. Esta contaminación de los procesos productivos afecta 

no solo a la salud humana, sino también a la integridad de los ecosistemas, ocasionando daños 

que a veces son irreversibles, tales como la pérdida de biodiversidad. El deterioro ambiental 
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que se hace más crítico es en el agua, debido a que es el insumo básico que se hace vital para 

todo ser vivo y para las actividades productivas del ser humano (Becerril, 2009), por lo que 

la evaluación ecotoxicológica de los productos farmacéuticos y productos químico complejos 

en los cuerpos de agua es un área de investigación con un desarrollo incipiente a nivel 

mundial. Cabe hacer mención que tanto los contaminantes emergentes, como los productos 

farmacéuticos, productos de cuidado personal y aditivos alimentarios, están recibiendo una 

atención considerable con respecto a su destino ambiental y propiedades toxicológicas. 

Dentro de los productos farmacéuticos tales como analgésicos, anticonvulsivos, hormonas y 

otros, se han encontrado en cuerpos de aguas alrededor de todo el mundo, los primeros 

hallazgos fueron reportados en 1970; dentro de los primeros estudios se encuentra uno 

realizado en Alemania, entre 1996 a 1998, que reportó la presencia de 55 fármacos en 

efluentes de plantas de tratamiento, otra investigación similar se realizó en Estados Unidos, 

entre 1999 y 2000; en éste se detectaron 82 componentes farmacéuticos en aguas 

superficiales (Terners et al., 2004). Debido a las actividades antropogénicas, estos 

compuestos pueden ingresar al medio ambiente a través de descargas municipales e 

industriales. El incremento de éstos en ambientes acuáticos ocasiona muchos efectos 

deletéreos en los organismos como: alteraciones en el ciclo de vida, el crecimiento y la 

reproducción además de diversas manifestaciones en organismos centinelas y endémicos de 

los ambientes señalados. Existe evidencia de que muchos de estos productos son persistentes 

en el ambiente y pueden llegar a las aguas superficiales y subterráneas, produciendo impactos 

en los organismos acuáticos (Postigo et al., 2011), en este sentido la Legislación en algunas 

regiones de Europa, Estados Unidos y Canadá, exigen una valoración para los nuevos 
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fármacos que van a ser introducidos al mercado, para lo cual se realizan estudios 

toxicológicos en algunas especies (algas o peces), para valorar su comportamiento en el 

ambiente (Lange & Dietrich, 2002), asimismo, la directriz de la UE (93-67-CEE), establecida 

por la Comisión de las Comunidades Europeas (1996) clasifica a las sustancias por categoría 

de riesgo de acuerdo a su CL50 (Concentración Letal media), en el que las sustancias con una 

CL50 de <1 mg/L son extremadamente tóxicos, 1-10 mg/L son tóxicos y 10 a 100 mg/L 

peligroso para los organismos acuáticos, sin embargo, hasta el momento en México no se 

cuenta con alguna legislación que contemple la presencia de productos farmacéuticos o de 

cuidado personal en los diferentes cuerpos de agua, y mucho menos límites permisibles de 

éstos. 

Para la evaluación de los diversos sistemas, se han analizado los diferentes cuerpos de agua 

como influentes y efluentes de plantas de tratamiento de aguas; aguas superficiales y aguas 

para riego de U.S.A, Canadá, España, Francia, Alemania, Japón e incluso México; en donde 

los fármacos que más se han encontrado son principalmente antiinflamatorios, reguladores 

de lípidos, betabloqueantes, antibióticos, el diurético furosemida y antihipertensivos; también 

fármacos hipoglucemiantes como la metformina y glibenclamida (Postigo et al., 2011), de éste 

último; debido a su alta producción y consumo a nivel mundial; se ha demostrado su 

persistencia en los diversos efluentes de aguas; y dentro de los estudios de ocurrencia se ha 

reportado en aguas de desecho municipales de Rubí, España concentraciones de 19.2-100 

ng∙L-1 (Radjenovic et al., 2007 & Verlicchi et al., 2012 respectivamente); de 15900 ng∙L-1 en 

Terrasa, España (Radjenovic et al., 2009); y de 40 ng L-1 a 2000 ng∙L-1 en el Río Ebro, España 

(Rebollo et al., 2011); además, se ha detectado en plantas de tratamiento de agua de Cataluña, 
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España en concentraciones de 0.6 ng∙L-1 y 4.6 ng∙L-1 (Ginebreda et al., 2012 y 2015 

respectivamente); en aguas tratadas para riego en Florida, EE UU en concentraciones de 22 

ng∙L-1 (Wang & Gardinali, 2013); y en aguas superficiales de Iberia, España en cantidades 

de 10.9 a 43.6 ng∙L-1 (Osorio et al., 2016). Sin embargo, hasta la fecha, su comportamiento 

medioambiental, el destino, así como las contribuciones ecotoxicológicos a largo plazo en 

México, sigue siendo en gran parte desconocido (Islas-Flores et al., 2013; 2014; Elizalde-

Velazquez et al., 2016; Gómez-Oliván et al., 2014; San Juan-Reyes et al.; 2013, 2015). 

 2.2 Diabetes y consumo de fármacos hipoglucemiantes 

Los nuevos estilos de vida originados por la globalización, el desarrollo económico e 

industrial a nivel mundial, han ocasionado el cambio de hábitos alimenticios en la sociedad, 

presentándose el consumo excesivo de alimentos con contenido alto de energía, abuso de 

bebidas azucaradas, consumo de alcohol y tabaco, provocando sobrepeso y obesidad, lo que 

conlleva a enfermedades crónico degenerativas asociadas a estos excesos como lo son la 

diabetes mellitus tipo II (DM2), hipertensión arterial, cardiopatías coronarias y cáncer 

(Moodie et al., 2013; Gross et al., 2004). De acuerdo al último informe mundial sobre la 

diabetes (OMS, 2016), la prevalencia de esta enfermedad ha aumentado desde 1980 a 2014, 

pasando del 4,7% al 8,5% con una cifra de 422 millones de personas con diabetes en la 

población adulta, A nivel mundial se estima que para el año 2030 el número de personas con 

DM se incrementará a 439 millones, lo que representa el 7.7% de la población adulta (de 20 

a 79 años de edad) del mundo (Shaw et al., 2010; WHO, 2016). El grupo farmacológico 

empleado para tratar este padecimiento son los hipoglucemiantes orales, como se puede 

observar en la Fig. 1, en el 2013, se reportó que los tratamientos con fármacos de tipo oral 

combinado y del tipo de las sulfonilureas representan el primero y segundo lugar 
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respectivamente de tratamientos previos utilizados para los pacientes hospitalizados con DM2 

en México (Juan et al., 2013); y el fármaco GLB representa el principal consumo de fármacos 

hipoglucemiantes orales del tipo de las sulfonilureas en nuestro país, como se puede observar 

en la Fig. 2 (Zavala, 2014). En USA la GLB es el principal tratamiento para la diabetes 

gestacional y desde el 2007 al 2011; su uso se incrementó de 7.4% a 64.5% (Balsells et al., 

2015; Castillo et al., 2014). 

 

 

 
Figura.1 Tratamientos previos utilizados por los casos de hospitalización de Diabetes Mellitus Tipo 2, 
México, Enero-marzo 2013. Fuente: SVEHDM/DGAE/Secretaria de salud/México, enero marzo 2013.  
 
 

% 
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Figura. 2 Hipoglucemiantes orales (HO), prescritos para pacientes con DM2 en México – IMSS. Fuente: 
Zavala, 2014 
 
 2.3 Glibenclamida (GLB) 
 
El Fármaco glibenclamida (GLB) (Fig. 3), conocida también como gliburida; es un  fármaco 

hipoglucemiante oral de la clase de las sulfonilureas. Se utiliza en el tratamiento de la 

diabetes mellitus tipo II. Para marzo del año 2007, la GLB fue incluida como uno de los 

hipoglucemiantes orales, en la Lista de Medicamentos Esenciales de la OMS (2007). Se 

vende comercialmente en dosis de 1.25 mg, 2.5 mg y 5 mg. Teniendo las siguientes 

características: 

Nombre Químico: 5-cloro-N-[2-[4-(ciclohexilcarbamoilsulfamoil)fenil)etil)-2-metoxi- 
benzamida. 
Fórmula Química: C23H28N3ClO5S 
Peso Molecular: 494.04 g/mol 
Longitud de máxima absorción: 300 nm 
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Figura 3. Estructura química de la GLB. Fuente: Goodman & Gilman´s, 2008. 
 

 2.3.1 Mecanismo de acción 

Como para otras sulfonilureas, su mecanismo de acción implica el cierre de canales de 

potasio dependientes del ATP (Na-K ATPasa) en células ß-pancreáticas. En este mecanismo, 

la salida de potasio causa la despolarización de la membrana de las células ß y activación de 

los canales de calcio tipo L; por lo tanto, hay una afluencia de calcio al interior de las células 

pancreáticas, la cual estimula la secreción de insulina, que permite la entrada de la glucosa a 

la célula y favorece la asimilación de esa molécula, ocasionando un efecto hipoglucémico en 

la sangre (Aguilar-Bryan et al., 1995; Philipson y Steiner, 1995). 

 2.3.2 Toxocinética 

La toxocinética de la GLB en mamíferos incluye una absorción rápida por vía oral, ésta se 

une a proteínas plasmáticas en un alto porcentaje, hasta de un 98% in vitro. Además, la GLB 

se biotransforma en el hígado por hidroxilación del anillo ciclohexilo en la posición 3 cis y 

4 trans a través del sistema citocromo P450, en el que están involucradas las isoformas 2C9, 

2C19 y 3A4; también en los riñones existe la biotransformación de este fármaco, aunque en 

este órgano este proceso es minoritario. Este medicamento, se excreta por vía renal y biliar 

(Aguilar- Bryan et al., 1995; Philipson & Steiner, 1995). 
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En la biotransformación por fase I de la GLB, se forma un complejo denominado 

oxicitocromo P450 (O2-P450- Fe2+-GLB). Este complejo se puede disgregar liberando el 

radical anión superóxido (O2
•), con la regeneración a la proteína férrica (P450- Fe3+-GLB) y 

la subsecuente generación de H2O2. Estos productos denominados especies reactivas de 

oxígeno (ROS) pueden ser responsables de inducir estrés oxidativo, generando daño a 

biomoléculas como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos (Guengerich & Munro, 2013; Krest 

et al., 2013). También estas ROS son responsables de efectos en células y tejidos asociados 

a mutagénesis y carcinogénesis, de acuerdo a estudios realizados por Ibarra-Costilla (2004) 

y Martínez (2004). 

 2.3.3 Efectos tóxicos de la glibenclamida 
 
En referencia a sus efectos tóxicos, la GLB ha demostrado causar efectos nocivos en 

humanos, roedores y otras especies. (Tüzün et al., 1999; Ibarra-Costilla et al., 2004; 

Martínez-Pérez, 2004; Morales et al., 2007; Nazaroglu et al. 2009). Sin embargo, poco se 

conoce acerca de los efectos tóxicos que puede producir este compuesto sobre hidrobiontes 

comunes de los cuerpos de agua, así como de su comportamiento medioambiental y su 

destino (Barceló & López, 2008; Santos et al., 2013; Gros et al., 2008 y 2010; Richardson & 

Terners, 2009 y 2011). 

 

 2.4 Cyprinus carpio 
 
La carpa común Cyprinus carpio (Linnæus, 1758), es un organismo natural de Asia, pero su 

extensa introducción a diversos cuerpos de agua lo hace actualmente uno de los más 

distribuidos a nivel mundial. La carpa se caracteriza por tener ojos pequeños, labios gruesos 
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con dos barbas en cada esquina de la boca, escamas grandes y espinas dorsales fuertemente 

cerradas en las aletas dorsales y anales. Su color es verde variable, pero a menudo del verde 

oliva al gris plateado dorsal, decolorándose al amarillo plateado en el vientre. Son organismos 

omnívoros con predominancia bentófaga, aspiran y filtran fango del fondo, así como insectos 

y plantas de la superficie. En su etapa juvenil se alimenta principalmente de algas, rotíferos 

y crustáceos microscópicos. Las primeras etapas de su ciclo de vida (embriones, larvas y 

juveniles) son los más vulnerables a la contaminación, a las fluctuaciones de la temperatura, 

a la concentración de oxígeno, a la salinidad y a la depredación. 

 
Figura 4. Cyprinus carpio 

Fuente: http://www.all-fish-seafood-recipes.com/index.cfm/fish/Carp/ 
 
 
 2.4.1 Composición nutrimental 
 
Por su contenido de grasa, se encuentra dentro de los pescados semigrasos; además de que 

posee proteínas de alto valor biológico, su contenido vitamínico representa cantidades poco 

significativas; sin embargo, la vitamina A, está presente en cantidades importantes en 

relación con el resto de los pescados. Además, la carpa presenta un alto contenido de hierro 

y en relación con el fósforo, es el pescado más rico en este mineral, solo por debajo del pez 

espada. La composición química de la porción comestible de carpa común es la siguiente: 

 

 



  15  
M. en I. Ericka Ma. Gpe. Martínez Viveros 

“EVALUACION DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR GLIBENCLAMIDA 
Y SU INFLUENCIA EN LA CALIDAD DE LA CARNE DE Cyprinus carpio” 
 

 

 

Tabla 1. Composición química proximal de la carne de Cyprinus carpio (g/100 g) 
 

Componente Media (g/100g) % 
Humedad 76.62 ± 0.81 76  
Proteína 19.3 ± 0.3 19.3 

Lípidos totales 0.98 ± 0.01 0.98  
Cenizas 1.42 ± 0.04 1.4 

Hidratos de Carbono 1.63 ± 0.22 1.6 
Valor Energético (Kcal) 92.7 ± 2.17  

 
Fuente: Spuch A. & Judis M, 2004. 

 
 
 
 2.4.2 Importancia en México 
 
En México el cultivo de carpa tiene gran importancia porque el manejo de su cultivo es 

sencillo, económico y de gran impacto social. En el 2014, la carpa común ocupó en la 

producción pesquera nacional el 7º lugar, mientras que en el Estado de México, la carpa ocupa 

el 1er lugar de producción pesquera (SAGARPA & CONAPESCA, 2014). 

 
 

 
Figura 5. Producción de Carpa en México 2013 – 2014. Fuente: SAGARPA & 
CONAPESCA, 2014. 

 
 
 2.4 3 Calidad de la carne de pescado 
 
La calidad de un alimento es un concepto que el consumidor actual busca cuando adquiere 

cualquier tipo de producto alimenticio. Exceptuando la calidad nutricional y microbiológica 
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de los alimentos; La calidad de la carne es un concepto complejo porque también está 

influenciada por un sistema multivariado de parámetros fisicoquímicos y funcionales, 

(García et al., 2004), de gran importancia tecnológica. Los principales parámetros 

fisicoquímicos de la carne son: color, textura, sabor y olor; y se relacionan con el pH y 

Capacidad de Retención de Agua, la composición química, la degradación proteica, la 

interacción entre componentes y el grado de oxidación de las grasas. Por otro lado, las 

propiedades funcionales de la carne se dividen en: propiedades de hidratación dependientes 

de las interacciones proteína-agua (retención de agua, adhesión); propiedades relacionadas 

con las interacciones proteína-proteína (formación de geles); y propiedades de superficie 

(emulsificación). Las más importantes, debido a su aplicación en la industria alimentaria, son 

la capacidad de retención de agua (CRA), la emulsificación de grasa (CE) y la gelificación 

(CG). La CRA se define como la capacidad que tiene la carne para retener agua, tanto propia 

como añadida, al someterse a una fuerza externa; el agua es retenida en el seno de una red de 

fibras musculares. Su importancia radica en estar directamente relacionada con la suavidad, 

la jugosidad y el color; depende del pH, los cambios postmortem y la presencia de sales. La 

gelificación es el resultado de la desnaturalización y agregación de proteínas para formar una 

red ordenada; la miosina, la actina y en algunos casos la paramiosina, son las principales 

proteínas responsables de la formación de geles. La temperatura, el pH y las sales, al 

modificar la estructura cuaternaria o la distribución de la carga neta de las proteínas, afectan 

el grado de unión de las proteínas, alteran la naturaleza y la estructura de un gel. 

Estas características fisicoquímicas se conjugan entre sí para producir la calidad tanto textural 

como sensorial. La textura se define por la forma en que los componentes estructurales de un 
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material se arreglan en forma micro y macroscópica, y la manifestación externa de este 

arreglo. 

 2.5 Bioensayo 
 
El efecto de los contaminantes en los organismos se valora mediante pruebas controladas de 

laboratorio, conocidas como ensayos biológicos o “bioensayos”, los cuales consisten en 

medir la toxicidad de los contaminantes, ya sea en forma individual o en mezcla, sometiendo 

a algunos seres vivos a distintas concentraciones de éstos (Elissa et al., 2003; Moreno, 2003). 

Los ensayos en animales tienen múltiples ventajas. Una de ellas es que son realizados bajo 

condiciones rigurosamente controladas y se puede establecer una relación causal entre la 

exposición al agente y el efecto producido de forma concluyente (relación-concentración 

respuesta) (Moreno, 2003). 

.   2.5.1 Bioindicadores 
 
El monitoreo de la calidad del ambiente acuático se puede realizar a través del empleo de 

organismos de prueba, conocidos como bioindicadores. estudios previos han empleado a 

Cyprinus carpio, observando que ha sido muy útil para las evaluaciones toxicológicas de 

diferentes contaminantes emergentes. (Islas-Flores et al., 2013; 2014; Elizalde-Velázquez et 

al., 2016; Gómez-Oliván et al., 2014; San Juan-Reyes et al.; 2013, 2015; Saucedo-Vence et 

al., 2017) 

En una evaluación toxicológica, el organismo debe presentar múltiples ventajas como 

biondicador: sencillo mantenimiento y cultivo en condiciones de laboratorio, amplio rango 

de sensibilidad a diversos xenobióticos, además de alta disponibilidad y abundancia (amplia 

distribución geográfica). Diversos estudios sugieren que los diversos fármacos en 
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concentraciones que se encuentran en el medio ambiente pueden tener efectos sobre los 

organismos acuáticos (Storey, 1996; Daughton & Ternes, 1999; Ferrari et al., 2003). 

El estudio de la toxicidad en peces es uno de los métodos más eficaces para la comprensión 

de los efectos nocivos de los contaminantes ambientales en los sistemas acuáticos. Los peces 

desempeñan un papel importante, en las redes alimentarias acuáticas donde por lo general 

ocupan una posición intermedia o superior: no sólo son alimentados por una variedad de 

depredadores acuáticos; son también una importante fuente de alimento para los seres 

humanos de todo el mundo (Van der Oost et al., 2003). 

La carpa común (Cyprinus carpio) es una especie comúnmente utilizada como especie 

bioindicadora, debido a que el cyprinidus es uno de los grupos más importante de peces 

teleósteos cultivados en todo el mundo con fines comerciales y también son organismos muy 

sensibles a las sustancias tóxicas, presentan una respuesta rápida a los cambios en su medio 

acuático y son de fácil manejo en laboratorio (Islas-Flores et al., 2013; 2014; Elizalde- 

Velazquez et al., 2016; Gómez-Oliván et al., 2014; San Juan-Reyes et al.; 2013, 2015; Huang 

et al., 2007). 

 2.5.2 Biomarcadores 
 
El uso de biomarcadores de contaminación ha sido sujeto de diversos estudios, (Martí, 2003; 

Newman y Unger, 2003 y van der Oost et al., 2003) y se definen como toda respuesta a nivel 

de suborganismo en sus características bioquímicas, fisiológicas, anatómicas, histológicas y 

de comportamiento que son usadas para señalar la exposición a tóxicos ya sea de naturaleza 

química, física o de radiaciones; estos indican si un tóxico estuvo disponible por suficiente 

tiempo para producir una respuesta o efecto. Los biomarcadores se pueden subdividir en tres 
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clases: de exposición, de efecto y de susceptibilidad: (van der Oost et al., 2003) 

 a) Biomarcadores de exposición 
 
Comprenden la detección y medición de una sustancia exógena, su metabolito o el producto 

de una interacción entre un agente xenobiótico y alguna molécula o célula diana que se mide 

en un compartimiento dentro de un organismo. Este tipo de biomarcador puede ser utilizado 

para confirmar la exposición de individuos o poblaciones a una sustancia en particular. (van 

der Oost et al., 2003) 

 b) Biomarcadores de efecto 
 
El biomarcador de respuesta o efecto es indicativo de cambios bioquímicos fisiológicos y 

otras alteraciones en un organismo como resultado de la exposición a un xenobiótico. Estos 

incluyen modificaciones en la composición celular sanguínea, alteraciones en actividades 

enzimáticas, aparición de aductos del ADN, incrementos localizados de ARN-m, aumento 

de determinadas proteínas, aparición de anticuerpos específicos contra un xenobiótico o 

frente a fracciones celulares  (van der Oost et al., 2003).  

 c) Biomarcadores de susceptibilidad 
 
Indican la capacidad inherente o adquirida de un organismo para responder a los cambios 

producidos por la exposición a una sustancia xenobiótica específica, incluyendo factores 

genéticos y cambios en los receptores que alteran la susceptibilidad del organismo expuesto 

(van der Oost et al., 2003) 

Específicamente, los cambios bioquímicos son detectables antes de que se manifiesten 

efectos visibles a niveles superiores, por ejemplo, reducción en el crecimiento y cambios en 

la reproducción. Por lo que el deterioro de las funciones fisiológicas y bioquímicas en un 
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organismo es el primer indicador de perturbación ambiental y podría utilizarse para 

desarrollar indicadores bioquímicos rápidos y sensibles al estrés tóxico (Villaroel, 2004). 

El daño oxidativo a los lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, y los efectos sobre los 

mecanismos de defensa antioxidante enzimática en organismos, se ha utilizado en los últimos 

años como biomarcador para la vigilancia de la contaminación ambiental (Dalle-Donne et 

al., 2003; Lam & Gray, 2003; Kadiiska et al., 2005). 

 2.6 Estrés oxidativo y estrés nitrosativo 

Se entiende por estrés oxidativo a aquella situación en la que las células están expuestas a un 

ambiente oxidante y los mecanismos defensivos antioxidantes son sobrepasados de forma 

que se llega a alterar el estado redox celular; este fenómeno se considera uno de los 

principales mecanismos de acción de sustancias tóxicas (Martínez, 2005).  

El estrés oxidativo puede conducir a daño de componentes celulares y tejidos que favorecen 

la presentación de procesos patológicos. Una condición de estrés oxidativo puede ser causada 

por un aumento en la producción de factores prooxidantes debido a una exposición a agentes 

generadores de radicales libres que exceden la capacidad antioxidante del organismo o a una 

deficiencia en los mecanismos de defensa. Dichos mecanismos celulares de defensa incluyen 

sistemas enzimáticos y no enzimáticos los cuales se encargan de evitar la formación de 

radicales libres, capturar los que ya se han formado y remover o reparar las biomoléculas ya 

dañadas. La cuantificación de los mecanismos antioxidantes y de los daños provocados por 

la condición de estrés oxidativo en sistemas biológicos puede ser usada para evaluar efectos 

tóxicos inducidos por diferentes clases de contaminantes ambientales. (Dalle-Donne et al., 

2003; Lam & Gray, 2003; Kadiiska et al., 2005). 
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El proceso de estrés oxidativo se ha considerado un mecanismo de toxicidad significativo 

sobre los organismos a los que afecta y ha permitido su uso como herramienta de diagnóstico, 

con capacidad predictiva de evidenciar el impacto de los contaminantes ambientales sobre los 

organismos. En analogía al término “estrés oxidativo”, se ha denominado “estrés nitrosativo” 

a la excesiva o desregulada formación del radical óxido nítrico (NO) y especies reactivas del 

nitrógeno (ERNs) derivadas del mismo (Hausladen & Stambler, 1999). 

Las principales ERNs son el óxido nítrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO-) considerado como 

uno de los más potentes oxidantes biológicos (Poderoso et al., 1999). Las ERNs pueden dañar 

células por distintos mecanismos: inactivación de los distintos complejos de la cadena 

respiratoria, daño a proteínas y lípidos, inhibición de síntesis proteica o de ADN (Kim et al., 

1998). 

 2.6.1 El oxígeno molecular (O2) 
 
Esta molécula tiene 2 electrones no apareados en su orbital externo. La mayor parte del 

oxígeno utilizado por el organismo humano es reducido a agua por acción del complejo 

citocromo-oxidasa (citocromo A+a3) de la cadena respiratoria mitocondrial. En la molécula 

de O2 se generan por su reducción parcial las especies reactivas siguientes: O2
-: anión 

superóxido, OH•: radical hidroxilo, H2O2: peróxido de hidrógeno y 1O2: oxígeno singulete 

(Reilly & Bulkley, 1990; Witztum et al., 1990). 

 
 2.6.2 Radicales Libres 
 

Los radicales libres (RL), son aquellas moléculas que en su estructura atómica presentan un 

electrón desapareado o impar en el orbital externo, dándole un configuración espacial que 
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genera una alta inestabilidad y lo hace extraordinariamente reactivo y de vida transitoria, con 

una enorme capacidad para combinarse inespecíficamente con la diversidad de biomoléculas 

integrantes de estructura celular, comúnmente son carbohidratos, lípidos, proteína, ácidos 

nucleídos y derivados de cada uno de ellos (Halliwell & Gutterioge,1989), y provocan 

diversas reacciones de oxidación en cadena que pueden llegar a afectar el equilibrio redox de 

las células, como por ejemplo las siguientes reacciones: 

 
a) Hidroperoxidación y Lipoperoxidación: La interacción del radical hidroxilo OH• con 

los ácidos  grasos  poliinsaturados  (AGP),  que  componen  los  fosfolípidos de las membranas, 

son esenciales en el origen del daño oxidativo celular. El OH• puede atacar un átomo de 

hidrógeno metilénico de un ácido graso y formar un radical lipídico (L• ), como resultado queda 

un electrón sin aparear en el átomo del carbono metilénico. Este radical sufre un 

reordenamiento molecular que produce un dieno conjugado que reacciona con el oxígeno 

molecular para dar lugar a un radical hidroperoxil lipídico (LOO•·). Dicho radical extrae un 

átomo de hidrógeno del carbono del grupo metilénico del AGP adyacente, y forma otro L•·  y 

el hidroperóxido lipídico (LOOH). El L•·  se combina con otra molécula de oxígeno (reacción 

en cadena), proceso conocido como peroxidación lipídica (POL), por otra parte, se une con 

otro L• para formar un complejo no reactivo, a expensas de la unión cruzada de los ácidos 

grasos de membrana, lo cual conduce a una disminución de la fluidez de la membrana (Figura 

4) (Papuc et al., 2017). 

 
Este proceso genera numerosos subproductos, muchos de ellos como el malondialdehído 

(MDA), cuya determinación en tejidos, plasma u orina es uno de los métodos para evaluar el 



  23  
M. en I. Ericka Ma. Gpe. Martínez Viveros 

“EVALUACION DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR GLIBENCLAMIDA 
Y SU INFLUENCIA EN LA CALIDAD DE LA CARNE DE Cyprinus carpio” 
 

 

estrés oxidativo. 

 

Figura 6. Reacción de Lipoperoxidación. Fuente: Eymard et al.,2009. 
 

b) Proteínas carboniladas: La mayoría de daños en las proteínas son ocasionados por el 

radical Hidroxilo (HO•), el cual reacciona con cualquier aminoácido en el sitio donde se 

forma, que generalmente son sitios en donde se encuentra un metal de transición. El oxígeno 

singulete (1O2 ) es más selectivo y reacciona particularmente con los aminioácidos triptofano, 

tirosina, histidina, lisina, metionina y cisteína. El grado de oxidación de las proteínas de una 

célula se puede medir detectando carbonilos en la proteína total purificada. Los carbonilos 

se forman por la oxidación de la prolina y la arginina en semialdehido de glutamato y por 

rupturas de la cadena peptídica, dando lugar a radicales oxidados: peroxil y alquilperóxidos 

(Figura 5). Los daños producidos por el HO• y el 1O2 son irreversibles y en términos generales 

marcan las proteínas para su degradación. En las células eucariotas, la mayoría de proteínas 

oxidadas se degradan en el citosol y sólo algunas en los lisosomas. Otra molécula que es 

dañada por los RL es el ADN; el daño a los ácidos nucleicos produce bases modificadas, 

promoviendo el desarrollo de mutaciones y carcinogénesis por una parte, o la pérdida de 
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expresión por daño al gen específico. 

 
 

Figura 7. Reacciones de oxidación de proteínas. Fuente: Estévez, (2011). 
 
 

 c) Enzimas antioxidantes SOD y CAT. 
 
Como su nombre lo indica, las enzima superóxido dismutasa (SOD), dismutan el O2 

– en H2O2 

y O2 y lo hacen de manera muy eficiente (109 M-1 s-1) e independiente del pH. La SOD es una 

metaloproteína de la cual existen tres isoformas: SODCu, SODZn (citosólicas) y SODMn 

que se encuentra en la matriz mitocondrial. Las catalasas monofuncionales (CAT) dismutan 

el H2O2 en O2 y H2O y lo hacen con una gran eficiencia a cualquier pH entre 4 y 11. Son 

enzimas muy resistentes a agentes desnaturalizantes y solventes orgánicos. Son 

homotetrámeros y homodímeros de subunidades de ≈ 60 kDa o de ≈ 80 kDa. Hay varios 

subgrupos de catalasas: uno de plantas, uno de animales, uno de hongos, dos de bacterias y 

uno de bacterias y hongos en donde se encuentran las catalasas de mayor peso molecular. 

 2.7 Estrés oxidativo inducido por fármacos en peces 
 

La presencia de fármacos en el medio ambiente acuático, tanto en su forma potencialmente 

activa (API), como en sus metabolitos, llegan a afectar directamente a los hidrobiontes, 

(Radjenovik, 2008), debido a que se incrementa su deposición en los tejidos y puesto que 

estos son susceptibles a la oxidación, una mayor deposición en las membranas celulares 
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incrementa la susceptibilidad a que los tejidos sufran daños por efectos de la peroxidación, 

así como cambios en la composición de las membranas, que puede contribuir a generar 

alteraciones en algunas funciones fisiológicas importantes en los organismos acuáticos, como 

la osmoregulación (Livingstone. 2003; Gül et al., 2004), o provocar una débil respuesta 

inmunológica. 

Estudios sobre los efectos causados por dichos xenobióticos y su relación con el estrés 

oxidativo se han reportado en diversos organismos acuáticos; los peces son un foco de 

especial atención. En los peces la toma de estas sustancias puede ocurrir a partir de 

sedimentos, material particulado en suspensión, columna de agua o fuentes alimenticias, lo 

cual dependerá de la dieta y del modo de vida del organismo. 

El efecto tóxico de muchos xenobióticos está mediado por la formación de especies reactivas 

de oxígeno, un xenobiótico es capaz de inducir estrés oxidativo como resultado de un proceso 

cíclico de oxidación-reducción (ciclo redox) en el cual, al ser biotransformado, sufre la 

reducción por un electrón donado por el NADPH (la mayor fuente de equivalentes 

reducidos), transformándose luego en un intermediario o especie reactiva que puede ser un 

radical libre (Figura 8) Esta especie reactiva, al intentar recuperar su configuración original, 

busca transferir o donar su electrón no apareado al oxígeno (O2). Así el O2 se reduce 

transformándose  en   el   anión   superóxido   (O2
-.)  con  la  consecuente  regeneración del 

componente parental. El O2
-. reacciona a su vez con otras moléculas o consigo mismo y 

genera el radical hidroxilo (OH.) que mediante una serie de reacciones en cadena y la 

capacidad de oxidar macromoléculas puede ocasionar la muerte celular, (Figura 8), (Ochoa 

D. & González J., 2008). 
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Figura 8. Esquema de oxidorreducción de un xenobiótico.  
Fuente: Ochoa D. & González J., 2008. 

 
 
Dentro de las principales lesiones asociadas con el ataque de estos radicales se encuentra la 

oxidación de las membranas lipídicas (peroxidación lipídica), oxidación a proteínas, 

oxidación a ácidos nucleicos y alteración del estatus celular redox, (Estévez, 2011; Lund et 

al., 2011). 

Diversas investigaciones se han centrado en estudiar los diferentes aspectos relacionados con 

el estrés oxidativo, entre los que se incluyen los mecanismos por los cuales se produce daño 

a nivel celular y bioquímico así como los mecanismos de defensa que exhibe el organismo 

ante este ataque. Se ha encontrado una gran significancia ecológica al proceso de estrés 

oxidativo, particularmente relacionado con diferentes tipos de contaminantes ambientales 

como los fármacos y pesticidas que ingresan al agua y causan efectos en los organismos 

acuáticos. Se ha hallado que los peces son organismos sensibles ante los cambios provocados 

por agentes inductores de estrés oxidativo. Por ejemplo, Los niveles basales de actividad de 

la SOD se evaluaron en 22 especies de peces del Amazonas, en los que se encontró que los 

niveles de actividad estuvieron cerca de 4 veces por debajo al compararlos con resultados de 

estudios hechos en peces marinos. Estudios en Cyprinus carpio y en Ictalurus nebulosus 

expuestos a concentraciones subletales de diclorvos, un insecticida organofosforado, 
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demostraron aumentos en la actividad SOD durante una exposición aguda en hígado, corazón 

y músculo de ambas especies (Ochoa D. & González J., 2008). Para el caso de la enzima 

antioxidante catalasa (CAT), está asociada primariamente con peroxisomas en que se 

detoxifica el H2O2 llevándolo a dos moléculas de H2O y O2 . Su actividad ha sido estudiada 

en diversas especies y muchos de los resultados para Channa punctatus, Piaractus 

brachypomus y Oncorhynchus mykiss han coincidido en el hecho de encontrar una depleción 

de la actividad cuando los ejemplares son expuestos a contaminantes en períodos agudos; no 

obstante, su inducción también ha sido observada en peces expuestos a vertientes de desechos 

industriales; es el caso de Channa punctatus, Oreochromis niloticus y Cyprinus carpio 

durante periodos crónicos de exposición (Ochoa D. & González J., 2008; Neri-Cruz et al., 

2015; San Juan-Reyes et al., 2015). 

Por lo anterior, el entendimiento de los mecanismos por los cuales el estrés oxidativo genera 

sus efectos es un tema de gran importancia al momento de identificar posibles biomarcadores 

que indiquen los efectos de la exposición de los organismos acuáticos ante estos 

contaminantes. Los efectos agudos de estrés oxidativo pueden darnos información útil como 

una señal de alarma de exposiciones tempranas al xenobiótico y de las posibles consecuencias 

que se relacionan con daños celulares posteriores. 

2.8 Efecto de estrés oxidativo en el músculo. 
 
La oxidación de los lípidos insaturados presentes en el músculo de los peces, conduce a la 

formación de hidroperóxidos inestables, que una vez fragmentados liberan aldehídos de 

cadena corta como el malondialdehido (MDA); cetonas y ácidos grasos, así también como el 

desarrollo de algunos polímeros, los que se cree que contribuyen al sabor rancio de los 
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mismos (Lund et al., 2011; Estévez, 2011). Estudios previos realizados en diferentes tejidos 

de neonatos de rata albino macho expuesta a GLB (Tüzün et al., 1999; Nazaroglu et al., 

2009), han demostrado que la GLB puede generar efecto de incremento en niveles de 

malondialdehido (MDA), actividad de enzimas catalasa (CAT) y superóxido dismutasa 

(SOD), y como consecuencia, podría ocasionar una alteración en la textura y estructura de 

los tejidos musculares (Estévez, 2011), por lo cual, la presencia de GLB en los diversos 

cuerpos de agua, podría tener efecto en especies acuícolas de importancia económica a nivel 

mundial, como es el caso de la carpa comúnuyas características son que presenta una carne 

blanca, de agradable sabor y de alto valor nutrimental y además de que posee proteínas de 

alto valor biológico, también presenta un alto contenido de hierro y fósforo. 

A pesar de que existen estudios sobre la toxicidad de contaminantes emergentes en especies 

acuícolas, son pocos los estudios que relacionan estos cambios producidos por los agentes 

oxidantes en la calidad del músculo cárnico. 

La literatura internacional no refiere estudios de la capacidad de este fármaco de inducir 

estrés oxidativo en especies acuáticas de interés comercial como la carpa común. Por lo que 

el propósito de este estudio fue evaluar la toxicidad inducida por tres diferentes 

concentraciones ambientalmente relevantes de GLB que se eligieron de acuerdo a los datos 

de ocurrencia de GLB en diversos cuerpos de agua (50, 100 y 1000 ng∙L-1); se analizaron el 

cerebro, branquias, sangre, hígado y músculo de C.carpio, y se evaluaron los biomarcadores 

de estrés oxidativo tales como contenido de hidroperóxidos (CHP), sustancias reactivas del 

ácido tiobarbitúrico (TBARs), contenido de proteínas carboniladas (CPx), y las enzimas 



  29  M. en  I. Ericka Ma. Gpe. Martínez Viveros 

“EVALUACION DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR GLIBENCLAMIDA 
Y SU INFLUENCIA EN LA CALIDAD DE LA CARNE DE Cyprinus carpio” 
 

 

 

antioxidantes superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT); así como su relación en los 

cambios fisicoquímicos y texturales del músculo: capacidad de retención de agua (CRA), 

solubilidad (SOL), Contenido de grupos sulfhidrilos (-SH), análisis de perfil de textura (TPA) 

y esfuerzo al corte con navaja de Warner-Bratzlet (W-B). 

3. JUSTIFICACIÓN 
 

La importancia de este estudio radica en que  la GLB es uno de los fármaco orales 

hipoglucemiantes de mayor prescripción para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, 

(segunda causa de muerte en México) y a nivel mundial y debido a su alta producción y 

consumo, estudios previos han comprobado la presencia de GLB, en diversos cuerpos de agua, 

como aguas superficiales, aguas para riego y en ríos, la cual se incorpora proveniente de las 

aguas de desechos industriales, hospitalarias y municipales tratadas o sin tratamientos 

previos. 

Una de las características de estos grupos de contaminantes es que al persistir en el ambiente 

pueden causar efectos negativos, y para la mayoría de estos contaminantes emergentes, la 

incidencia, la contribución de riesgo y los datos ecotoxicológicos, no están disponibles. De 

igual manera es difícil predecir qué efectos pueden tener en el medio ambiente y en 

organismos acuáticos de interés económico y de consumo humano, como lo es la carpa 

común (Cyprinus carpio) , el cual se considera un pez de importancia económica en el país 

y en el Estado de México, como características presenta una carne blanca, de agradable sabor 

y de alto valor nutrimental; y aunque se le conoce como una especie bioconcentradora, los 

estudios sobre la toxicidad de contaminantes emergentes en esta especie son muy escasos y 



  30  M. en  I. Ericka Ma. Gpe. Martínez Viveros 

“EVALUACION DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR GLIBENCLAMIDA 
Y SU INFLUENCIA EN LA CALIDAD DE LA CARNE DE Cyprinus carpio” 
 

 

dado que pueden existir cambios producidos por los agentes oxidantes en las proteínas, 

podría también existir alteraciones de las características fisicoquímicas, texturales y 

funcionales sobre la carne de carpa común (Cyprinus carpio). Por lo tanto, fue necesario 

llevar a cabo un estudio toxicológico, fisicoquímico y textural para evaluar el efecto de la 

GLB sobre dichas características en la calidad de su carne. 

4. HIPÓTESIS 

Si la glibenclamida produce toxicidad mediante el mecanismo de estrés oxidativo entonces 

puede tener efecto en las propiedades fisicoquímicas y funcionales de la carne de carpa 

común (Cyprinus carpio). 

5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

Evaluar la toxicidad inducida por glibenclamida en Cyprinus carpio y determinar su relación 

con la modificación de la propiedades fisicoquímicas y funcionales de la carne de carpa 

común. 

5.2 Objetivos Específicos 

a) Determinar la toxicidad aguda inducida por glibenclamida en Cyprinus carpio. 

b) Determinar el estrés oxidativo inducido por glibenclamida en Cyprinus carpio a través de 

la determinación del grado de lipoperoxidación, contenido de hidroperóxidos, contenido 

de proteínas carboniladas y actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT. 

c) Determinar las características fisicoquímicas y texturales de la carne de carpa común 

expuesta a glibenclamida. 

d) Evaluar la influencia de la toxicidad de la glibenclamida sobre las características texturales 

de la carne de carpa común. 
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6. METODOLOGÍA 
 
 6.1 Sustancias de prueba 

La GLB (número CAS 10236-21-8, >99 % de pureza) fue adquirida de Sigma-Aldrich; 

(Toluca, Estado de México, México), Se preparó una disolución madre de 1 g de GLB y 

0.02% de DMSO para disolverlo en 1 L de agua destilada. A partir de esta disolución 

primaria, se prepararon todas las concentraciones de GLB que se emplearon en el estudio 

(50, 100 y 1000 ng∙L-1). 

 6.2 Obtención y aclimatación de la especie. 

Los organismos de prueba empleados en este estudio fueron la carpa común (C. carpio), las 

cuales se obtuvieron de un centro acuícola en el Estado de México, México; ubicado en el 

municipio de Tiacaque. Para las pruebas de toxicidad aguda se emplearon organismos en el 

estadio de vida de alevines, de un mes de edad, con una talla de 2.5 ± 0.5 cm de largo y un 

peso de 5.5 ± 0.5 g. Para el estudio subletal se utilizaron organismos juveniles de tres meses  

de edad, con una talla de 15.5 ± 0.5 cm de longitud y un peso de 57.5 ± 4.5 g. Para transportar 

los peces, se colocaron de forma segura en bolsas de polietileno selladas que contenían dos 

terceras partes de agua y un 80 a 90% de saturación de oxígeno, y se trasladaron al laboratorio 

donde se almacenaron en un tanque grande de capacidad de 500 L que contenía 450 L de agua 

de grifo declorada reconstituida previamente con sales. Los peces se mantuvieron en periodo 

de aclimatación de 30 días previos al experimento. Durante la aclimatación, los peces fueron 

alimentados con comida para peces Pedregal SilverTM y se estuvo reemplazando 3/4 del agua 

del tanque cada 24 h. Las características fisicoquímicas del agua reconstituida se 

mantuvieron: temperatura de 20 ± 2oC, a una concentración de oxígeno entre el 80 % y el 90 
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%, con un pH de 7.5-8.0, alcalinidad total 17.8 ± 7.3 mg L-1, dureza total de 18.7 ± 0.6 mg L-

1, y se mantuvo un fotoperiodo de luz/oscuridad natural (12h: 12 h). 

Las aguas de la granja carpícola fueron analizados por absorción atómica con la finalidad de 

garantizar que las carpas no estaban expuestas a ningún contaminante. En el análisis realizado 

no se detectó la presencia de As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb y Zn y en las aguas del criadero. 

Cabe mencionar, que por su ubicación no había fuentes de exposición de fármacos u otros 

contaminantes que interfirieran en el experimento. 

 6.3 Determinación de la toxicidad aguda (Concentración letal media, CL50) 
 
El procedimiento para determinar la Concentración Letal media (CL50) se realizó de acuerdo 

a las recomendaciones de la Guía 203 de la Organización para la Cooperación y el Desarrollo  

Económico (OECD, 1992), para evaluar el efecto agudo en peces expuestos a sustancias 

químicas. Para éste análisis se utilizaron cinco sistemas de exposición con cinco diferentes 

concentraciones de GLB de: 132, 209, 332, 526 y 834 mg L-1, además se expuso un sexto 

sistema empleado como control, libre de GLB. Para cada sistema se expusieron diez peces 

en etapa de alevines, con 2.5 ± 0.5 cm de largo y 5.5± 0.5 g de peso. Como lo indica la guía, 

el experimento fue estático sin renovación de medio. El experimento se realizó por triplicado. 

El número total de organismos empleados en el experimento fue de 180 peces. 

Los recipientes de cada sistema de prueba consistieron en peceras de vidrio de 60x40x20cm; 

a los cuales se les agregó las concentraciones de GLB arriba mencionadas. Los sistemas se 

mantuvieron a temperatura ambiente con un fotoperiodo de luz/oscuridad natural 12h:12h y 

proporcionando aireación constante, a una concentración de oxígeno entre el 80 % y el 90 

%, durante el experimento no se proporcionó alimento a los peces. 
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De acuerdo a lo recomendado en la Guía 203 de la OCDE; para este análisis, el tiempo de 

exposición fue de 96 h, y se realizaron observaciones de los organismos de prueba a las 12, 

24, 48, 72 y 96 h. La principal variable evaluada en este experimento fue la muerte. 

Finalmente, se calculó el LC50 de GLB a 96 h, con límites de confianza al 95 % (p < 0.05) 

mediante el empleo del programa de análisis Probit (EPA v1.5). 

 

 6.4 Determinación de estrés oxidativo 

Para esta prueba, se emplearon tres diferentes concentraciones de GLB de 50, 100 y 1000 

ng∙L-1; Los tiempos de exposición fueron: 12, 24, 48, 72 y 96 h. El experimento contó con 

sistemas de exposición (uno por cada concentración ensayada) más un sistema control libre 

de GLB y para cada tiempo de exposición. El experimento se realizó por triplicado. Cada 

sistema contenía 5 peces en estadio juvenil, (tamaño y peso descrito en la sección 2.2); En 

total se utilizaron 60 sistemas de exposición y se emplearon 300 peces para el análisis. Las 

concentraciones utilizadas en este experimento se basan en los datos de ocurrencia de mayor 

relevancia de GLB presente en los diversos cuerpos de agua, tanto en aguas de desecho 

municipales, como en ríos; reportados por Radjenovic et al., 2007 y 2009; Rebollo et al., 

2011; Wang y Gardinali, 2013; Ginebreda et al., 2012 y 2015. 

Todos los sistemas de prueba se prepararon utilizando el agua con las mismas características 

y condiciones descritas en la sección 2.2 y los recipientes que se emplearon para cada sistema, 

consistieron en tanques de 120x80x40cm. Los sistemas utilizados fueron estáticos, sin 

renovación de medio, no se les proporcionó alimento a los peces y no se hicieron cambios en 

agua durante todo el experimento. Al final de cada tiempo de exposición, cada pez expuesto, 

fue anestesiado y se le extrajo sangre por punción utilizando una jeringa hipodérmica de 1 
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mL y previamente heparinizada, la punción se realizó cerca de la base del pedúnculo caudal, 

a media altura de la aleta anal y ventral a la línea lateral. 

Después de la punción, los peces fueron anestesiados en un recipiente con agua y eugenol al 

0.01 % y fueron sacrificados, para extraerles las branquias, hígado, músculo y cerebro. Los 

órganos  fueron colocados   en   disolución   amortiguadora   de   fosfatos   (pH   7.4);   se 

homogenizaron y luego fueron centrifugados a 12,500 rpm y a -4 °C durante 15 min.  

Las muestras centrifugadas se mantuvieron en congelación y se ocupó el sobrenadante para 

evaluar los siguientes biomarcadores de estrés oxidativo: contenido de hidroperóxidos 

(CHPx), análisis de malondialdehido (MAD), contenido de proteínas carboniladas (CPx) y 

la actividad de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). 

6.5 Determinación de concentración de hidroperóxidos (CHPx) 
 
La concentración de hidroperóxidos (CHPx) analizada, fue basada en la oxidación de iones 

ferrosos a férricos por presencia de hidroperóxidos en condiciones ácidas, los iones férricos 

se unen al indicador anaranjado de xilenol para formar un complejo estable coloreado que 

fue leído a 560 nm; de acuerdo al método descrito por Jiang et al., (1992). Para éste análisis 

se mezclaron 0.1 mL del sobrenadante y 0.9 mL de disolución de reacción (que contenía 

FeSO4 0.25 mM, H2SO4 25 mM, anaranjado de xylenon 0.1 mM y butilato de 

deshidroxitolueno 4 mM, en una disolución de metanol al 90% v/v). Una vez obtenida la 

mezcla, se mantuvo durante un periodo de incubación de 60 min protegida de la luz y a 

temperatura ambiente; al pasar este tiempo, se realizó la lectura de % de absorbancia a una 

longitud de onda de 560 nm, frente a un blanco sometido a las mismas condiciones y 

empleando agua destilada en lugar del sobrenadante. Los resultados fueron expresados en 
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nanomoles de hidroperóxido de cumeno por miligramo de proteína contenidas en peso 

húmedo y la concentración de CHPx de las muestras fue calculado empleando un coeficiente 

de extinción de 4.3 x 104 M-1cm-1. 

 

 6.6 Análisis de concentración de malondialdehido (MDA) 
 
El contenido de malondialdehido (MDA) fue analizado como sustancias reactivas del ácido 

tiobarbitúrico (TBAR), mediante la técnica espectrofotométrica descrita por Büege y Aust 

(1978); esta técnica consistió en mezclar 0.05 mL de sobrenadante y 0.450 mL de disolución 

tampón Tris-HCl 150 mM (pH 7,4); a continuación, se le agregó 1 ml de reactivo de TCA- 

TBA (0.375% ácido tiobarbitúrico en 15% ácido tricloroacético). La disolución obtenida fue 

agitada durante 1 min en un vórtex y las muestras preparadas se sumergieron en baño maría 

a ebullición durante 15 minutos e inmediatamente se enfriaron a -5 °C por 3 min, 

posteriormente, las muestras se incubaron durante 30 min a una temperatura de 37oC, 

transcurrido este tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min. Por 

último, se realizó la lectura de % de absorbancia de las muestras a 535 nm empleando un 

blanco con el mismo tratamiento de las muestras y empleando agua destilada en lugar del 

sobrenadante. Los resultados fueron expresados en nm de MDA por miligramo de proteína. 

La concentración de MDA de las muestras fue calculado empleando un coeficiente de 

extinción de 1.56 x 105 M-1cm-1. 

 

 

 6.7 Determinación de Concentración de Proteínas Carboniladas (CPx) 
 

La cuantificación de las proteínas carboniladas (CPx), se determinó en base al método 
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descrito por Levine et al. (1994) y modificado por Parvez y Raisuddin (2005) y Burcham 

(2007). En éste análisis se mezclaron 0.2 mL de sobrenadante y 0.15 mL de 

dinitrofenilhidrazina (10 mM, disuelta en HCl 2M), la mezcla fue incubada durante 60 min, 

protegida de la luz y a temperatura ambiente; seguido del tiempo de incubación, a la 

disolución se le agregó 0.5 mL de ácido tricloroacético al 20%, y se centrifugó durante 5 

minutos a 11000 rpm. El precipitado resultante se recolectó y se lavó varias veces con 

disolución (1:1) de acetato de etilo-etanol, una vez realizados los lavados, el botón del 

precipitado se disolvió en 1 ml de una disolución de guanidina (6M, pH 2.3) y se incubó a 

37 oC durante 30 minutos. Después de este tiempo, el contenido de proteínas carboniladas se 

calculó realizando lectura del % de absorbancia de las muestras resultante a 366 nM. Los 

resultados se expresaron en nM de carbonilos reactivos (C=O)/mg de proteína en tejido 

húmedo, usando el coeficiente de extinción molar (CEM) con un valor de 21 000 M-1 cm-1 

6.8 Determinación de actividad de enzima superóxido dismutasa 
(SOD) 

La actividad de enzima antioxidante SOD fue analizada de acuerdo al método de Marklund 

& Marklund (1974) modificado por Magnani et al. (2000). En este proceso el sobrenadante 

fue previamente deslipidado adicionando 0.03 mL de clorofomo y 0.05 mL de metanol, se 

agitó en vortex por un minuto y se centrifugó a 6000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente 

a 0.1 mL del sobrenadante se le adicionaron 2.8 mL de disolución amortiguadora Tris-EDTA 

pH 8.2. La mezcla obtenida se agitó en vortex durante 1 minuto y finalmente se le adicionaron 

0.05 mL de disolución de pirogallol 0.2 mM. Se determinó la diferencia de densidades ópticas 

a los 10 y 60 segundos a una longitud de onda de 420 nm. Posterior a este proceso, se obtuvo 

el porcentaje de inhibición de la autooxidación de pirogallol del diferencial de densidades 
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ópticas de la muestra entre el diferencial de densidades del control y este resultado se 

multiplicó por 100%. Los resultados se expresaron en unidades internacionales de SOD (UI), 

para lo cual se calculó el cociente del porcentaje de inhibición de la autooxidación del 

pirogallol entre 50%, debido a que una UI de SOD  inhibe en un 50% la reacción de auto 

oxidación del pirogallol a 250C. Dichos resultado se expresaron por mg de proteína en tejido 

húmedo. 

 6.9 Determinación de la actividad de enz ima ca ta lasa  ( CAT) 
 

La actividad de la CAT fue estimada por el método de Radi et al. (1991); Este método se 

basa en medir la actividad de la enzima al reducir el sustrato de H2O2 en un medio que se 

realizó mezclando 1 ml de disolución buffer de aislamiento (sacarosa 0.3 M, EDTA 1 mM, 

HEPES 5 mM y KH2PO4 5 mM) con 0.02 mL de sobrenadante; a dicha mezcla se le agrega 

0.2 mL de disolución de peróxido de hidrógeno (20 mM, H2O2). La actividad de CAT 

necesaria para reducir el H2O2 se mide a los 0 y 60 segundos; a una longitud de onda de 240 

nm. Los resultados se expresaron en μM de H2O2 por miligramo de proteína en tejido 

húmedo. Los valores se calcularon mediante la substitución de las lecturas de absorbancia 

obtenidos en la siguiente fórmula: Concentración de CAT= (A0-A60)/CEM, donde el 

coeficiente de extinción molar (CEM) de H2O2 es de 0.043 mM-1 cm-1. Los resultados se 

expresan en unidades/mg proteína. Una unidad es definida como la cantidad de enzima que 

puede descomponer un μM de H2O2 por minuto a 25oC y a pH de 7.0 

 6.10 Determinación de proteínas totales 
 

Se realizó el análisis de proteínas totales de acuerdo al método espectofotométrico descrito 
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por Bradford (1976); en éste análisis se mezclan 0.025 mL de sobrenadante con 0.075 mL de 

agua deionizada y 2.5 ml de reactivo de Bradford. La mezcla resultante se homogenizó en 

vortex durante 1 min y se incubó durante 5 min, protegida de la luz y a temperatura ambiente. 

Después de éste tiempo, se realizó la lectura de absorbancia a 595 nm. Para obtener la 

concentración total de proteínas contenidas en cada muestra, se interpolan las lecturas de 

absorbancia en una curva estándar de concentración de proteína de albumina sérica bovina, 

expresado en mg de proteína/mg de tejido húmedo. 

6.11 Cuantificación de glibenclamida por cromatografía de líquidos-tandem 
espectrofotometría de masas (HPLC-MS/MS) 

6.11.1 Equipo y condiciones cromatográficas 
 

La cuantificación de GLB en muestra de agua y tejidos fue realizada con el equipo de 

cromatografía de líquidos de alta resolución Agilent 1100 (Palo Alto, CA, USA) equipado 

con un degasificador de vacío, una bomba cuaternaria y un muestreado automático también 

de la marca Agilent. La separación se llevó a cabo utilizando columnas provistas por Agilent, 

LiChrospher® 100 RP-18 (125 mm x 4 mm i.d., 5 Pm de tamaño de partícula). El volumen 

de inyección utilizado fue de 30 PL. La velocidad de flujo fue de 0.7 mL min-1. La separación 

fue realizada utilizando el gradiente de elución con ácido fórmico al 0.1% v/v, como 

disolvente A y con una disolución acuosa de 10 mM de formiato de amonio [conteniendo 

ácido fórmico al 0.1% v/v], como disolvente B. El programa de gradiente de dilución fue de: 

0–3 min: 10% solvente A, 3–5 min: incremento linear al 50% A, 3–8 min: incremento linear 

al 90% A, 8–10 min: 90% A, 10–10.1 min: decremento linear al 10% A con un final al 10% 

A, hasta los 12.0 min. La columna fue mantenida a una temperatura de 25◦ C. 

Las mediciones de espectofotometría de masas fueron realizadas en un equipo 6520 
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quadrupole/time-of- flight (Q-TOF) el cual estaba equipado con una fuente de ionización por 

electrospray (Agilent, Palo Alto, CA, USA). Los siguientes ajustes fueron considerados para 

lograr la ionización de GLB: 1) MS (voltaje capilar: 3800 V, 2) velocidad de gas de secado 

12 L min   , 3) temperatura de gas de secado: 350 C, and 4), presión del nebulizador: 60 psi. 

El equipo fue operado en el modo de alta resolución 4GHz. El eje de masa se calibró en el 

rango de 70-3200 m / z usando la mezcla provista por el fabricante. Se utilizó un pulverizador  

con una solución de referencia para la calibración continua en el modo de ionización positiva 

usando las masas de referencia: 121.05 m/z and 922.01m/z. La optimización de los 

parámetros del Q-TOF MS para la GLB fueron: 1) Tiempo de retención en minutos: 8.56; 2) 

ion precursor (m/z): 494.15; 3) Producto iones (m/z): 169.0027; 171.0037 ; 4) Fragmentador 

(V): 100; Energía de colisión (eV): 10; límite de detección instrumental.: 0.20 ng L-1. 
 

6.11.2 Extracción en fase sólida 

Para la extracción de la GLB de las muestras en fase solida se utilizaron cartuchos 

Chromabond Tetracycline. Dichos cartuchos fueron acondicionados usando 10 mL de 

metanol seguidos de 5 mL de agua grado HPLC. Previo a la extracción con los cartuchos 

empleados, el pH de las muestras en disolución (agua) fue ajustado a 8.5 adicionando NaOH 

0.1 M. 200 mL de las muestras de agua fueron percoladas a través de los cartuchos a una 

velocidad de flujo de aprox. 10 mL min−1. Después cada muestra fue mezclada con 10 mL 

of HPLC-grado analítico. Los cartuchos fueron lavados con otros 5 mL agua grado HPLC y 

secados por 10 min. La GBL fue diluida utilizando alícuotas de 1 mL de metanol a una 

velocidad de flujo de 1 mL min−1. Las diluciones fueron recolectadas en tubos de 10 mL y 

evaporadas a temperatura ambiente y después se secaron con vapor de nitrógeno. Los 
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extractos fueron reconstituidos en 1 mL de metanol. 

Las muestras de hígado, branquias, cerebro y músculo fueron previamente liofilizadas, y se 

empleó extracción en fase sólida acelerada utilizando un gramo de tejido liofilizado, metanol 

con 1% de ácido acético, el agente dispersante utilizado fue arena (20–30 tamaño de partícula 

de la malla), se emplearon filtros de fibra de vidrio y de celulosa para retener la fase lipídica.  

Las condiciones de extracción fueron: 1) 1000 psi; 25ºC, 6 min de calentamiento, Ciclo 

estático de 3 x 10 min, descarga al 100%, purga de 60 s, células de 11 ml que contienen un 

filtro de celulosa. 

Después del proceso de obtuvieron 15 mL de la GLB para su análisis empleando las 

condiciones mencionadas en la sección anterior. 

6.12 Correlación de Pearson 

Se realizó un análisis de correlación de Pearson para encontrar relaciones potenciales entre 

las concentraciones de GLB en los órganos evaluados y los biomarcadores de estrés oxidativo 

utilizados en este estudio, para dicho fin se empleó el programa Sigma Stat v2.03. 

6.13 Análisis Fisicoquímicos 

6.13.1 Medición de pH 

Este análisis se realizó de acuerdo al método de la AOAC 981.12/2005; se pesó el músculo 

y se homogenizó con agua destilada sin CO2 recientemente hervida, (pH 7) en una relación 

1:10, la temperatura de la disolución se ajustó a 20°C ± 0,3°C, y se filtró, se realizó la lectura 

de pH con un potenciómetro digital (Hanna instrument pH 210, Ukraine) previamente 

verificado con las soluciones buffer de pH 4, 7 y 10. 
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6.13.2 Análisis de Capacidad de Retención de Agua (CRA) 

De acuerdo con el método Honikel & Hamm, 1994, adaptado por Dublán et al., 2006. Se 

pesaron 10 ± 0.5 g de músculo y se cortaron finamente, a continuación, se tomaron 5 g de 

esta muestra y se colocaron en un tubo de centrifuga al cual se le adicionaron 8 mL de una 

disolución de NaCl 0,6 M, esta mezcla se agitó con varilla de vidrio durante 1 min en baño 

de hielo y se dejó reposar durante 30 min, pasado este tiempo, se agitó nuevamente con varilla  

de vidrio por 1 min y se centrifugó por 15 min a 3500 rpm. El sobrenadante se decantó y se 

midió el volumen. Los resultados se reportaron como el volumen de NaCl retenido por 100 

g de muestra. 

6.13.3 Análisis de Solubilidad 

Se realizó de acuerdo al método de Pilosof, 2000. A una muestra de 10 mL que contenga 5 

mg.mL-1 de proteína (CP), se centrifugó a 3500 rpm a 4°C. Al sobrenadante extraído se le 

determinó la concentración de proteínas mediante el método biuret. La solubilidad se reportó 

como la relación entre el contenido de proteínas del sobrenadante y el contenido de la 

proteína sin centrifugar por 100 para expresarlas en porcentaje. 

6.13.4 Determinación de Sulfhidrilos totales (–SH) 

Se llevó a cabo de acuerdo al método Ellman, 1959; reportado por Morachis-Valdez et al., 

2017; se mezcló 1 mL del CP (con 5 mg∙mL-1 de proteína), y 9 mL de urea 8 M disuelta en 

un amortiguador de Tris-Glicina-EDTA (10,4 g∙L-1 Tris; 6.9 g∙L-1 Glicina; 1.2 g∙L-1 EDTA; 

pH 8). Se dejó reposar a temperatura ambiente durante 30 min, posteriormente a 3 mL de la 

mezcla se agregaron 50 mL de una disolución del reactivo 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzóico (4 

mg∙mL-1 en la misma disolución amortiguadora) y se dejó reposar durante 30 min en 
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obscuridad, se midió la absorbancia a una longitud de onda λ= 412 nm. La concentración 

final de –SH fue expresada como µM SH/(mg de proteína). 

6.14 Análisis de Esfuerzo al corte W-B 

Se llevó a cabo de acuerdo a lo reportado por De Huidobro et al., 2005, con modificaciones. 

Muestras de 3 cm2 se colocaron horizontalmente entre la base de la celda y la navaja que 

efectuó el corte, que bajó verticalmente hasta cortarla en dos partes. La resistencia al corte se 

evaluó con una velocidad de prueba de 1 mm∙s-1 y velocidad de retroceso de 2 mm∙s-1, con 

una navaja Warner-Bratzler (HDP/BSW, Stable MicroSystems, Surrey, UK) adaptada al 

analizador de textura TA-XT2, versión 2.63, (Texture Technologie Corporation, Scarsdale, 

Nueva York, USA). Se reportó la fuerza máxima detectada para el esfuerzo al corte en 

Newtons. 

6.15 Concentración de proteína (CP) 

Para su determinación se empleó el método biuret reportado por Zhou & Regenstein, 2006. 

Se mezcló 1 mL de disoluciones 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25 de músculo:agua destilada y 

3 mL del reactivo de biuret (1.5 g de sulfato de cobre y 6 g de tartrato de sodio y potasio en 

500 mL de agua destilada, en matraz volumétrico de 1L, se adicionaron 300 mL de hidróxido 

de sodio al 10% y se aforó a 1L con agua destilada). Se homogenizó y se dejó en reposo en 

oscuridad durante 30 min, se midió a una longitud de onda de λ=540 nm, los datos obtenidos 

se correlacionaron con una curva patrón de seroalbúmina-bovina de concentración 0 -10 

mg∙mL-1.  

6.16 Formación de gel 

Método reportado por Silva-Ríos 2013, con modificaciones. Cada muestra de concentrado 

protéico (CP), con 50 mg de proteína∙mL- 1 , se vertió en un frasco de vidrio con tapón rosca; el 
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proceso de formación del gel se llevó a cabo sometiendo cada frasco de vidrio a una rampa de 

temperatura en baño maría: primero, las muestras son calentadas gradualmente hasta llegar a 

los 40oC y se mantienen a esta temperatura durante 30 minutos, pasado este tiempo, se va 

elevando la temperatura 1oC/min hasta alcanzar los 75oC dentro del gel, las muestras se 

mantienen a esa temperatura durante 20 minutos y pasado este tiempo, se llevan a un choque 

térmico colocándolas en un baño de hielo. Finalmente, los geles se dejan madurar en 

refrigeración a 4oC durante 24 h para su posterior evaluación. 

6.17 Análisis de Perfil de Textura (TPA) 

Se llevó a cabo de acuerdo a lo reportado en Jafarpour & Gorczyca (2009), con 

modificaciones: en texturómetro TA-XT2, versión 2.63, (Texture Technologie Corporation, 

Scarsdale, Nueva York, USA) y con una celda de carga de 5 Kg. Los geles formados en los 

tubos se colocaron en una base y se penetraron utilizando un vástago de acrílico de 8 mm de 

diámetro. La velocidad de descenso del vástago fue de 1 milésima de segundo y la 

penetración correspondió al 75% del espesor del gel, seguido de una segunda penetración. El 

valor obtenido fue el trabajo total o área bajo la curva expresado en Newtons∙s-1, 

determinando: dureza, cohesividad, elasticidad, masticabilidad y gomosidad. 

6.18 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes 

De acuerdo al método reportado por García-Carreno et al., (1993), con modificaciones, 

primero se realizó la extracción de proteínas. Se mezcló una relación 1:4 muestra: 

amortiguador, muestra (disolución de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% + 

mercaptoetanol al 5% + azul de bromofenol al 0.05%+ glicerol, 0.5M Tris-HCl pH 6.8) y se 

calentó en un baño maría a 97°C durante 2 min, antes de su aplicación. Se inyectó 20 μL de 

muestra en cada carril de gel separador de 12% de poliacrilamida y concentrador 4%. Se 
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inyectó 10 μL de un marcador que contenga proteínas de interés, las muestras se trataron en 

las mismas condiciones. Se utilizó un buffer de corrida (9.0 g base tris, 43.2 g de glicina y 

3.0 g de SDS se adicionaron 600 mL de agua desionizada, conductividad del agua: 0,056 

μS·cm−1). Para una corrida electroforética se diluyeron 60 mL de buffer con 240 mL de agua 

desionizada. Se conectó a una fuente de poder con un voltaje de 200 y una temperatura de 

4±1°C, para evitar así el efecto Joule. Una vez terminado el proceso de separación, se tiñeron 

los geles empleando una disolución de azul brillante de Coomasie R-250 al 0.1%, metanol 

40% y ácido acético al 10% durante 30 min. Para desteñir se empleó una disolución al 40% 

de metanol y 10% de ácido acético. 

6.19 Análisis estadístico 

El análisis de toxicidad aguda a 96 h (CL50 de glibenclamida en alevines de C. carpio), fue 

calculado mediante el programa Probit (EPA v 1.5) con un grado de significancia del 95%. 

Los resultados obtenidos del análisis de estrés oxidativo, fueron analizados estadísticamente 

mediante el programa de análisis de varianza de una vía (ANOVA) y las diferencias entre 

medias fueron comparadas mediante la prueba de Bonferroni de comparación múltiple, con 

un valor de p <0.05. El software que se empleó fue el SPSS v 9 (SPSS, Chicago IL, USA). 

Los resultados obtenidos en el análisis fisicoquímico y textural, se llevó a cabo mediante un 

análisis de varianza ANOVA y prueba de diferencia de medias con el método de Tukey con 

un nivel de significancia de (p<0.05), con el programa SPSS v 9. 

7. RESULTADOS  

7.1 Concentración letal mediaCL50 – 96h 

El valor obtenido de la CL50 a 96 h de GLB en alevines de C. carpio fue 509.06 mg∙L-1, con 
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un intervalo de confianza del 95 % de 505.96 a 512.16 mg L-1 (p<0.05). 

7.2 Concentración de Hidroperóxidos (CHPx) 
Los resultados de CHPx se muestran en la Fig. 9. Para la concentración de 1000 ng L-1 se 

presentaron incrementos significativos con respecto al grupo control (p <0.05) a las 24, 48, 

72 y 96 h en cerebro (254, 207, 214 y 119% respectivamente); en sangre se observó para los  

5 tiempos incrementos significativos respecto al grupo control de 418, 614, 704, 669 y 884% 

respectivamente; en hígado a los 5 tiempos se observó aumento significativo respecto al grupo 

control de 55, 94, 68, 66 y 51% respectivamente; en branquias a las 24 y 96 h, de un 37% a 

un 54% y finalmente en los 5 tiempos se observó aumento significativo respecto al control 

(p<0.05) en músculo, de 368, 736, 734, 928 y 803% respectivamente. Para la concentración 

de 100 ng L-1 se presentaron aumentos significativos con respecto al grupo control  (p<0.05)  

en  sangre  para  los  5  tiempos,  de  318,  314,  585,  598,  y  762% respectivamente, 

en hígado a los 5 tiempos (de 38, 46, 29, 32 y 52% respectivamente); en branquias a las 

12, 24 y 48 h (26, 28 y 26% respectivamente) y en músculo se presentó un incremento 

significativo respecto al grupo control en los 5 tiempos (de 301, 450, 451, 436, y 324% 

respectivamente). Para el caso de la menor concentración de GLB, que fue de 50 ng L-1; solo 

se presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control (p < 0.05) para sangre 

en los 5 tiempos (318, 314, 585, 598 y 762% respectivamente); y para músculo en todos los 

tiempos (124, 379, 380, 394 y 319% respectivamente). 
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Figura 9 b.  

Figura 9 a.  
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Figura 9 c.  

Figura 9 d. 
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Figura 9. Contenido de hidroperóxidos (CHPx) en a. sangre, b. hígado, c. branquias, d. cerebro y e. músculo 
de Cyprinus carpio expuesta a tres concentraciones de GLB (C1: 50 ng/L, C2: 100 ng/L y C3: 1000 ng/L) para 
12, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores son la media de tres repeticiones ± DE. CHP: hidroperóxido de cumeno. 
*Diferencia significativa con respecto al grupo control, a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96 h. ANOVA y Bonferroni 
(p <0.05). Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis estrés oxidativo. 
 

7.3 Concentración de malondialdehido (MDA) 

La concentración de MDA inducida por GLB se muestra en la Fig. 10. Para la mayor 

concentración de 1000 ng L-1, en sangre se observó un incremento significativo en 

comparación con el grupo control (p < 0.05) en los 5 tiempos 12, 24, 48, 72 y 96 h (de 198, 

315, 268, 211  y 171%  respectivamente);  en  hígado  también se observaron   incrementos 
 
signicativos respecto al grupo control en los 5 tiempos (de 148, 186, 195, 143 y 129%, 

respectivamente); en branquias de igual manera se obtuvo un incremento significativo 

respecto al grupo control para los 5 tiempos (de 312, 471, 437, 294 y 302% respectivamente); 

en cerebro el aumento significativo respecto al grupo control se presentó a las 72 y 96 h (112 

y 87% respectivamente) y en músculo se presentó un aumento significativo respecto al grupo 

Figura 9 e. 
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control para los 5 tiempos (1391, 1621, 1309, 1334 y 850% respectivamente). Para el caso 

de la concentración de 100 ng L-1, se obtuvo en sangre un aumento significativo respecto 

al grupo control (p<0.05) en los 5 tiempos de 88, 169, 172, 177 y 111% respectivamente; 

en hígado se observó un aumento significativo respecto al grupo control a las 12, 24, 48 

y 72 h (de 150, 185, 167 y 92% respectivamente); en branquias se observaron 

importantes incrementos significativos respecto al grupo control en los  5 tiempos (137, 

617, 409, 336 y 310% respectivamente); en cerebro se observó incremento significativo 

respecto al grupo control a las 72 y 96 h (53 y 50% respectivamente) y en músculo se 

observó un incremento significativo respecto al grupo control durante todos los tiempos 

(696, 835, 1223, 966 y 591%, respectivamente). Para el caso de la menor concentración 

de 50 ng L-1, se encontraron diferencias significativas con respecto al grupo control 

(p<0.05), en sangre a las 24 y 48h (47 y 40% respectivamente); en hígado a las 48, 72  

y 96 h (134, 145 y 147%); en branquias para todos los tiempos (103, 219, 141, 110 y 

153% respectivamente); en cerebro en los tiempos de 72 y 96 h (96 y 103% 

respectivamente) y en músculo a las 24, 48, 72 y 96 h con incrementos de 99, 346, 727 

y 631% respectivamente. 
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Figura 10 a. 

Figura 10 b. 
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Figura 10 c. 

Figura 10 d. 
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Figura 10. Peroxidación lipídica (LPX) en a) sangre, b) hígado, c) branquias, d) cerebro y e) músculo de 
Cyprinus carpio expuesta a tres concentraciones de GLB (C1: 50 ng/L, C2: 100 ng/L y C3: 1000 ng/L) para 12, 
24, 48, 72 y 96 h. Los valores son la media de tres repeticiones ± DE. MDA: malondialdehido. *Diferencia 
significativa con respecto al grupo control, a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96 h. ANOVA y Bonferroni (p <0.05). 
Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis estrés oxidativo. 
 
 
7.4 Concentración de Proteínas carboniladas (CPx) 

Los resultados de CPx se muestran en la Fig. 11. Un aumento significativo con respecto al 

grupo control (p < 0.05) fue encontrado en sangre en todos los tiempos en la concentración 

de 1000 ng L-1  (119,  108,  116,  100  y  119%  respectivamente)  en  hígado  a  las 12, 

24 y 48 h (47, 73 y 54% respectivamente), en branquias a las 12, 24 y 48 h,  (47, 
 
75 y 57% respectivamente); en todos los tiempos en cerebro (233, 308, 322, 304 
 
y 347% respectivamente) y en músculo en todos los tiempos (141, 231, 249, 401 

y 675% respectivamente). Para la concentración de 100 ng L-1; se encontró diferencia 

significativa respecto al grupo control en cerebro para todos los tiempos (156, 218,  

141, 216 y 299% respectivamente); para el músculo en todos los tiempos (111, 

Figura 10 e. 
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269,  234,  317  y  401%  respectivamente),  en  sangre  se  obtuvo  diferencia 
 

significativa respecto al grupo control (p<0.05) a las 12, 24 y 48 h (67, 30 y 
 
50%); en hígado a las 12, 24 y 48 h (41, 49 y 30% respectivamente); en 

branquias se presentó un incremento significativo respecto al grupo control a las 

a las 12, 24 y 48 h (34, 75 y 26% respectivamente); y finalmente para una 

concentración de 50 ng∙L-1 se presenta diferencia significativa respecto al grupo 

control en sangre a las 12 y 24 h (28 y 24% respectivamente); en hígado a las 12 24 

h (30 y 31% respectivamente); en branquias a las 24 y 48h (75 y 26% 

respectivamente); en cerebro a las 24, 48, 72 y 96 h, (94, 212, 214 y 165% 

respectivamente) y en músculo a las 48, 72 y 96 h (90, 132 y 180 % 

respectivamente).  

 

 
 

 

Figura 11 a. 
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Figura 11 b. 

Figura 11 c. 
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Figura 11. Concentración de Proteínas Carboniladas (CPx) en a)sangre, b)hígado, c)branquias, d)cerebro y e) 
músculo de Cyprinus carpio expuesta a tres concentraciones de GLB (C1: 50 ng/L, C2: 100 ng/L y C3: 1000 
ng/L) para 12, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores son la media de tres repeticiones ± DE. *Diferencia significativa 
con respecto al grupo control, a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96 h. ANOVA y Bonferroni (p <0.05). Fuente: 
Archivo de resultados de la fase experimental de análisis estrés oxidativo. 

Figura 11 d. 

Figura 11 e. 
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7.5 Actividad de enzima Superóxido dismutasa (SOD) 

Los resultados de SOD se muestran en la Fig. 12. Aumentos significativos con respecto al grupo 

control (p<0.05) fueron observados en la concentración de 1000 ng L-1 en la sangre, a las 24, 

48 y 72 h (250, 90 y 37% respectivamente); para el hígado, a las 12, 24, 48 y 72 h (194, 337, 

310,  108  y 154%  respectivamente)  en  branquias  a  las  12,  24  y 48  h  (36,  55  y  59% 
 
respectivamente), en el cerebro a las 12, 24 y 48 h (136, 114 y 73% respectivamente y  para 
 
el músculo en todos los tiempos de exposición (399, 484, 505, 573 y 526% respectivamente). 

Para la concentración de 100 ng L-1, aumentos significativos con respecto al grupo control 

(p<0.05) fueron observados a los tiempos de 12, 24, 48 y 72 h en la sangre (42, 169, 38 y 

71%  respectivamente),  a  las  12,  24,  48  y  72  h  para  el  hígado  (184,  302,  320, 145% 
 
respectivamente), a las 12, 24, 48 y 72 h para branquias (52, 55, 38 y 44% respectivamente);  

para el cerebro a las 12, 24 y 48 h (68, 80 y 95% respectivamente) y a todos los tiempos para 

el músculo (399, 484, 505, 537 y 526% respectivamente). Para la concentración de 50 ng∙L- 

1 se observaron aumentos significativos con respecto al grupo control (p<0.05) en sangre a 

las 12, 24 y 48h (79, 147 y 118% respectivamente); en hígado a las 12, 24, 28 y 72 h (95, 

253, 357 y 232% respectivamente; en branquias a las 12 y 24 h; (57 y 31% respectivamente) 
 
en cerebro a las 24, 48 y 72 h (51, 185 y 241% respectivamente) y finalmente en músculo en 
 
todos los tiempos (114, 159, 160, 1154 y 837% respectivamente). 
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Figura 12 a. 

Figura 12 b. 
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Figura 12 c. 

Figura 12 d. 
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Figura 12. Actividad de Superóxido Dismutasa (SOD) en sangre, hígado, branquias, cerebro y músculo de 
Cyprinus carpio expuesta a tres concentraciones de GLB (C1: 50 ng/L, C2: 100 ng/L y C3: 1000 ng/L) para 12, 
24, 48, 72 y 96 h. Los valores son la media de tres repeticiones ± DE. *Diferencia significativa con respecto al 
grupo control, a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96 h. ANOVA y Bonferroni (p <0.05). Fuente: Archivo de resultados 
de la fase experimental de análisis estrés oxidativo. 
 

7.6 Actividad de enzima catalasa (CAT) 

Los resultados de la actividad antioxidante de CAT se muestran  en  la  Fig.  13.  Aumentos 

significativos con respecto para el grupo control (p<0.05) se observaron en la concentración 

de 1000 ng∙L-1, en la sangre en todos los tiempos 12, 24, 48, 72 y 96 h (199, 393, 481, 278 

y 11% respectivamente); en hígado se presentó un mayor aumento significativo respecto al 

grupo control (p<0.5) para todos los tiempos (404, 614, 738, 1144 y 446% respectivamente); 

en branquias también se observó un aumento de concentración tiempo dependiente desde 

las 12 las 96 h (81, 92, 228, 343 y 103% respectivamente); para el cerebro se observaron 

aumentos significativos con respecto al grupo control (p<0,05) para todos los tiempos (264,  

303, 675, 557 y 569% respectivamente) y para el músculo al igual que los demás órganos, 

Figura 12 e. 

Figura 12 e. 
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se presentó aumento significativo respecto al control para todos los tiempos (69, 279, 204, 

122 y 119%). Para la concentración de 100 ng∙L-1, fueron observados aumentos significativos 

con respecto al grupo control (p<0.05) a las 12, 24 y 48 y 72 h en la sangre (154, 196, 253 y 

49% respectivamente); en el hígado; a las 12, 24, 48 y 72 h (181, 259, 345 y 127% 

respectivamente) en las branquias; a las 24, 48 y 72 h (56, 135 y 319%); en el cerebro en 

todos los 5 tiempos (248, 237, 147, 348 y 472 % respectivamente y para los tiempos de 24, 

48 y 72h en músculo (177, 78, y 84%). Finalmente para la concentración de 50 ng∙L-1, se 

presentó un aumento significativo con respecto al grupo control (p<0.5) en sangre a las 24, 

48 y 72 h (27, 24 y 26% respectivamente), en hígado a las 24 y 48 h (83 y 100%  

respectivamente);  en  branquias  durante  las 24,  48  y  72  h  (49,  74   y  100% 

respectivamente), en cerebro a las 24, 48, 72 y 96 h (116, 83, 197 y 347% respectivamente) 

y por último en músculo se presentó un incremento significativo con respecto al grupo 

control a las 24 y 48 h (35 y 45% respectivamente). 
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Figura 13 a. 

Figura 13 b. 
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Figura 13 c. 

Figura 13 d. 
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Figura 13. Actividad de Catalasa (CAT) en sangre, hígado, branquias, cerebro y músculo de Cyprinus carpio expuesta a 
tres concentraciones de GLB (C1: 50 ng/L, C2: 100 ng/L y C3: 1000 ng/L) para 12, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores son la 
media de tres repeticiones ± DE. *Diferencia significativa con respecto al grupo control, a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96 h. 
ANOVA y Bonferroni (p <0.05). Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis estrés oxidativo. 
 

7.7 Cuantificación de GLB en agua y tejidos de Cyprinus  carpio 

La tabla 2, contiene los valores de las concentraciones de GLB a los diferentes tiempos de 

exposición en el agua de exposición y en los diferentes órganos ensayados, como se puede 

observar a partir de las 12 h de exposición hay una disminución en la concentración de GLB 

en el agua en los sistemas de prueba, y se observa cómo se va incrementando en los diferentes 

órganos ensayados, la principal acumulación se presenta en sangre, hígado y músculo y va 

aumentando con respecto al tiempo. Los órganos donde menos acumulación de GLB hay es el 

cerebro y las branquias, sin embargo, también la concentración se va incrementando al aumentar 

los tiempos de exposición. 

Figura 13 e. 
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Tabla 2. Concentración de GLB en agua de los sistemas expuestos y las diferentes matrices biológicas 
ensayadas. Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis estrés oxidativo. 

 
Concentración de 

Exposición 
 

Tiempo (h) 
 

Agua 
 

Sangre 
 

Hígado 
 

Branquias 
 

Cerebro 
 

Músculo 

 
 

50 ng/L 

12 38 r 1.2 3.6 r 0.8 2.8 r 0.6 1.6 r 0.4 0.9 r 0.1 2.6 r 0.5 

24 35 r 1.3 3.8 r 0.7 3.0 r 0.7 2.1 r 0.6 1.0 r 0.2 2.8 r 0.4 

48 31 r 1.8 4.0 r 0.8 3.2 r 0.6 2.4 r 0.7 1.4 r 0.3 3.2 r 0.6 

72 27 r 1.1 4.8 r 0.6 3.5 r 0.8 2.8 r 0.6 1.7 r 0.6 3.5 r 0.7 

96 20 r 1.5 5.0 r 0.7 3.8 r 0.6 3.2 r 0.5 2.1 r 0.7 3.8 r 0.6 

 
 

100 ng/L 

12 75 r 1.8 5.2 r 1.1 4.1 r 1.1 3.8 r 0.8 2.6 r 0.7 4.2 r 0.8 

24 70 r 2.1 5.7 r 1.3 4.4 r 0.9 4.1 r 0.9 3.2 r 0.6 4.6 r 0.7 

48 66 r 1.3 6.2 r 0.9 4.9 r 0.8 4.5 r 0.8 3.8 r 0.9 4.8 r 0.8 

72 52 r 1.6 6.8 r 1.2 5.3 r 1.2 5.1 r 0.9 4.1 r 1.1 5.2 r 0.9 

96 49 r 2.1 7.1 r 0.9 6.1 r 1.0 5.8 r 1.0 4.6 r 0.9 6.1 r 1.1 

 
 

1000 ng/L 

12 770 r 3.8 45 r 1.1 32 r 2.1 26 r 1.2 19 r 1.1 29 r 0.9 

24 623 r 2.8 53 r 2.3 37 r 1.3 32 r 1.0 23 r 1.6 33 r 1.1 

48 556 r 3.1 59 r 1.8 41 r 1.6 38 r 1.3 29 r 2.1 38 r 1.4 

72 447 r 1.8 64 r 1.7 47 r 1.9 44 r 1.6 31 r 1.7 41 r 1.0 

96 382 r 2.1 69 r 1.7 51 r 1.5 47 r 2.1 39 r 1.8 47 r 0.9 
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7.8 Correlación de Pearson 

En la Tabla 3 se muestran las correlaciones encontradas entre los biomarcadores de estrés 

oxidativo, tiempos de exposición y concentración de glibenclamida en los diferentes órganos. 

Los valores en negrita indican un mayor grado de correlación entre las variables analizadas. 

Todos los biomarcadores utilizados muestran una correlación con las distintas 

concentraciones de exposición. Lo que sugiere que existe estrés oxidativo en los órganos 

estudiados. 
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Tabla 3 a. Correlación de Pearson entre las concentraciones de GLB y los biomarcadores de daño oxidativo 
de estrés oxidativo evaluados. Los coeficientes de correlación  > 0.5 son significativos (se muestran en 
negrita). Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis estrés oxidativo. 

 
 

DAÑO OXIDATIVO 

 
 
 
 
 
 

Biomarcado- 
res 

Organos Tiempo 
(h) 

Concentraciones Biomarcado- 
res 

Organos 
Tiempo 
(h) 

Concentraciones 

50 ng L-1 100 ng L-1 1000 ng L-1 50 ng L-1 100 ng L-1 1000 ng L-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CHPx 

 
 

SANGRE 

12 0.801 -0.295 0.999  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LPX 

 
 

SANGRE 

12 -0.564 0.462 0.644 
24 0.347 -0.364 0.333 24 -0.992 0.992 0.928 
48 -0.985 -0.740 0.788 48 -0.289 -0.891 -0.123 
72 0.109 -0.683 -0.687 72 -0.739 0.794 -0.821 
96 0.645 0.235 -0.980 96 0.099 0.090 0.127 

 
 

HIGADO 

12 -0.774 -0.990 0.998  
 

HIGADO 

12 0.165 -0.854 -0.554 
24 0.793 0.226 0.914 24 0.987 0.333 -0.059 
48 -0.148 -0.860 0.887 48 0.961 -0.421 -0.925 
72 0.012 0.510 0.573 72 -0.218 -0.319 -0.725 
96 -0.905 -0.650 0.981 96 0.592 0.618 -0.823 

 
BRANQU IAS 

12 0.194 -0.371 -0.678  
BRANQUIAS 

12 -0.192 -0.232 0.956 
24 0.837 -0.770 0.994 24 -0.268 0.832 0.970 
48 0.003 -0.763 -0.420 48 0.844 -0.279 -0.815 
72 0.908 -0.723 0.994 72 -0.467 0.883 -0.867 
96 -0.999 0.022 -0.887 96 0.534 -0.558 -0.998 

 

CEREBRO 

12 0.998 0.847 0.989  
 

CEREBRO 

12 -0.996 0.043 -0.559 
24 0.095 -0.742 0.472 24 0.924 -0.364 -0.466 
48 -0.130 0.189 0.578 48 -0.837 -0.613 -0.551 
72 -0.997 0.718 -0.157 72 0.562 0.769 -0.347 
96 0.235 0.616 0.287 96 -0.746 0.968 -0.999 

 
MUSCULO 

12 0.965 0.135 -0.998  
MUSCULO 

12 0.435 -0.429 0.200 
24 0.765 0.092 -0.267 24 0.981 0.391 -0.984 
48 -0.822 0.778 -0.165 48 -0.338 0.512 -0.996 
72 0.459 -0.464 0.981 72 0.829 -0.928 0.931 
96 -0.717 0.690 0.314 96 -0.980 -0.640 0.661 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CPx 

 
 

SANGRE 

12 -0.333 -0.996 -0.459  
24 -0.951 0.583 0.214 
48 0.811 0.991 0.896 
72 0.123 0.928 -0.248 
96 0.973 -0.122 0.093 

 
 

HIGADO 

12 -0.693 -0.354 0.998 
24 -0.430 0.186 -0.987 
48 0.735 0.857 -0.360 
72 0.800 -0.137 0.879 
96 -0.813 -0.903 -0.979 

 

BRANQUIAS 

12 0.357 0.108 0.675 
24 -0.662 -0.999 0.778 
48 0.769 0.273 -0.936 
72 -0.004 -0.660 -0.200 
96 -0.580 -0.994 0.925 

 
CEREBRO 

12 0.781 0.215 0.913 
24 -0.961 -0.982 -0.585 
48 0.778 -0.746 -0.813 
72 0.917 -0.732 -0.959 
96 0.184 0.160 -0.083 

 
MUSCULO 

12 -0.883 -0.637 0.993 
24 0.733 0.951 0.828 
48 0.945 0.658 0.619 
72 0.217 0.644 0.986 
96 -0.320 -0.786 -0.959 
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Tabla 3 b. Correlación de Pearson entre las concentraciones de GLB y los biomarcadores de actividad 
antioxidante de estrés oxidativo evaluados. Los coeficientes de correlación > 0.5 son significativos (se 
muestran en negrita). 
  

 

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 

Biomarcador 
es 

 
Organos 

 
Time (h) 

Concentración Biomarcador 
es 

 
Organos 

 
Time (h) 

Concentraciòn 

50 ng L-1 100 ng L-1 1000 ng L-1 50 ng L-1 100 ng L-1 1000 ng L-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SOD 

 
 
 

SANGRE 

12 -0.641 -0.787 -0.813  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAT 

 
 
 

SANGRE 

12 -0.402 0.348 0.772 
24 0.215 -0.999 0.989 24 -0.102 -0.544 -0.263 
48 0.992 0.980 -0.713 48 -0.223 0.993 0.992 
72 0.647 -0.514 0.518 72 0.528 0.821 -0.974 
96 -0.496 -0.980 -0.671 96 0.348 0.433 0.032 

 
 
 

HIGADO 

12 -0.811 -0.609 0.990  
 
 

HIGADO 

12 -0.990 0.784 -0.771 
24 0.736 -0.999 -0.936 24 0.908 -0.770 -0.997 
48 0.756 -0.947 -0.850 48 -0.991 -0.940 0.566 
72 -0.724 0.854 0.963 72 0.125 0.044 0.295 
96 0.987 -0.962 -0.983 96 0.982 -1.000 -0.089 

 
 

BRANQUIAS 

12 -0.987 0.631 -0.981  
 

BRANQUIAS 
12 0.529 0.834 -0.505 

24 0.242 0.947 0.693 24 0.526 0.173 -0.906 
48 0.302 -0.765 0.949 48 0.706 -0.998 0.801 
72 0.592 0.998 0.128 72 0.496 -0.089 0.999 
96 0.901 -1.000 0.794 96 0.690 -0.353 0.980 

 
 

CEREBRO 

12 -0.971 0.974 0.983  
 
 

CEREBRO 

12 0.976 0.766 0.968 
24 0.966 -0.840 0.816 24 0.725 -0.987 0.731 
48 -0.827 -0.904 0.622 48 0.700 -0.773 0.915 
72 0.109 0.447 -0.825 72 0.496 -0.890 -0.397 
96 -0.101 -0.860 -0.928 96 -0.881 0.011 -0.259 

 
 

MUSCULO 

12 1.000 0.252 -0.404  
 

MUSCULO 
12 0.888 -0.435 -0.646 

24 -0.975 -0.783 -0.897 24 -0.933 -0.812 0.744 
48 -0.438 0.241 -1.000 48 -0.958 0.613 -1.000 
72 -0.767 0.241 0.710 72 -0.526 -0.780 -0.534 
96 -0.907 -0.186 -0.003 96 -0.966 0.246 0.497 

 
 

7.9 Resultados Fisicoquímicos en músculo 

7.9.1 Análisis de pH 

Los resultados muestran que para la concentración de 1000 ng∙L-1, se presentaron 

disminuciones significativas con respecto al grupo control (p<0.05) para los tiempos de 72 y 

96 h, de 17 y 19 % respectivamente; y para la concentración de 50 ng∙L-1, se presentaron 

disminuciones significativas con respecto al grupo control (p<0.05) para los tiempos de 72 y 

96 h de 11 y 12% respectivamente. (Fig., 14). 
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Figura 14. Valores de pH en músculo de Cyprinus carpio expuesta a dos diferentes concentraciones de GLB 
(C1: 50 ng/L y C2:1000 ng/L) para 0, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores son el promedio de tres replicas ± SE. 
*diferencia significativa respecto al grupo control; a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96h. ANOVA y Tukey (p 
<0.05). Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis Fisicoquímicos. 
 
 
 
7.9.2 Análisis de CRA 

Los resultados muestran disminuciones significativas (p<0.05), respecto al grupo control 

para la mayor concentración de 1000 ng.L-1 a las 48, 72 y 96 h, de 22, 40 y 43 % 

respectivamente, y para la concentración de 50 ng.L-1, se presentaron disminuciones 

significativas con respecto al grupo control (p<0.05) para los tiempos de 48, 72 y 96 h de 20, 

35 y 37% respectivamente (Fig. 15). 
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Figura 15. Valores de CRA en músculo de Cyprinus carpio expuesta a dos diferentes concentraciones de GLB 
(C1: 50 ng/L y C2:1000 ng/L) para 0, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores son el promedio de tres replicas ± SE. 
*diferencia significativa respecto al grupo control; a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96h. ANOVA y Tukey (p<0.05). 
Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis Fisicoquímicos. 
 
 
7.9.3 Análisis de Solubilidad 
 

Los resultados se muestran en la Fig. 16, en donde se observó una disminución significativa 

(p<0.05) respecto al grupo control para ambas concentraciones, en 50 ng.L-1 de 38, 41, 31 y 

44 % respectivamente y para 1000 ng.L-1 de 54, 56, 50 y 53% respectivamente, para los 

cuatro tiempos. 
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Figura 16. Comportamiento de solubilidad en músculo de Cyprinus carpio expuesta a dos diferentes 
concentraciones de GLB (C1: 50 ng/L y C2:1000 ng/L) para 0, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores son el promedio 
de tres replicas ± SE. *diferencia significativa respecto al grupo control; a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96h. 
ANOVA y Tukey (p <0.05). Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis Fisicoquímicos. 
 
 
 
7.9.4 Análisis de sulfhidrilos (–SH) 
 

Se observa en la Fig. 17, para ambas concentraciones una disminución significativa (p<0.05) 

respecto al grupo control para las 24, 48, 72 y 96 h de exposición, en 50 ng∙L-1 de 28, 35, 36 

y 25% respectivamente y para 1000 ng∙L-1 de 80, 90, 89 y 87% respectivamente. 
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Figura 17. Contenido de grupos sulfhidrilos (-SH) en músculo de Cyprinus carpio expuesta a dos diferentes 
concentraciones de GLB (C1: 50 ng/L y C2:1000 ng/L) para 0, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores son el promedio 
de tres replicas ± SE. *diferencia significativa respecto al grupo control; a 0h, b 24h, c 48h, d 72h y e 96h. 
ANOVA y Tukey (p <0.05). Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental de análisis Fisicoquímicos. 
 
 
 

7.9.5 Análisis de esfuerzo al corte (W-B) 
 

Los resultados se muestran en la Fig. 18, en la concentración de 50 ng.L-1, se observó un 

incremento significativo (p<0.05) a las 72 y 96 h, de 24 y 28% respectivamente y para 1000 

ng.L-1, un incremento significativo (p<0.05) de 38, 27 y 18% para las 48, 72 y 96 h 

respectivamente. 
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Figura 18. Valores de esfuerzo al corte (N), con navaja de Warner Bratzlet (W-B) en músculo de Cyprinus 
carpio expuesta a dos diferentes concentraciones de GLB (C1: 50 ng/L y C2:1000 ng/L) para 0, 24, 48, 72 y 96h. 
Los valores son el promedio de tres replicas ± SE. *diferencia significativa respecto al grupo control; a  0h, 
b24h, c 48h, d 72h y e 96h. ANOVA y Tukey (p <0.05). Fuente: Archivo de resultados de la fase experimental 
de análisis Fisicoquímicos. 
 
 

7.9.6 Análisis de perfil de textura (TPA) 
Los resultados se observan en la tabla 4, los cuales muestran a partir de las 24 h una 

disminución significativa (p<0.05) en todos los atributos respecto al control. La capacidad 

de gelificación se vio afectada por el tiempo de exposición para ambas concentraciones 

(Figura 19). 
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Tabla 4. Resultados del análisis de perfil de textura en músculo de Cyprinus carpio expuesta a dos 
concentraciones de GLB (50 ng/L y 100 ng/L) para 0, 24, 48, 72 y 96 h. * Diferencia significativa con respecto 
al grupo control; a: diferencia significativa con respecto a las 0 h. Fuente: Archivo de resultados de la fase 
experimental de análisis Fisicoquímicos. 

 
 

Tiempo de exposición 
  0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 
 Control 1.087 ± 0.021 1.022 ± 0.005 0.980 ± 0.009 a 0.946 ± 0.008 a 0.929 ± 0.003 a 

Dureza 50 ng/L 0.955 ± 0.007 0.092 ± 0.006 *a 0.040 ± 0.003 *a 0.029 ± 0.002 *a 0.010 ± 0.000 *a 
 100 ng/L 0.922 ± 0.005 0.066 ± 0.001 *a 0.024 ± 0.002 *a 0.011 ± 0.001 *a 0.005 ± 0.001 *a 

Cohesividad Control 0.015 ± 0.001 0.013 ± 0.001 0.012 ± 0.000 a 0.012 ± 0.000 a 0.010 ± 0.000 a 
 50 ng/L 0.014 ± 0.001 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000*a 
 100 ng/L 0.014 ± 0.000 0.001 ± 0.000*a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 
 Control 0.367 ± 0.015 0.347 ± 0.015 0.333 ± 0.015 a 0.277 ± 0.006 a 0.253 ± 0.001 a 

Elasticidad 50 ng/L 0.363 ± 0.006 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 
 100 ng/L 0.330 ± 0.010 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 
 Control 0.006 ± 0.000 0.005 ± 0.000 0.004 ± 0.000 a 0.003 ± 0.000 a 0.002 ± 0.000 a 

Masticabilidad 50 ng/L 0.005 ± 0.000 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 
 100 ng/L 0.005 ± 0.000 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 
 Control 0.016 ± 0.000 0.013 ± 0.000 0.012 ± 0.000 a 0.011 ± 0.000 a 0.009 ± 0.000 a 

Gomosidad 50 ng/L 0.013 ± 0.000 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 
 100 ng/L 0.012 ± 0.000 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  74  
M. en I. Ericka Ma. Gpe. Martínez Viveros 

“EVALUACION DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR GLIBENCLAMIDA 
Y SU INFLUENCIA EN LA CALIDAD DE LA CARNE DE Cyprinus carpio” 
 

 

 
 
 
 
 
 

Tiempo de exposición T C1 C2 T C1 C2 

 
 

0 h 

 

 

 

 

 

24 h 

 

 

 

 

 
 

48 h 

 

 

 

 

 
72 h 

 

 

 

 

 
96 h 

 

 

Figura 19. Formación de gel para análisis de TPA en músculo de Cyprinus carpio expuesta a dos 
concentraciones de GLB (T: Testigo, C1: 50 ng/L y C2: 100 ng/L) para 0, 24, 48, 72 y 96 h. Fuente: Archivo 
de fotografías de resultados de la fase experimental de análisis Fisicoquímicos y texturales. 

 
 



  75  
M. en I. Ericka Ma. Gpe. Martínez Viveros 

“EVALUACION DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR GLIBENCLAMIDA 
Y SU INFLUENCIA EN LA CALIDAD DE LA CARNE DE Cyprinus carpio” 
 

 

 

 
7.10 Electroforesis 
 

En la figura 20, se muestran los perfiles proteicos de los diferentes geles obtenidos de cada 

músculo expuesto a las dos concentraciones y a los diferentes tiempos, observándose una 

clara degradación de la miosina, principal proteína responsable de la formación de redes 

proteicas, al trascurrir el tiempo de exposición para ambas concentraciones, asimismo, hay 

aparición de nuevas bandas de bajo peso molecular. 

 

 
Figura 20. Electroforesis de músculo de Cyprinus carpio expuesta a dos concentraciones (C1:50 ng/L y C2: 
1000 ng/L) para los tiempos de 0, 24, 48, 72 y 96 h. M: Marcador, T: Testigo. Fuente: Archivo de fotografías 
resultados de la fase experimental de electroforesis. 
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8. DISCUSIÓN 
 
El presente trabajo es relevante y novedoso, debido a que la GLB es un fármaco 

hipoglucemiante que es ampliamente empleado en todo el mundo, este medicamento es liberado 

al ambiente por descargas municipales, hospitalarias e industriales, aunque existen estudios de 

ocurrencia de este fármaco referidos en la literatura internacional, son pocos los estudios de 

toxicidad y los existentes sólo son en algunas especies de peces y en el crustáceo Daphnia 

magna y están orientados a determinar la toxicidad aguda de este compuesto a través de la 

determinación de la CL50, por lo que es necesario caracterizar los efectos tóxicos de la GLB en 

otras especies de peces de interés comercial como lo es Cyprinus carpio y utilizar biomarcadores 

que nos den información acerca de cómo este compuesto puede dañar a las biomoléculas como 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos. Los resultados obtenidos en la presente investigación 

determinan que la GLB es tóxica. Aunque los datos de CL50 son elevados con respecto a otros 

contaminantes emergentes, en este estudio demostramos que concentraciones en el orden de ng 

L-1 son capaces de inducir la oxidación de lípidos y proteínas y de inducir el fenómeno de estrés 

oxidativo. 

El resultado de CL50 obtenido en este estudio mostró un valor mayor a 500 mg∙L-1 (505.96 a 

512.16 mg∙L-1). La guía OCDE número 27 sobre pruebas y evaluación (Documento de 

orientación sobre el uso del sistema armonizado para la clasificación de productos químicos 

peligrosos para el medio ambiente acuático) considera a las sustancias con una CL50 mayor 

a 100 mg∙L-1 en el nivel IV, lo que implica que la GLB sería no tóxica para Cyprinus carpio. 

Al comparar la CL50 de glibenclamida en C. carpio con otras especies, se puede observar que la 

carpa común es una especie más resistente. En la hoja de seguridad de la GLB emitida por la 

Comunidad Europea en su reglamento CE número 1907/2006 con fecha de emisión del 
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27/06/2013 se menciona que la CL50 para el crustáceo Daphnia magna y en peces fue >100 mg 

L-1. También Cunningham et al. (2006) reportaron que existe una baja ecotoxicidad inducida 

por GLB, ellos  demostraron valores  de  EC50  > 100  mg∙L-1  en diferentes  especies como 

daphnidos, algas y peces. La mortalidad de los peces observada en este estudio podría ser 

explicada debido a que el exceso de GLB en los peces genera un estado de hipoglicemia, por 

lo que el balance homeostático de los iones se ve alterado. Este proceso, induce a una 

despolarización de la membrana y la liberación masiva de neurotransmisores en cerebro de 

la carpa incluyendo el glutamato (Siesjo, 1988; Erecinska & Silver, 1989). La acumulación 

de glutamato conduce a un incremento en la concentración de calcio mitocondrial y de ROS 

(Choi, 1987; Coyle & Puttfarcken 1993), lo que genera estrés oxidativo. Este fenómeno 

contribuye a presencia de isquemia cerebral e hipoxia, las cuales inhiben la cadena de 

transporte de electrones con una pérdida del potencial de la membrana mitocondrial y una 

posterior inhibición en la síntesis de ATP (Siesjo et al., 1995). Esta serie de sucesos pueden 

haber contribuido en la muerte del pez. 

Los resultados de los biomarcadores de oxidación celular mostraron en el CHPx y MDA 

(Figs. 1 y 2) incrementos con respecto a los grupos control en todos los órganos evaluados y 

en las tres concentraciones ensayadas, en la mayoría de forma significativa. En el CHPx se 

observó que en el caso de sangre, branquias y músculo el incremento del biomarcador fue 

concentración dependiente, y en el MDA se observó una tendencia al incremento significativo 

del biomarcador a la concentración de 1000 ng∙L-1. Para ambos biomarcadores (CHPx y 

MDA) su mayor incremento se observó en cerebro. Como se sabe existen varios factores que 

pueden favorecer a que el sistema nervioso central sea altamente susceptible al estrés 

oxidativo: 1) el tejido cerebral experimenta una alta fosforilación oxidativa y emplea una 
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cantidad elevada de oxígeno, 2) es rico en ácidos grasos poliinsaturados que pueden ser 

sustrato de la peroxidación lipídica, y 3) algunas regiones del cerebro contienen una alta 

concentración del hierro (Fe) libre que facilita la formación de radicales libres (Olanow, 

1993). Los resultados de nuestro estudio son similares a los hallazgos encontrados por Tüzün 

et al., 1999, quienes demostraron un incremento significativo en los niveles de MDA en 

cerebro, hígado y riñón de ratas albinas machos neonatales. Los incrementos en el contenido 

de CHPx y MDA podrían ser explicados por el mecanismo de acción de la GLB, cuando está 

sulfonilurea se une a su receptor biológico, presente en las membranas celulares, produce un 

cierre de los canales de potasio (de la bomba sodio potasio ATPasa) que disminuye la salida 

de potasio, produciendo la despolarización de la membrana, inhibición de la síntesis de ATP 

e incremento de Ca2+ intracelularmente (Eliasson et al., 1996), que ha sido asociado con el 

aumento en los niveles de glutamato extracelular (Ferrand-Drake et al., 1999) y con la 

activación de una gran variedad de enzimas dependientes de calcio, entre las que destacan 

las proteasas, lipasas y endonucleasas, las cuales dañan el citoesqueleto, membrana celular y 

a los ácido nucleicos respectivamente en cerebro (Orrenius et al., 1989). Así mismo, el 

incremento en los niveles de calcio intracelular han sido relacionados con la generación de 

radicales libres, mediante la activación de la fosfolipasa A2 y de la óxido nítrico sintetasa 

(NOS) (Lafon-Cazal et al., 1993). Adicionalmente, los incrementos en el contenido de CHPx 

y MDA pueden ser explicados por la biotransformación por fase 1 de la GLB, por el sistema 

de citocromo P450, que puede dar origen a la generación de radicales libres como son el 

radical hidroxilo, oxígeno singulete y radical superóxido, estas ROS son altamente reactivas 

y pueden atacar directamente a los lípidos de membrana. La subfamilia CYP2 es 

especialmente conocido por ser el responsable de la biotransformación de GLB, 
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especialmente la CYP2C9 (Blanco et al. 2005; Zanger et al., 2008). Diferentes familias de 

genes P450 (CYP) se han caracterizado en los peces como C. carpio, como la CYP1, CYP2, 

CYP3, CYP4, CYP11, CYP17 y CYP19 

(Stegeman y Livingstone, 1998; Botello, et al., 2005). Esto sugiere que la biotransformación 

de la GLB por fase 1, a 3 y 4 hidroxi-GLB puede ser similar al proceso que ocurre en 

mamíferos, generando las ROS que incrementan estos biomarcadores en los diferentes 

órganos evaluados. Se sabe que las branquias, son el primer órgano del pez que se encuentra 

en contacto directo con el medio ambiente y en donde se lleva a cabo el intercambio de iones 

como el oxígeno y la regulación acido – base y que tienen capacidad de biotransformación 

de los xenobióticos (Monteiro et al., 2005), así mismo el hígado es el órgano que por 

excelencia se encarga de la biotransformación de xenobióticos como la GLB (Groop et al., 

1991). Por lo tanto, como en estos órganos hay biotransformación de tipo oxidativa de la 

GLB, esto puede explicar el incremento de ROS con el subsecuente aumento de CHPx y 

MDA. 

Los resultados de la evaluación de las enzimas antioxidantes mostraron incrementos respecto 

al grupo control para SOD (Fig. 12) en todas las concentraciones ensayadas en todos los 

tiempos en sangre, hígado y músculo; para el caso de branquias y cerebro se observó el 

mismo comportamiento hasta las 72h. En referencia a la actividad de CAT (Fig.13) se 

observó incremento respecto al grupo control en todas las concentraciones, órganos 

ensayados y tiempos de exposición; particularmente en cerebro el efecto fue concentración 

dependiente. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Elmali et al. (2004) quienes 

observaron incrementos en la actividad de las enzimas SOD y CAT por exposición a GLB 

con respecto al grupo control en ratas albino macho. También Tüzün et al. (1999) observó 
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un incremento en la actividad de la CAT por exposición a GLB en ratas albino macho 

neonatos, con respecto a los grupos control. Es bien sabido, que el sistema antioxidante está 

mediado por las enzimas antioxidantes SOD y CAT, que funcionan secuestrando ROS y las 

convierten en compuestos con menor toxicidad y reactividad. La SOD es la primera enzima 

que participa en el proceso y es la encargada de dismutar el radical anión superóxido 

formando peróxido de hidrogeno (Van der Oost et al., 2003). Posteriormente, la CAT actúa 

sobre este sustrato generando H2O y O2 (Vendemiale et al., 1999). Los incrementos 

observados en este estudio en las enzimas SOD y CAT puede ser explicado por la 

biotransformación y el mecanismos de acción de la GLB que como ya se mencionó 

previamente generan radicales libres en el superóxido y H2O2, sustratos de la SOD y CAT, 

respectivamente. 

Las concentraciones de GLB en los diferentes órganos evaluados y a los diferentes tiempos 

de exposición mostraron que las matrices biológicas donde hubo una mayor captación de la 

GLB fueron sangre, hígado y músculo y que los órganos con menor captación de la GLB 

fueron branquias y cerebro. Las propiedades fisicoquímicas de la GLB refieren que es un 

fármaco pobremente soluble en agua (aproximadamente 38 μM/L a 37°C) con una pobre 

biodisponibilidad por vía oral (Censi et al. 2016), lo que se comprueba en la tabla 2, ya que 

los valores de bioconcentración de GLB en los diferentes órganos es bajo. Sin embargo, estas 

bajas concentraciones captadas de GLB son capaces de inducir estrés oxidativo a los diferentes 

tiempos de exposición y de manera estadísticamente significativa con respecto a los 

controles. 

En resumen y de acuerdo a los hallazgos encontrados en la presente investigación, sugerimos 
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que la GLB es capaz de generar estrés oxidativo en Cyprinus carpio mediante el siguiente 

mecanismo (ver Fig. 21). La GLB se une a su receptor biológico en la membrana celular, 

como consecuencia se presenta un cierre de los canales de potasio dependientes de la bomba 

sodio potasio ATPasa, por lo que disminuye la salida de potasio, lo que conlleva a una 

despolarización de la membrana. Esta despolarización por una parte, puede conducir al 

incremento de Ca2+ intracelular, el cual activa la fosfolipasa A2 y la NO sintetasa produciendo 

radicales libres; por otra parte, específicamente en cerebro, puede producir una liberación de 

neurotransmisores como el glutamato, el cual al acumularse favorece también el incremento 

de la concentración de Ca2+ intracelular, activando enzimas dependientes del Ca2+ como 

proteasas, lipasas y endonucleasas las cuales también pueden liberar radicales libres. Otra 

forma en la que se liberan radicales libres es a través de la biotransformación por fase 1 de la 

GLB, por el sistema de citocromo P450, que puede dar origen a la generación de radicales 

libres. Finalmente, estos radicales libres pueden dañar el citoesqueleto, membrana celular y 

DNA. 
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Figura 21. Mecanismo propuesto de generación de estrés oxidativo en Cyprinus carpio. La GLB se une a su 
receptor biológico en la membrana celular, como consecuencia se presenta un cierre de los canales de potasio 
dependientes de la bomba sodio potasio ATPasa, por lo que disminuye la salida de potasio, lo que conlleva a 
una despolarización de la membrana. Esta despolarización por una parte, puede conducir al incremento de Ca2+ 

intracelular, el cual activa la fosfolipasa A2 y la NO sintetasa produciendo radicales libres; por otra parte, 
específicamente en cerebro, puede producir una liberación de neurotransmisores como el glutamato, el cual al 
acumularse favorece también el incremento de la concentración de Ca2+ intracelular, activando enzimas 
dependientes del Ca2+ como proteasas, lipasas y endonucleasas las cuales también pueden liberar radicales 
libres. Otra forma en la que se liberan radicales libres es a través de la biotransformación por fase 1 de la GLB, 
por el sistema de citocromo P450, que puede dar origen a la generación de radicales libres. Finalmente, estos 
radicales libres pueden dañar el citoesqueleto, membrana celular y DNA. 
 
 

Por otra parte, los resultados de incremento tanto en el grado de MDA como en el grado de 

CPx inducidos por la GLB en ambas concentraciones de 50 y 1000 ng∙L-1 durante los 5 

tiempos de exposición en la carpa común, comprueban el efecto de este xenobiótico en las 

propiedades fisicoquímicas y texturales del músculo, esto se debe a que la GLB es un fármaco 

que al ser una sustancia biológicamente activa y al llegar a los diferentes órganos de los 

hidrobiontes, puede biotransformarse y originar moléculas más reactivas como son las 
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2 

diversas especies reactivas de oxígeno (ROS), principalmente el oxígeno singulete, el radical 

superóxido, el peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilos; estas moléculas son conocidas 

por ser altamente reactivas y llegar a inducir daño a las proteínas musculares (MP), causando 

oxidación de los aminoácidos presentes en las cadenas, como consecuencia diversas 

afectaciones en la funcionalidad de las proteínas, como lo es la pérdida de solubilidad, 

oxidación de grupos sulfhidrilo (-SH), alteración de CRA (Fig. 19) y daño en la textura, 

causando un detrimento en la calidad de la carne (Lund et al., 2011; Estévez, 2011). 

Los resultados del grado de L-OX, en todas las muestras presentaron un incremento en la 

concentración de malondihaldeido (MDA), esto podría explicarse debido al alto grado de 

insaturación de los lípidos presentes en el músculo y a su alta concentración de metales 

(Kanner et al., 1987), Kandemir, Ş. y Polat, N., 2007, mencionan que la carne de pescado es 

una de las más sensibles a la oxidación de lípidos y es la mayor causa del deterioro de la 

grasa del mismo, esta oxidación de los lípidos, conduce a la formación de hidroperóxidos 

(moléculas inestables), que una vez fragmentados, liberan aldehídos de cadena corta como el 

MDA, cetonas y ácidos grasos, lo que podría contribuir al deterioro de la textura y del sabor 

de la carne, como lo menciona Spuch y Judis (2004). Por lo que, en el presente estudio, se 

observó una mayor reducción del valor del pH para la mayor concentración a partir de las 72 

h, esta reducción del pH (Fig. 14) se puede explicar debido al incremento en la concentración 

de MDA y a la acumulación de lipoperóxidos, provocando la degradación de las proteínas 

estructurales del músculo de pescado principalmente la miosina, como lo menciona Wang 

(2011). 

El incremento en la formación de P-OX, podría deberse a que en el proceso de 

biotransformación oxidativa de la GLB se generan ROS como H2O2 y O- , las cuales actúan 
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extrayendo un átomo de hidrógeno (Hx) de los grupos metileno de los aminoácidos de las 

proteínas,  promoviendo  la  formación  del  radical  carbonilo  (Px),  consecuentemente este 

radical es convertido en radical peroxilo (POOx) en la presencia de O2 y de un alquil peróxido 

(POOH), mediante la extracción de un átomo de hidrógeno de otra molécula adyacente (Lund 

et al., 2011); dichas ROS tienden a unirse a los aminoácidos de las proteínas e inducir daño 

a los centros nucleofílicos, causar oxidación de los -SH, la fragmentación de péptidos, la 

modificación de grupos prostéticos y la nitración de proteínas, del mismo modo, los 

aminoácidos lisina, prolina y arginina, al ser oxidados en presencia de Fe+3 y de H2O2, forman 

compuestos oxidados de MP, llamados semialdehidos D-aminoadipico y J-glutámico (AAS 

y GGS, respectivamente), los cuales podrían representar hasta el 70% de las proteínas 

carboniladas de las MP, por lo que al presentarse en un alto porcentaje, podría ocasionar la 

pérdida de la funcionalidad de las proteínas (Estévez, 2011), en este estudio se observó un 

decremento (p<0.05) de los grupos sulfhidrilos (-SH) en ambas concentraciones (Fig. 17), 

esto podría ser debido a que los -SH son altamente susceptibles a la oxidación en presencia 

del H2O2, el cual es acumulado en las células y originado por la biotransformación de la GLB. 

Principalmente los grupos tioles de la cisteína son los más susceptibles a la oxidación, 

generando una serie de productos oxidados tales como el ácido sulfénico (RSOH), ácido 

sulfínico (RSOOH) y entrecruzamiento de grupos disulfuro (RSSR) (Lund 2011), 

coincidiendo con lo reportado por Eymard et al. (2009), donde menciona una pérdida de -SH 

en pescado hasta de un 50% debido a la carboxilación de las proteínas del músculo. La 

miosina, al ser una de las proteínas estructurales que se encuentra en mayor proporción en 

el músculo (70 a 80%) es una de las MP más susceptibles al daño oxidativo, Hanan y Shaklai 

(1995) han observado que en presencia de H2O2 forma agregados covalentes insolubles 
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formando entrecruzamiento de proteínas, por lo tanto, los enlaces proteína- proteína se ven 

favorecidos y los enlaces proteína-agua se ven reducidos, debido a que se pierden las 

estructuras terciarias y cuaternarias (Xiong, 2000) menciona que una oxidación indeseable 

causa alteraciones en las características fisicoquímicas del músculo y productos procesados 

exhibiendo signos de oxidación como una baja CRA, y baja habilidad de formación de geles, 

así como una fragmentación en la proteína miofibrilar (Baron et al. 2009; Liu & Xiong 2000) 

en el presente estudio se observó una pérdida en la solubilidad (p<0.05) y una disminución 

en la CRA (p<0.05), sabiendo que la CRA se define como la habilidad de la carne de mantener 

su propia agua o el agua añadida, durante la aplicación de una fuerza externa; esta capacidad 

de la carne se vio afectada por los procesos de carboxilación de las proteínas, como lo 

describe Huff-Lonergan y Lonergan, (2005), así como una pérdida de la jugosidad del 

músculo, haciéndolo más duro como se pudo observar en el resultado del esfuerzo al corte; 

como lo reportan Fuentes et al., (2010); Xiong, (2000), Sun et al., (2011); pudiendo todo esto 

alterar su valor tecnológico, como se comprobó con los resultados del TPA (tabla 4), en 

donde hubo una disminución significativa (p<0.05) en los parámetros de dureza, cohesividad, 

elasticidad, masticabilidad y gomosidad de los geles elaborados con las proteínas a los 

diferentes tiempos de exposición y en ambas concentraciones. Por lo que la presencia de la 

GLB afectó la funcionalidad de las proteínas disminuyendo la capacidad de gelificación a 

medida que incrementa el tiempo de exposición para ambas concentraciones la formación de 

la red tridimensional no se llevó a cabo, esto debido a la disminución del pH el cual se 

acercó al punto isoeléctrico de las proteínas, teniéndose como consecuencia una diminución 

en la CRA y por lo tanto una disminución en la solubilidad como se observa en la figura 19. 

La posible fragmentación por el proceso de oxidación debido a la presencia de la GLB se 
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pudo confirmar en el análisis de electroforesis (SDS-PAGE) (Fig. 20), donde se muestra una 

degradación en la miosina a partir de las 24 horas de exposición para ambas concentraciones, 

observándose la aparición de péptidos de bajo peso molecular, lo cual representa una 

evidencia directa de los cambios oxidativos en las proteínas como lo reporta Xiong (2000). 

El mecanismo propuesto para estas respuestas se muestran en la figura 22, donde se observa 

que en a) Los grupos  SH- que contienen las cadenas laterales de los restos de aminoácidos 

como la cisteína, son los más susceptibles a la oxidación, debido a la alta reactividad del 

grupo tiol (Zhang y otros, 2013). La oxidación del grupo tiol ocurre por 2 vías principales: 

(1) los radicales libres oxidan los grupos SH para generar radicales de tiol, que pueden 

reaccionar con otros tioles/tiolatos para formar enlaces disulfuro o reaccionar con O2 para 

producir radicales (RSOO peroxy-tiol); y 2) Un no-radical RS (por ejemplo, H2O2, 1O2) 

reacciona con el grupo tiol formando ácidos que contienen azufre, que puede ser objeto de 

nuevas reacciones. Por ejemplo, en el b) se observa que al reaccionar el peróxido de hidógeno 

con cisteína se genera, acido sulfénico (CysSOH), ácido sulfinico, (CysSO2H) y ácido 

sulfónico (CysSO3H) (Claibore et al., 2003), los cuales puede producir oxiacidos por las 

reacciones de hidrólisis o compuestos con enlaces disulfuro. Por otra parte, en el c) se muestra 

la oxidación de la metionina por oxigeno singulete (1O2 ) en donde los residuos de metionina 

pueden ser fácilmente oxidados y el principal producto resultante de la oxidación de la 

metionina es el metil sulfoxido (MET SO-), que además pueden ser objeto de oxidación para 

generar la metionina sulfona (Met-SO) (Vogt, 1995). Finalmente en el c) se muestra la 

reacción de dos aductos de proteínas como la lisisna, que al reaccionar con el MDA se 

obtuvieron: (1) aducto de base de Schiff MDA a la ε-amino de los residuos de lisina; y (2) 

bis-base de Schiff diimina con enlace entrecruzado, formadas por la reacción de 
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condensación de MDA con 2 ε-amino grupos de residuos de lisina, dando como resultado 

enlaces entrecruzados inter o intra-moleculares. (Requena y otros 1996).  
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Figura 22. Mecanismos propuestos de daños ocasionados por a) Radicales Libres; b) Peróxido de hidrógeno, 
c) oxígen singulete y d) MDA en proteínas del músculo de Cyprinus carpio. Fuente: Papuc (2017). 
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9. CONCLUSIONES 
 

Cyprinus carpio bioconcentra GLB a partir de las 12 h de exposición a las concentraciones 

de GLB de 50, 100 y 1000 ng∙L-1, y los órganos donde más se concentran estos compuestos 

son sangre, hígado y músculo. La GLB indujo incrementos de CHPx, MDA, CPx y la 

actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT en todos los órganos evaluados. 

A pesar de que cerebro fue uno de los órganos que menos bioconcentró a la GLB se 

observaron incrementos significativos de los biomarcadores de oxidación celular con 

respecto a los controles. 

El incremento en el grado de lipoperoxidación (L-OX) y en la oxidación de las proteínas (P- 

OX) del músculo de C. carpio tuvo un efecto significativo en las propiedades fisicoquímicas 

y texturales, ocasionando un detrimento en su calidad funcional y probablemente en su 

calidad nutrimental. 

Este estudio demostró que la presencia de estos xenobióticos podría tener un impacto 

ecotoxicológico en especies acuáticas de importancia económica y nutrimental. 

10. PERSPECTIVAS 

En  base a los resultados obtenidos en esta investigación; se propone continuar con los 

siguientes estudios como: 

x Estudios de genotoxicidad y citotoxicidad inducidos por GLB. 

x Estudios de teratogénesis y/o mutagénesis inducidos por GLB. 

x Evaluación del perfil de aminoácidos del músculo del C. carpio expuesto a GLB. 

x Evaluación del efecto tóxico de los metabolitos de la GLB en especies hidrobiontes. 
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 28 

Abstract 29 

One of the most-prescribed hypoglycemic agents for the control of type 2 diabetes mellitus is 30 

glibenclamide (GLB), which, as a result of its high consumption, reaches different bodies of water 31 

through a diverse number of outlets, where species of commercial interest such as Cyprinus carpio, can 32 

be found; however, there are few studies on the effects of these pharmaceuticals over the quality of 33 

these species. The objective of this work was to evaluate the effects of GLB over the physicochemical 34 

and textural properties of the muscles of Cyprinus carpio, through determination of the degree of 35 

lipoperoxidation, content of carbonylated proteins, pH, solubility, water holding capacity, total 36 

sulfhydryls, texture profile analysis and electrophoretic profile, for two concentrations of GLB (50 and 37 

1000 ng/L) and exposure times of 0, 24, 48, 72 and 96 h. The results showed a significant decrease in 38 

the physicochemical and textural properties of the muscle.  39 

Key words: Cyprinus carpio; glibenclamide; protein oxidation; physicochemical properties; textural 40 

properties  41 

 42 
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 56 

 57 

1 Introduction 58 

The new lifestyles originated by globalization and worldwide economic and industrial growth have 59 

lead to a change in eating habits within society, in the forms of excessive consumption of foods 60 

with high energy content, abuse of sugary drinks, consumption of alcohol and tobacco, thus causing 61 

obesity, which leads to chronic degenerative illnesses associated to these excesses, such as Type II 62 

Diabetes Mellitus (DM2), high blood pressure, coronary cardiopathies and cancer (Moodie et al. 63 

2013). According to the last world report on Diabetes (WHO, 2016), the global prevalence of this 64 

illness has doubled from 1980 to 2014, passing from 4.7% to 8.5% with a figure of 422 billion 65 

people with diabetes within the adult population, for which one of the most-prescribed 66 

hypoglycemic agents for the control of DM2 is glibenclamide (GLB), which, due to its high 67 

production and consumption worldwide, has been reported to be present in different bodies of water 68 

after waste disposal from pharmaceutical companies is carried out, despite their use of conventional 69 

residue elimination treatments (Rebollo et al., 2011; Radjenovic et al., 2009) in concentrations that 70 

range from 0.6 ng/L to 16 µg/L, with its point of origin usually being hospital, city and industrial 71 

waste waters (Ginebreda et al., 2012; Radjenovic et al., 2007). The presence of these xenobiotic 72 

substances, in their potentially-active form (API), as well as their metabolites (3cis and 4 trans-73 

hydroxyGLB) (Radjenovik, 2008) directly affect aquatic life, due to its increase in deposition in 74 

tissues, and since these are susceptible to oxidation, a greater deposition in cell membranes increase 75 

the susceptibility of the tissues to damage by the effects of peroxidation, as well as changes in 76 

membrane composition, which could contribute in generating alterations of some important 77 

physiological functions in aquatic organisms, such as osmoregulation (Livingstone, 2003) or lead to 78 

a weak immune response. 79 

The oxidation of unsaturated lipids present in fish leads to the formation of unstable 80 
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hydroperoxides, which, once fragmented, release short-chain aldehydes such as malonaldehyde 81 

(MDA), ketones and fatty acids, as well as the development of some polymers, which are believed 82 

to contribute to the rancid taste of these (Lund et al., 2011; Estévez, 2011). Previous studies have 83 

demonstrated that GLB can generate an increase in the levels of malonaldehyde (MDA) and 84 

catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) enzyme activity in different tissues of male albino 85 

rat newborns exposed to GLB (Tüzün et al., 1999; Nazaroglu et al., 2009) and, as a consequence, 86 

could cause an alteration in the texture and structure of muscle tissues (Estévez, 2011), for which 87 

the presence of GLB in diverse bodies of water could have effects over aquatic species of 88 

worldwide economic importance, such as the common carp (Cyprinus carpio), whose 89 

characteristics are: having white meat, of pleasing taste and high nutritional value, and is found 90 

within the group of “semi-fatty fish”. It also possesses proteins of high biological value and high 91 

content of iron and phosphorous. Despite the fact that there are studies concerning the toxicity of 92 

emerging contaminants in aquatic species, there are few studies which correlate the changes 93 

produced by the oxidizing agents with the quality of the muscle tissues; thus, the objective of this 94 

research was to evaluate the effects induced by GLB over the degree of peroxidation (L-OX) and 95 

the oxidation of proteins (P-OX) of muscle and its relation with the physicochemical changes: water 96 

holding capacity (WHC), solubility (SOL), sulfhydryl group content (-SH) and functional changes: 97 

texture profile analysis (TPA) and effort required while cutting with a Warner-Bratzler blade (W-98 

B), of the muscle of Cyprinus carpio, exposed to two concentrations of GLB of a relevant 99 

occurrence in distinct bodies of water (50 and 1000 ng/L). 100 

2 Methodology 101 

2.1 Test substances 102 

Glibenclamide (CAS number 10236-21-8, ˃99% purity) was acquired from Sigma-Aldrich (Toluca, 103 

State of Mexico, Mexico). A concentrated 1 g GLB solution was prepared and a 0.02% solution of 104 

DMSO was also prepared to dissolve it in 1 L of distilled water in order to prepare the solutions of 105 
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GLB that were employed in this study (50 and 1000 ng/L). 106 

 107 

2.2 Collection and maintenance of the carp (Cyprinus carpio): The carps were 108 

obtained from the Tiacaque aquatic center in the State of Mexico, in its “youth” stage (19.5 109 

± 0.5 cm long and 145 ± 0.5 g of weight on average), and were transported to the 110 

laboratory, in properly-sealed polyethylene bags, with chlorine-less water and 85-90% 111 

oxygen. The fish were acclimated and fed during 15 days in a tank which contained 112 

chlorine-less water, under the following conditions: temperature (20 ± 2° C), oxygen 113 

concentration of 85-90%, pH of 7.0-8.0, total alkalinity of 17.8 ± 5.3 mg/L and total water 114 

hardness of 18.5 ± 0.6 mg/L, and were maintained in normal 12h/12h periods of 115 

light/darkness. During the 15-day period, three quarters of the total water volume were 116 

replaced each 24 hours in order to maintain a healthy environment. 117 

The waters of the carp-breeding place were analyzed through atomic absorption in order to 118 

guarantee that the carps were not exposed to any contaminant. In the screening carried out, the 119 

presence of As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb and Zn were determined, and after the analysis, none of 120 

these substances were present in the breeding-place waters. It is worth mentioning that, because of 121 

its location, no sources of exposure to pharmaceuticals or other contaminants that could interfere 122 

with this experiment, existed. 123 

 124 

2.3 Exposure of the carp to GLB: 125 

For this analysis, two different concentrations of GLB (50 and 1000 ng/L) were employed, which 126 

were selected according to reported occurrences (Radjenovik et al., 2009; Verlicchi et al., 2012; 127 

Osorio et al., 2016). The exposure times were 0, 24, 48, 72 and 96 h. Five fish were exposed per 128 

system. Likewise, a solution free of GLB was prepared for each exposure time. Each system was 129 
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carried out in triplicate. In total, 300 fish were employed. The containers of each test system 130 

consisted in glass tanks with a 40-liter capacity each, in which the aforementioned concentrations 131 

of GLB were added. The systems were kept at room temperature with a 12h/12h natural 132 

photoperiod of light/darkness and constant, proportioned aeriation, at an oxygen concentration 133 

between 80-90%. During the experiment, no food was provided to the fish. The experiment was 134 

static, with no replenishment of the medium, according to guide 203 of the Organization for 135 

Cooperation and Economic Development (OECD, 1992), to evaluate the acute effects in fish 136 

exposed to chemical substances. 137 

At the end of each exposure time, each fish was anesthetized and sacrificed in order to extract the 138 

muscle samples. The muscle samples for each one of the systems was divided into two batches. 139 

The first batch of each system was homogenized in phosphate buffer solution (pH 7.4) and was 140 

centrifuged at 12,500 rpm at -4 °C during 15 minutes. The supernatant was used in order to 141 

evaluate the degree of L-OX through the malonaldehyde content analysis (MDA) and the 142 

precipitate was employed in order to evaluate the P-OX through the carbonylated protein content 143 

analysis (PCC). The second batch of muscle was used in order to evaluate physicochemical 144 

properties such as pH, SOL, WHC, -SH. TPA and W-B. 145 

 146 

 147 

2.4 Analysis of MDA 148 

This analysis is based on the colorimetric determination of MDA, employing 2-thiobarbituric acid 149 

(TBARS) in order to be able to estimate the degradation of lipids contained in foods and 150 

biological systems (Büege and Aust, 1978). Fifty microliters of supernatant were mixed with 450 151 

µL of 150 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4). Next, 1 mL of TCA-TBA reagent (0.375% thiobarbituric 152 

acid in 15% trichloroacetic acid), was added. The solution was stirred with a vortex for 1 min and 153 

the samples prepared were maintained in a boiling water bath for 15 min. Immediately after, they 154 
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were cooled to -4 °C for 3 min and were incubated at 37 °C for 30 minutes. Finally, the samples 155 

were centrifuged at 3500 rpm for 10 min and an absorbance determination of the samples was 156 

carried out at a wavelength of 535 nm, using a blank with the same treatment as the samples, The 157 

results were expressed in nanomoles of malonaldehyde (nM of MDA) per mg of protein. The 158 

concentration of MDA in the samples was calculated using a extinction coefficient (CEM) of 1.56 159 

x 105 M-1cm-1. 160 

2.5 Determination of PCC 161 

This analysis was carried out according to the method described by Levine et al. (1994), modified 162 

by Burcham (2007). Two hundred microliters of supernatant and 150 µL of dinitrophenylhydrazine 163 

(10 mM, dissolved in 2M HCl) were mixed. This sample was incubated and protected from the light 164 

at 25 °C for 60 min. Next, 500 µL of 20% trichloroacetic acid were added and the sample was 165 

centrifuged for 5 min at 11000 rpm. The resulting precipitate was collected and rinsed 4-5 times 166 

with a 1:1 solution of ethyl acetate-ethanol. Once the rinsing had been done, the button obtained 167 

was dissolved in 1 mL of guanidine solution (6M, pH 2.3) and incubated at 37 °C for 30 min. 168 

Finally, the absorbance of the resulting sample was determined at a wavelength of 366 nm. The 169 

results were expressed in nM of reactive carbonyls (C=O)/mg of proteins in wet tissue, using the 170 

CEM with a value of 21000 M-1cm-1.  171 

 172 

2.6 Determination of -SH: The determination was carried out according to the Ellman method 173 

(1959), reported by Morachis-Valdez et al. (2017): one milliliter of CP (with 5 mg/mL of protein) 174 

and 9 mL of 8 M urea dissolved in a Tris-Glicine-EDTA buffer (10.4 g/L Tris; 6.9 g/L glicine; 1.2 175 

g/L EDTA, pH 8.0). It was left to rest at room temperature for 30 min. Afterwards, to 3 mL of the 176 

sample, 50 mL of the 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoic (4 mg/mL in the same buffer solution), was 177 

added and left to rest for 30 min in darkness. The absorbance was measured at a wavelength of 412 178 

nm. The final concentration of -SH was expressed as µM SH/mg of protein. 179 
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2.7 pH measurement: This analysis was carried out according to the AOAC 981.12/2002 180 

method. The muscle was weighed and homogenized with distilled water in a 1:10 181 

proportion. The temperature of the solution was adjusted to 20 °C ± 0.3 °C and was filtered. 182 

The pH measurement was carried out with a digital potentiometer (Hanna instrument pH 183 

210, Ukraine), which was previously calibrated. 184 

  185 

 186 

2.8 WHC analysis: In agreement with the Honikel and Hamm method, adapted by Dublán et al. 187 

(2006), 10 ± 0.5 g of muscle were weighed and finely cut. Next, 5 g of this sample were taken and 188 

placed in a centrifuge tube, to which 8 mL of a 0.6 M NaCl solution were added. This mixture was 189 

stirred with a glass rod for 1 min in an ice bath and left to rest for 30 min. Once the time had 190 

transpired, the sample was again stirred with a glass rod for 1 min and was centrifuged for 15 min at 191 

3500 rpm. The supernatant was decanted and the volume was measured. The results were reported 192 

as volume of NaCl retained per 100 g of sample. 193 

 194 

2.9 Concentration of proteín: For this determination, the biuret method was employed, as reported 195 

by Zhou & Regenstein (2006). One milliliter of solution and 3 mL of biuret reagent (1.5 g of copper 196 

sulfate and 6 g of sodium and potassium tartrate in 500 mL of distilled water, in a 1 L volumetric 197 

flask, with 300 mL of 10% sodium hydroxide added, gauged to 1 L with distilled water) were 198 

mixed. The solution was homogenized and left to rest in darkness for 30 min. Finally, the solution 199 

was measured with a wavelength of 540 nm. The data obtained was correlated with a reference 200 

curve of bovine serum albumin, with a concentration of 0 – 10 mg/mL.  201 

 202 

2.10 Solubility: Solubility was determined according to the Pilosof method (2000). A sample of 10 203 

mL containing 5 mg/mL of protein (CP) was centrifuged at 3500 rpm at 4 °C. The concentration of 204 
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proteins was determined in the supernatant via the biuret method. Solubility was reported as a 205 

relationship between the content of proteins in the supernatant and the protein content without 206 

centrifugation, multiplied by 100 in order to express it in percentage. 207 

 208 

2.11 Effort required while cutting (W-B): The determination was carried out according to the 209 

method reported by De Huidobro et al. (2005), with modifications. Samples of 3 cm2 were 210 

horizontally placed between the base of the cell and the blade that executed the cut, which lowered 211 

vertically until cutting the sample in half. The resistance towards the cut was evaluated with a test 212 

velocity of 1 mm/s and a recoil velocity of 2 mm/s, with a Warner-Brazler blade (HDP/BSW, Stable 213 

MicroSystems, Surrey, UK), adapted to a TA-XT2 texture analyzer, version 2.63 (Texture 214 

Technologie Corporation, Scarsdale, New York, USA). The maximum force detected was reported 215 

in Newtons. 216 

 217 

2.12 Gel formation: The method reported by Silva-Rios (2013) was employed, with modifications. 218 

Each sample of CP (50 mg/mL) was poured into a glass vial with a screw cap. The process of gel 219 

formation was carried out submitting each vial to a temperature ramp in a water bath: first, the 220 

samples are gradually heated until they reach 40 °C and are maintained at that temperature for 30 221 

min. Once the time has transpired, the temperature is increased at a rate of 1 °C per minute until it 222 

has reached 75 °C within the gel. The samples are maintained at this temperature for 20 minutes and 223 

once this time has transpired, they suffer thermic shock when placed in an ice bath. Finally, the gels 224 

are left to age in refrigeration at 4 °C for 24 h until their posterior evaluation. 225 

2.13 TPA analysis 226 

The analysis was carried out according to the method reported by Jafarpour and Gorczyca (2009), 227 

with modifications. A TA-XT2 texturometer, version 2.63 (Texture Technologie Corporation, 228 

Scarsdale, New York, USA) was used, with a loading cell of 5 Kg. The gels formed in the tubes 229 



  126  
M. en I. Ericka Ma. Gpe. Martínez Viveros 

“EVALUACION DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR GLIBENCLAMIDA 
Y SU INFLUENCIA EN LA CALIDAD DE LA CARNE DE Cyprinus carpio” 
 

 

were placed at the base and were penetrated using an 8 mm-diameter acrylic stem. The drop speed 230 

of the stem was one-thousandth of a second and the penetration corresponded to 75% of the gel 231 

thickness, followed by a second penetration. The value obtained was the total work or area under 232 

the curve expressed in Newtons/s, determining hardness (gf), cohesiveness, springiness, chewiness 233 

and gumminess. 234 

 235 

2.14 Electrophoresis in denaturalized conditions. The analysis was carried out according to the 236 

method reported by Garciacarreno et al. (1993), with modifications. First, a protein extraction was 237 

carried out. A 1:4 sample:buffer solution (10% dodecil sodium sulfate (SDS) solution + 5% 238 

mercaptoethanol + 0.05% bromophenol + glycerol, 0.5 M Tris-HCl pH 6.8) was prepared and was 239 

heated in a water bath at 97 °C for 2 minutes before its application. Twenty microliters of sample 240 

was placed in each separating gel rail at 12% of polyacrylamide and 4% concentrator. Ten 241 

microliters of a marker that contains proteins of interest. The samples were treated in the same 242 

conditions. A running buffer (9.0 g tris buffer, 43.2 g of glycine and 3.0 g of SDS with 600 mL of 243 

deionized water) was prepared. For an electrophoretic run, 60 mL of buffer were diluted with 240 244 

mL of water. It was connected to a 200 V power source and a temperature of 4 ± 1 °C in order to 245 

avoid the Joule effect. Once the separation was finished, the gels were stained using a 0.1% R-250 246 

coomasie brilliant blue stain, a 40% methanol and a 10% acetic acid solution for 30 min. To remove 247 

the stain, a 40% solution of methanol and 10% acetic acid was used. 248 

 249 

2.15 Statistical analysis: The analysis was carried out via an ANOVA variance analysis and mean 250 

difference test with the Tukey method, with a significance level of p<0.05, using the SPSS program, 251 

version 17. 252 

 253 

3. Results 254 
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3.1 Degree of L-OX: The results are shown in Fig. 1a. For the highest concentration (1000 ng/L), a 255 

significant increase (U<0.05) was observed for times 24, 48, 72 and 96 h (1268, 1351, 1107 and 256 

1176%, respectively), with regard to the control group and, in the same manner, in the case of the 257 

lowest concentration (50 ng/L), a significant increase (U<0.05) of 67, 86, 252 and 608%, 258 

respectively, was observed, with regard to the control group. 259 

 260 

3.2 PCC content: The results are shown in Fig. 1b. For the highest concentration (1000 ng/L), a 261 

significant increase (U<0.05) was observed for times 24, 48, 72 and 96 h (256, 283, 406 and 439%, 262 

respectively), with regard to the control group. In the case of the lowest concentration (50 ng/L), a 263 

significant increase (p<0.05) was observed at 48, 72 and 96 h (117, 116 and 115%, respectively). 264 

 265 

3.3 -SH analysis: The results can be observed in Fig. 1c. For both concentrations, there was a 266 

significant decrease (p<0.05) with regard to the control group for 24, 48, 72 and 96 h of exposure; for 267 

50 ng/L, 28, 35, 36 and 25%, respectively, and for 1000 ng/L, 80, 90, 89 and 87%, respectively. 268 

 269 

3.4 pH analysis: The results show that for 1000 ng/L, significant decreases arose with regard to the 270 

control group (p<0.05) for times 72 and 96 h (17 and 19%, respectively). For 50 ng/mL, significant 271 

decreases were also present with regard to the control group (p<0.05) for times 72 and 96 h (11 and 272 

12%, respectively) (Fig. 2a). 273 

 274 

3.5 WHC analysis: The results show significant decreases (U<0.05) with regard to the control 275 

group for 1000 ng/L at 48, 72 and 96 h (22, 40 and 43%, respectively). For 50 ng/L, significant 276 

decreases were present with regard to the control group (U<0.05) for times 48, 72 and 96 h (20, 35 277 

and 37%, respectively) (Fig. 2b). 278 

 279 
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3.6 Solubility analysis: The results are shown in Fig. 2c, in which a significant decrease can be 280 

observed with regard to the control group (U<0.05) for both concentrations. For 50 ng/L, 38, 41, 31 281 

and 44%, respectively. For 1000 ng/L, 54, 56, 50 and 53%, respectively, for all four times.  282 

 283 

3.7 W-B analysis: The results are shown in Fig. 2d. For 50 ng/L, a significant increase with regard 284 

to the control group (U<0.05) was observed for times 72 and 96 h (24 and 28%, respectively). For 285 

1000 ng/L, a significant increase with regard to the control group (U<0.05) was observed for times 286 

48, 72 and 96 h (38, 27 and 18%, respectively). 287 

 288 

3.8 TPA analysis: The results can be seen in Table 1, which show a significant decrease with 289 

regard to the control group (U<0.05) in all attributes from 24 h onwards. The capacity of jellification 290 

was affected by the time of exposure in the case of both concentrations (Fig. 3). 291 

 292 

3.9 Electrophoresis 293 

In figure 4, the protein profiles of the different gels obtained from each muscle exposed to the two 294 

concentrations at different times, are shown, in which a clear decrease in myosin can be observed 295 

(myosin is the main protein responsible for the formation of protein networks) once the time of 296 

exposure had transpired for both concentrations. Likewise, there was an appearance of new bands of 297 

low molecular weight. 298 

 299 

4. Discussion 300 

 301 

The present investigation is of great importance in the area of food toxicology with regard to 302 

seafood, due to the fact that until just now, there were few studies on the effects of xenobiotic 303 

substances present in aquatic environments, such as GLB, over the quality of the meat of fish of 304 
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commercial interest for human consumption, as in the case of C. carpio. The results of increase 305 

with regard to the degree of L-OX, as well as in the degree of P-OX, induced by GLB at both 306 

concentrations (50 ng/L and 1000 ng/L) for the 5 exposure times in common carp (Fig. 1) prove the 307 

effects of this xenobiotic over the physicochemical and textural properties of the muscle. This is due 308 

to the fact that GLB is a pharmaceutical that, being a biologically-active substance and once at the 309 

different organs of aquatic species, can biotransform and give origin to more reactive molecules 310 

such as diverse reactive oxygen species (ROS), mainly into singlet oxygen, superoxide radicals, 311 

hydrogen peroxide and hydroxyl radicals. These molecules are known to be highly reactive and to 312 

cause damage to muscle proteins (MP), causing oxidation of the aminoacids present in the chains, 313 

having diverse affectations in the functionality of the proteins, such as the loss of solubility, 314 

sulfhydryl (-SH) group oxidation, alteration of the WHC (Fig. 2b) and damage in texture, causing 315 

detriment in meat quality (Lund et al., 2011; Estévez, 2011). 316 

The results of the degree of L-OX in all samples presented an increase in the concentration of 317 

malonaldehyde (MDA). This could be explained due to the high degree of unsaturation of the lipids 318 

present in the muscle and its high metal concentration (Kanner et al., 1987). Kandemir, S. and Polat, 319 

N. (2007) mention that fish meat is the most sensible to lipid oxidation, which is the main cause of 320 

fat deterioration in fish. This oxidation of lipids leads to the formation of hydroperoxides (unstable 321 

molecules), which once fragmented, release short-chain aldehydes such as MDA, ketones and fatty 322 

acids, which could contribute to the deterioration in the texture and taste of the meat, as mentioned 323 

by Spuch and Judis (2004), reason for which, in the present study, a great reduction in the value of 324 

pH for 1000 ng/L was observed from 72 h onwards. This reduction in pH (Fig. 2a) can be explained 325 

due to the increase in concentration of MDA and the accumulation of lipoperoxides, causing the 326 

degradation of the structural proteins in fish muscle, as mentioned by Wang (2011).  327 

The increase in the formation of P-OX could be due to the fact that, in the process of oxidative 328 

biotransformation of GLB, ROS such as H2O2 y O-
2 are created, which remove an atom of hydrogen 329 
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(Hx) from the methylene groups of the protein aminoacids, promoting the formation of carbonyl 330 

radicals (Px). Consequently, this radical is converted into the peroxyl radical (POOx) in the presence 331 

of O2 and an alkyl peroxide (POOH), through the extraction of a hydrogen atom of an adjacent 332 

molecule (Lund et al., 2011). These ROS tend to bond to protein aminoacids and induce damage to 333 

their nucleophilic centers, causing oxidation of -SH groups, fragmentation of peptides, modification 334 

of prosthetic groups and nitration of proteins. In the same manner, the lysine, proline and arginine 335 

aminoacids, once oxidized in the presence of Fe+3 and H2O2, form oxidized compounds of MP, 336 

called “α-aminoadipic and γ-glutamic semialdehydes (AAS and GGS, respectively), which could 337 

represent up to 70% of MP carbonylated proteins, which, at a high percentage, could lead to the loss 338 

in functionality of the proteins (Estévez, 2011). In this study, a significant decrease in sulfhydryl 339 

groups (-SH) (p<0.05) was observed at both concentrations (Fig. 1c). This could be due to the fact 340 

that -SH groups are highly susceptible to oxidation in the presence of hydrogen peroxide, which is 341 

accumulated in cells and originated by the biotransformation of GLB. Primarily, thiol groups in 342 

cysteine are the most susceptible to oxidation, generating a series of oxidized products such as 343 

sulfenic acid (RSOH), sulfinic acid (RSOOH) and the cross-linking of disulfide groups (RSSR) 344 

(Lund et al., 2011), coinciding with that report by Eymard et al. (2009), in which a loss of up to 345 

50% of -SH groups in fish is due to the carboxylation of muscle proteins. Myosin, being one of the 346 

structural proteins found in a greater proportion in muscle (70-80%), is one of the MPs most 347 

susceptible to oxidative damage. Hanan and Shaklai (1995) have observed that in the presence of 348 

hydrogen peroxide, insoluble covalent aggregates are formed, resulting in the cross-linking of 349 

proteins. Thus, protein-protein bonds are favored and protein-water bonds are reduced, due to the 350 

fact that they lose their tertiary and quaternary structures. Xiong (2000) mentions that an 351 

undesirable oxidation causes alterations to the physicochemical characteristics of muscle and 352 

processed products, exhibiting signs of oxidation such as low WHC and low gel-formation capacity, 353 

as well as fragmentation of microfibrillar protein (Baron et al., 2009; Liu and Xiong, 2000). In the 354 
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present study, a loss of solubility and a decrease in WHC was observed (p<0.05). Knowing that 355 

WHC is defined as the capacity of meat to maintain its own water or the water added, during the 356 

application of an external force. This capacity of the meat was affected by the processes of 357 

carboxylation in the proteins, as described by Huff-Lonergan and Lonergan (2005), as well as a loss 358 

in muscle juiciness, making it hard, as can be observed the “effort required while cutting” results, as 359 

reported by Xiong (2000) and Sun et al. (2011), allowing all this to alter its technological value, as 360 

was proven by the TPA results (Table 1), in which a significant decrease (p<0.05) in the parameters 361 

of hardness, cohesiveness, elasticity, chewiness and gumminess of the gels prepared with the 362 

proteins at different exposure times and both concentrations, for which the presence of GLB 363 

affected the functionality of the proteins, decreasing the capacity of jellification. As can be observed 364 

in figure 3, as exposure time increases for both concentrations, the formation of the three-365 

dimensional network does not occur; this is due to the decrease in pH, which reached the isoelectric 366 

point of the proteins, having as a consequence, a decrease in WHC and thus, a decrease in 367 

solubility. 368 

 369 

The possible fragmentation by the process of oxidation due to the presence of GLB was able to be 370 

confirmed with SDS-PAGE (Fig. 4), in which a decrease in myosin can be seen at 24 hours of 371 

exposure for both concentrations, observing the appearance of peptides of low molecular weight, 372 

which represents direct evidence of oxidative changes in the proteins, as reported by Xiong (2000). 373 

 374 

5. Conclusions: 375 

GLB in concentrations of 50 and 1000 ng/L caused an increase in the degree of lipoperoxidation (L-376 

OX) and the oxidation of proteins (P-OX), having significant effects on the muscle of Cyprinus 377 

carpio as a consequence, decreasing its physicochemical and textural properties and causing 378 

detriment in its functional and nutritional quality, as could be seen in the loss of attributes in 379 
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texture, since having been damaged at a protein level, its capacity of jellification was affected, not 380 

being able to form a three-dimensional network, for which its possible technological use could also 381 

be affected. This study demonstrated that the presence of these xenobiotics has an impact not only 382 

on the environment, but also on species of economic and nutrimental importance. 383 
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 559 
 560 
Figure Captions 561 
 562 
Fig.1 563 

Changes in lipid peroxidation (LPX) (a); protein carbonyl content (PCC) (b); and -SH (c); in 564 

muscle of Cyprinus carpio exposed to two different concentrations of GLB (C1: 50 ng/L and 565 

C2:1000 ng/L) for 0, 24, 48, 72 and 96 h. MDA = malondialdehyde. Values are the mean of three 566 

replicates ± SE. *Significant differences with the control group, ANOVA and Tukey (P <0.05). 567 

Fig. 2 568 

Changes in pH (a); WHC (b); SOL (c) and W-B (d) in muscle of Cyprinus carpio exposed to two 569 

different concentrations of GLB (C1: 50 ng/L and C2:1000 ng/L) for 0, 24, 48, 72 and 96 h.  570 

Values are the mean of three replicates ± SE. *Significant differences with the control group, 571 

ANOVA and Tukey (P <0.05). 572 

 573 

Fig. 3 574 

SDS-PAGE profile of muscle of Cyprinus carpio exposed to two concentrations of glibenclamide 575 

(50 and 1000 ng/L) for 12, 24, 48, 72 and 96 h. C1 = concentration 1 (50 ng/L); C2 = concentration 576 

2 (1000 ng/L). 577 

 578 
 579 
 580 
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 594 
 595 

Table 1. Results of texture profile analysis in muscle of Cyprinus carpio exposed to two GLB concentrations 596 
(50 ng/L and 100 ng/L) for 0, 24, 48, 72 and 96 h. * Significant difference with regard to the control group; a: 597 
significant difference with regard to 0 h.  598 

  Exposure time 

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 
 

Hardness 
Control 1.087 ± 0.021 1.022 ± 0.005 0.980 ± 0.009 a 0.946 ± 0.008 a 0.929 ± 0.003 a 
50 ng/L 0.955 ± 0.007 0.092 ± 0.006 *a 0.040 ± 0.003 *a 0.029 ± 0.002 *a 0.010 ± 0.000 *a 
100 ng/L 0.922 ± 0.005 0.066 ± 0.001 *a 0.024 ± 0.002 *a 0.011 ± 0.001 *a 0.005 ± 0.001 *a 

 
Cohesiveness 

Control 0.015 ± 0.001 0.013 ± 0.001 0.012 ± 0.000 a 0.012 ± 0.000 a 0.010 ± 0.000 a 
50 ng/L 0.014 ± 0.001 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000*a 
100 ng/L 0.014 ± 0.000 0.001 ± 0.000*a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 

 
Elasticity 

Control 0.367 ± 0.015 0.347 ± 0.015  0.333 ± 0.015 a 0.277 ± 0.006 a 0.253 ± 0.001 a 
50 ng/L 0.363 ± 0.006  0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 
100 ng/L 0.330 ± 0.010 0.001 ± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 0.001± 0.000 *a 0.001 ± 0.000 *a 

 
Chewiness 

Control 0.006 ± 0.000 0.005 ± 0.000   0.004 ± 0.000 a 0.003 ± 0.000 a 0.002 ± 0.000 a 
50 ng/L 0.005 ± 0.000  0.000  *a 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 
100 ng/L 0.005 ± 0.000 0.000 *a  0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 

 
Gumminess 

Control 0.016 ± 0.000 0.013 ± 0.000 0.012 ± 0.000 a 0.011 ± 0.000 a 0.009 ± 0.000 a 
50 ng/L 0.013 ± 0.000 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 
100 ng/L 0.012 ± 0.000 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 0.000 *a 
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