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RESUMEN

Los antibioticos desde su descubrimiento, han sido utilizados para tratar enfermedades en humanos
ocasionadas por agente patogenos, pero también han sido ocupados para prevenir y tratar
infecciones en animales y plantas por igual, asi como también para promover el crecimiento animal
en la ganaderia. La amoxicilina (AMX) es un firmaco ampliamente empleado en medicina humana
y veterinaria, en todo el mundo. Su amplia produccién y uso ha generado que este firmaco sea
liberado al medio ambiente en concentraciones que van desde ng L' hasta pg L. Se ha reportado
en investigaciones anteriores que tiene relacion con estrés oxidativo donde se ha reportado la
oxidacion de biomoléculas presentes en la especie Cyprinus carpio, considerando también la
presencia de ciertos farmacos (antibidticos) causando alteraciones en la calidad alimentaria del

musculo en ésta especie.

Estudios previos han demostrado que este antibidtico genera efectos toxicos entre los que destacan
dafio al DNA, alteraciones al desarrollo embrionario y estrés oxidativo en organismos acudticos. Sin
embargo, es necesario caracterizar de forma mas precisa los riesgos que este farmaco produce en
especies de interés econémico como Cyprinus carpio. El objetivo de este estudio fue demostrar si la
AMX a concentraciones ambientalmente relevantes es capaz de inducir alteraciones genotoxicas y
citotoxicas en C. Carpio. Para evaluar la genotoxicidad se empleo el ensayo cometa y la frecuencia
de micronucleos y para determinar efectos citotoxicos se evaluaron la actividad de la caspasa-3 y el
ensayo de TUNEL. Los resultados mostraron que los efectos de los biomarcadores tuvieron su
maximo a las 72 h, en el caso del ensayo cometa para 0.039 ug L' con 29% y para 1.67 pg L! con
40%; para la frecuencia de micronticleos de 205% para la C1 y de 311 para la C2; para la actividad
de caspasa-3 de 262% para C1 y de 787% para C2 y la prueba de TUNEL de 86% y 120% para la
Cl y C2 respectivamente. Los resultados mostraron que a concentraciones ambientalmente
relevantes la AMX fue capaz de generar alteraciones al DNA y efectos citotoxicos en células
sanguineas de la carpa comiin. Los biomarcadores evaluados demostraron ser confiables y eficaces
para evaluar el riesgo de esta sustancia en organismos acuaticos. Al presentar dafio a las
biomoléculas como ADN, lipidos y proteinas, esto a su vez conlleva a la afectacion de organos y
tejidos de los cuales se ven afectadas las propiedades texturales y fisicoquimicas. Al realizar las
pruebas fisicoquimicas al musculo de Cyprinus carpio con el fin de determinar la calidad
alimentaria por medio de las siguientes pruebas se encontrd una disminucion de: pH, capacidad de
retencion de agua, solubilidad, grupos sulthidrilos, capacidad de gelificacion. Al realizar una
correlacion de los resultados obtenidos, la AMX es capaz de generar efectos de geno y citotoxicidad

y estos a su vez afectan las propiedades fisicoquimicas y texturales (calidad alimentaria).



ABSTRACT

Antibiotics since its discovery, have been used to treat diseases in humans caused by pathogens, but
have also been used to prevent and treat infections in animals and plants alike, as well as to promote
animal growth in livestock. Amoxicillin (AMX) is a drug widely used in human and veterinary
medicine, throughout the world. Its wide production and use has generated that this drug is released
to the environment in concentrations ranging from ng L-1 to pg L-1. It has been reported in
previous research that it is related to oxidative stress where the oxidation of biomolecules present in
the species Cyprinus carpio has been reported, also considering the presence of certain drugs

(antibiotics) causing alterations in the food quality of the muscle in this species.

Previous studies have shown that this antibiotic generates toxic effects including DNA damage,
alterations to embryonic development and oxidative stress in aquatic organisms. However, it is
necessary to characterize more accurately the risks that this drug produces in species of economic
interest such as Cyprinus carpio. The objective of this study was to demonstrate whether AMX at
environmentally relevant concentrations is capable of inducing genotoxic and cytotoxic alterations
in C. carpio. The comet assay and the frequency of micronuclei were used to evaluate the
genotoxicity and the activity of caspase-3 and the TUNEL assay were evaluated to determine
cytotoxic effects. The results showed that the effects of the biomarkers had their maximum at 72 h,
in the case of the comet assay for 0.039 ug L-1 with 29% and for 1.67 pg L-1 with 40%; for the
frequency of micronuclei of 205% for C1 and of 311 for C2; for the caspase-3 activity of 262% for
C1 and of 787% for C2 and the TUNEL test of 86% and 120% for C1 and C2 respectively. The
results showed that, at environmentally relevant concentrations, AMX was able to generate DNA
alterations and cytotoxic effects in blood cells of common carp. The biomarkers evaluated proved to
be reliable and effective in assessing the risk of this substance in aquatic organisms. By presenting
damage to biomolecules such as DNA, lipids and proteins, this in turn leads to the involvement of
organs and tissues from which textural and physicochemical properties are affected. When
performing the physicochemical tests on the Cyprinus carpio muscle in order to determine the food
quality by means of the following tests, a decrease was found in: pH, water retention capacity,
solubility, sulfhydryl groups, gelling capacity. By making a correlation of the results obtained, the
AMX is able to generate geno and cytotoxic effects and these in turn affect the physicochemical and

textural properties (food quality).



I. INTRODUCCION

Entre los productos farmacéuticos de mayor consumo, se encuentran los antibidticos que se usan
en grandes cantidades en todo el mundo, tanto en medicina humana como en veterinaria para
tratar infecciones microbianas y para mejorar el crecimiento y la eficiencia alimenticia del
ganado. En consecuencia, se pueden detectar concentraciones relativamente altas de antibidticos
en diversos cuerpos de agua (Manzetti and Ghisi, 2014; Zheng et al., 2012). Estudios previos han
reportado que los antibioticos mas usados son los del grupo de betalactamicos, que se dividen en
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemes (Hooper, 2001). Estos antibidticos,
son de origen natural o semisintético y se caracterizan por poseer en su estructura un anillo
betalactamico, actian inhibiendo la ultima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana;
tienen accion bactericida lenta, relativamente independientes de la concentracion plasmatica,
presentan escasa toxicidad en humanos y poseen un amplio margen terapéutico (Hooper, 2001).
Dentro de este grupo, se encuentra la amoxicilina (AMX) que se prescribe para tratar bronquitis,
infecciones de oido, piel, garganta y tracto urinario, asi como amigdalitis. En acuicultura, la AMX
se incorpora a la alimentacion granulada o se aplica directamente en el agua para el tratamiento de
estreptococosis, forunculosis y pasteurelosis (Lalumera et al., 2004). El amplio uso médico y
veterinario de la AMX contribuye a su eliminacién en diferentes cuerpos de agua, a través de
descargas municipales, hospitalarias e industriales. Esto puede ser demostrado en los diversos
reportes que hay en la literatura acerca de su ocurrencia (Fatta-Kassinos et al., 2011; Watkinson et
al., 2007). Por ejemplo, Kasprzyk-Hordern et al., (2007) reportaron en un efluente hospitalario y
urbano concentraciones de este farmaco de 0.9 y 1.67 ug L'; y en aguas superficiales
concentraciones de 0.039-0.0245 pg L', Asi mismo, diversos reportes han demostrado la ocurrencia
de AMX en diversos cuerpos de agua en el mundo: en Hong Kong se han reportado concentraciones
de 0.64 a 76 ng L' en efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (Van et al., 2016); en
Palermo, Italia, Zuccato et al., (2010) reportaron concentraciones de 1.80- 4.60 ng L™ en efluentes
de plantas tratadoras de aguas residuales; en la Isla Mallorca, Espafia se detectaron concentraciones
de 39-283 ng L' (Rodriguez-Mozaz et al., 2015). Ademas, la AMX ha sido relacionada con
diversos efectos toxicologicos en organismos acuaticos, entre los estudios reportados podemos
mencionar a Oliveira et al., (2013) quienes demostraron que por exposiciones a periodos cortos de
tiempo en concentraciones de 10 a 900 mg L' la AMX indujo la eclosién prematura, asi como
malformaciones como edema, deformaciones de cola en embriones y alteraciones de la actividad
enzimatica en embriones y adultos de Danio rerio. Liu et al., (2015) reportaron que la AMX gener6

estrés oxidativo en la cianobacteria fotosintética Microcystis aeruginosa, al incrementarse los
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niveles de malondialdehido y la actividad de enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD),
peroxidasa (POD) y glutation S transferasa (GST), asi como el contenido de glutation (GSH). En
contraste, Matozzo et al., (2016) demostraron que la AMX a concentraciones de 100, 200 y 400 pg
L' disminuyo6 la actividad de la SOD 'y la catalasa (CAT) en Ruditapes philippinarum and Mytilus
galloprovincialis. En 2017, una investigacion realizada en nuestro grupo de investigacion demostro
que la AMX a concentraciones de 10ng L', 10 ug L'y 10 mg L' gener6 un aumento en los niveles
de lipoperoxidacion (LPX), contenido de hidroperoxidos (HPC) y contenido de proteinas
carboniladas (PCC), asi como en las enzimas SOD, CAT y glutation peroxidasa (GPx) en cerebro,
rifién, y branquias de Cyprinus carpio (Elizalde-Velazquez et al., 2017). La generacion de estrés
oxidativo inducido por AMX ya demostrada por algunos autores, puede alterar la integridad de
biomoléculas como lipidos, proteinas y ADN, asi como asociarse con trastornos organicos que
pueden afectar a la fecundidad, la salud y el ciclo de vida de peces como ha sido mostrado por
Theodorakis et al., (2000), y también provocando genotoxicidad y citotoxicidad. La genotoxicidad
puede ser valorada a través de diversos biomarcadores como la electroforesis unicelular en gel
(ensayo cometa), que ha demostrado ser una prueba 1til en el monitoreo ambiental y ecotoxicologia
genética (Bolognesi and Cirillo, 2014) y el ensayo de microntcleos (MN), que ha sido sefialado
como uno de los métodos mas empleados para medir los cambios cromosémicos estructurales y
numéricos en diferentes sistemas in vitro e in vivo (Bolognesi and Hayashi, 2011). La citotoxicidad,
puede ser también determinada por diferentes biomarcadores, sin embargo, la activudad de la
caspasa-3 y la prueba de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
han demostrado ser muy eficientes en la valoracion de la citotoxicidad en organismos acuaticos
(Alak et al., 2019; Formigari et al., 2007; Sun et al., 2019; Wang et al., 2019). Por lo anteriormente
expuesto, el proposito de este estudio fue evaluar las alteraciones genotoxicas y citotoxicas
inducidas por concentraciones ambientalmente relevantes de AMX en células sanguineas de la

carpa comun C. carpio.
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II. ANTECEDENTES
2.1 Agua

El agua es una sustancia natural fundamental en el planeta, utilizable para procesos ambientales,
sociales, industriales e indispensables para la vida humana. La proporcion de agua representa el
75% de la superficie total, pero no toda esta presente en condiciones dptimas para el uso humano.
El 97% es salada, y solo el 2.5% restante es dulce y estd distribuida en rios, lagos, arroyos, etc.

(CONAGUA, 2015; Hiriart, 2015; SAGAN, 2007).

El desarrollo de la sociedad conlleva al uso descontrolado del agua que es empleada para distintas
actividades tales como: agricultura, mineria, industria, uso doméstico, y uso en hospitales. El
deterioro en su calidad por el ingreso de contaminantes ha generado impacto en los ecosistemas
acuaticos, asi como en la disponibilidad para su consumo humano (CONAGUA, 2015; Hiriart,
2015; SAGAN, 2007). Actualmente la calidad de este recurso se ha visto afectada por la presencia

de diversos contaminantes.

2.2. Contaminacion

Es la presencia de toda sustancia que, en cualquiera de sus estados, fisicos y quimicos, al
incorporarse o actuar en la atmosfera, agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento natural, altera o
modifica su composicion y condicion natural, causando un desequilibrio ecologico. La generacion o
descarga de materia o energia, en cualquier cantidad, estado fisico o forma, que, al incorporarse,
acumularse o actuar en los seres vivos, al agua, suelo, subsuelo afecta negativamente su

composicion o condicion natural son consideradas emisiones contaminantes (Hiriart, 2015).

2.2.1 Contaminacion del agua

Los niveles de contaminacién en los cuerpos de agua han ido creciendo de manera peligrosa debido
a las actividades urbano-industriales y representa un problema ambiental para las sociedades del
mundo (Alloway & Ayres, 1993). Se considera contaminacion a la adicion de cualquier sustancia al
agua en cantidad suficiente para producir dafio alguno a la flora y fauna, debido a causas naturales o
actividades artropogénicas (SAGAN, 2007). La contaminacion del agua se puede producir por:
microorganismos patdgenos, desechos orgéanicos, sustancias quimicas inorganicas, nutrientes
vegetales inorganicos, compuestos organicos, sedimentos y materiales suspendidos, sustancias

radiactivas.
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2.2.2 Contaminantes emergentes

El término de contaminantes emergentes se utiliza para referirse a compuestos de distinto origen y
naturaleza quimica, cuya presencia en el medio ambiente no se considera significativa en términos
de distribucion y/o concentracidn, por lo que pasan inadvertidos y no se encuentran legislados
ambientalmente; no obstante, ahora estan siendo ampliamente detectados y tienen el potencial de
producir impacto ecologico, asi como generar efectos adversos sobre la salud de los hidrobiontes

(Barcelo & Lopez, 2007).

La lista de contaminantes emergentes incluye una amplia variedad de productos de uso diario con
aplicaciones tanto industriales como domésticas. Algunos de ellos, a raiz de las intensas
investigaciones llevadas a cabo en los ultimos afios, han sido incluidos en la lista de sustancias

prioritarias en el agua (Petrovic et al., 2003).

De acuerdo con citas bibliograficas publicadas en los ultimos afios, entre las clases de
contaminantes emergentes que demandan una mayor atencién (debido a la escasez de datos
ambientales, ecotoxicologicos, métodos para su analisis y las posibles consecuencias de su

presencia en el medio ambiente) se encuentran:

1. Los retardantes de llama bromados
2. Los cloroalcanos

3. Los farmacos

4. Las drogas de abuso, y

5

Los metabolitos y/o productos de degradacion

Los contaminantes emergentes comprenden una amplia gama de compuestos quimicos, farmacos,
productos de cuidado personal, agentes tensoactivos, plastificantes y aditivos industriales, que no
estan incluidos en el monitoreo actual de programas de tratamiento de aguas; también incluye la
sintesis de nuevos compuestos quimicos o cambios en el uso y disposicion de los ya existentes, de
los cuales existe una limitada informacion, disponible sobre el efecto que puede causar en la salud
humana y en la ecologia. Por estas razones, la mayoria de las nuevas investigaciones han centrado
sus estudios en la aparicion de estos contaminantes organicos en aguas superficiales, como las
utilizadas en actividades domésticas, que luego reciben tratamiento quimico; en aguas de arroyos;
aguas residuales con tratamiento biologico, y en agua potable (de consumo humano), entre otras, ya
que éstas son mas susceptibles de contener concentraciones mayores de contaminantes emergentes

que las aguas subterraneas (Gil et al., 2012).
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2.2.3 Caracteristicas de un contaminante emergente

Los contamiantes emergentes tienen las siguientes caracteristicas:

a) Datos disponibles de riesgo y concentraciones en el ambiente escasos

b) No estan incluidos en los programas de monitoreo nacionales

c¢) Existen indicadores o pruebas de que son persistentes o pseudo-persistentes y
bioacumulables

d) Son candidatos potenciales para realizar mediciones internacionales

e) Se usan en grandes cantidades y asi mismo se eliminan en grandes cantidades en el

ambiente (Joint Nordic, 2014).

Los farmacos, de entre todos los contaminantes emergentes, son los que probablemente suscitan
mayor preocupacion y en particular, los antibidticos. El consumo de farmacos en los paises de la
UE se cifra en toneladas por afo, y muchos de los mas usados son los antibioticos (Jones et al.,

2011).

2.2.4 Legislacion de los contaminantes emergentes

Aunque existen diversos estudios acerca de contaminantes emergentes en la literatura internacional,
existe una gran brecha entre estos datos y el marco regulatorio de estas sustancias. Esto
probablemente se deba a la falta de informacion que cuantifique los riegos que conlleva una
exposicion prolongada de estos contaminantes o sus metabolitos en la flora o la fauna (Santos et al.,
2010). En Estados Unidos, la Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA, por sus siglas en inglés)
periodicamente publica una lista de contaminantes no regulados “Lista de contaminantes
candidatos” (CCL, por sus siglas en inglés) que se sabe o se anticipa que puedan llegar a
encontrarse en los sistemas de agua, y los cuales pueden requerir una regulacion en el futuro para
poder no encontrarlos en el agua bebible (USEPA, 2011).

En Europa, no existen restricciones con respecto a la presencia de contaminantes emergentes en el
ambiente, pero se han estado haciendo esfuerzos para evaluar el riesgo que poseen las sustancias
quimicas partiendo del conocimiento de sus propiedades intrinsecas (peligrosidad) para los seres
humanos (exposicion laboral, exposicion por consumo directo o exposicion a través de la cadena
trofica) y para los diferentes compartimentos del ambiente (agua, aire, suelo), a nivel de
ecotoxicidad, bioacumulacion y propiedades de persistencia en el ambiente, por la promulgacion de

REACH EC 1907/2006 (Comunidad Europea para la regulacion de quimicos y su uso seguro). Esta
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promulgacion tiene que ver con el registro, evaluacion, autorizacion y restriccion de todos los
quimicos. Por lo tanto hace énfasis en la evaluacion del riesgo de sustancias antes de ser registradas
(Bolong et al., 2009; Santos et al., 2010). Con respecto a los compuestos farmacéuticos, en Estados
Unidos estan regulados por la FDA, la cual requiere una medicion de riesgo ambiental (cuando la
concentracion ambiental encontrada excede un valor de 1pg/L) para obtener una autorizacion en el
mercado; sin embargo aun no se encuentra normativa ambiental alguna ni estandares de vertimiento
(Bolong et al., 2009; Santos et al., 2010; Gil et al., 2012).

A mediados la década pasada con el fin de armonizar la normatividad con respecto a los farmacos
de uso humano y veterinario, asi como también para usar los mismos datos de destino ambiental y
de toxicidad en todo el mundo, Estados Unidos y Japdén elaboraron dos normatividades:
“Environmental Impact assessment for Veterinary Medical Products- Phase I and Phase II” y

“Environmental Risk assessment of medical products for human use” (EMEA, 2006).

En la actualidad México no cuenta con legislacion que estipule la presencia de productos
farmacéuticos como la amoxicilina en el medio ambiente, y con menos razén limites permisibles
para éstos. En afios recientes el gobierno Mexicano ha hecho esfuerzos importantes para mejorar su
politica ambiental, como su inclusion a finales de la década de los noventas a la “Red Internacional
para la Estandarizacion e Inter-calibracion de una Bateria de Métodos para probar la Toxicidad
Acuatica” (WaterTox Network) y la publicaciéon en 2007 por parte del Instituto Nacional de
Ecologia de metodologias detalladas de bioensayos en organismos acuaticos y terrestres, incluyendo
muchas especies nativas, para la medicion del riesgo ambiental; sin embargo los avances en el
campo de ecotoxicologia son lentos comparandolos con los paises desarrollados debido a los
limitados recursos economicos y a los escasos recursos humanos y de infraestructura destinados
para este fin (Mendoza Cantu et al., 2007).

En México la disminucion en la calidad del agua ha sido relacionada con la falta de politicas
econdmicas conscientes que promuevan la conservacion de los recursos naturales y a la falta de
tecnologia y programas tecnologicos encaminados a preservar, tratar y reutilizar el agua (Mendoza
Cantu et al., 2007). Considerando que la gran mayoria de contaminantes provienen de los desechos
industriales y vertido de plantas tratadoras de agua, es importante mencionar que hasta ahora, no
existen programas en México que evaliien la toxicidad de los efluentes de plantas tratadoras de
agua, simplemente se evalua la calidad de los efluentes a través de pardmetros fisicoquimicos. Por
ley, las regulaciones ambientales deben ser revisadas cada cinco afios y actualmente se estd
analizando el uso de una bateria de bioensayos, como una mejor opcion y mas barata para proteger

los ambientes acuaticos y sus organismos (Mendoza Cantu et al., 2007).
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2.3 Fuentes de contaminacion

Los efluentes han sido identificados como la principal via de entrada de los productos farmacéuticos
en el ambiente acuatico (Luja-Mondragon et al., 2019). Un efluente estd definido como el vertido
de liquidos de desecho, generados por diversas actividades humanas, hacia sistemas colectores o
directamente a corrientes de agua (Jacquenod de Zsdgon, 2007). La presencia en el ambiente de un
producto farmacéutico esta en funcion de muchas variables, incluyendo la cantidad fabricada, dosis
y frecuencia, la persistencia en el ambiente, el metabolismo del compuesto y la eficacia de las
plantas de tratamiento de aguas residuales en su remocion. En México, los antibidticos son uno de
los grupos mas vendidos y mas utilizados (Gomez-Olivan et al., 2018), estos se encuentran de

varias formas farmacéuticas y se usan de forma irracional ya que se venden sin receta médica.

Los productos farmacéuticos estan disefiados para persistir y pueden tener una vida media larga en
el ambiente, pueden acumularse, alcanzando niveles detectables y biologicamente activos. La
persistencia en el ambiente se rige por la biodegradacion, fotolisis por la luz solar y otras

transformaciones abioticas, como la hidrélisis (Yamamoto ef al., 2009).

En el ambiente, estos compuestos pueden ser transportados y distribuidos por diferentes vias. La
industria farmacéutica genera gran cantidad de aguas residuales de caracteristicas y concentraciones
variables, que estan en funcion de los procesos de fabricacion utilizados y la estacion del afio. Las

principales fuentes de contaminacion de describen en la figura 1.

Industria Hospitales Municipales

4

Disposicion de
medicamentos vencidos,
rechazados e indeseados |

7

4

Aguas residuales

4

Planta de tratamiento de
aguas residuales

~N
/

Excrecion

Aguas de proceso,
aguas de lavado

Cuerpos de agua Lodos

16



Figura 1: vias de entrada de los contaminantes.

2.3.1. Contaminacion de agua por productos farmacéuticos (amoxicilina)

Los farmacos son componentes bioldgicamente activos, empleados para restablecer la salud tanto
de los seres humanos como de los animales. Estas sustancias pueden tener respuestas inesperadas en

organismos menores debido a diferencias farmacocinéticas y farmacodinamicas (Fent ef al., 2006).

En las tltimas décadas se ha prestado creciente atencion a la presencia de productos farmacéuticos
en los ecosistemas acuaticos, ya que estas sustancias son capaces de inducir efectos negativos a las
especies no acudticas (Daughton y Ternes 1999 , Kolpin et al., 2002 , Metcalfe et al., 2003 ,
Bringolf et al, 2010, Matozzo 2014, Fabbri, 2015 ). Entre los productos farmacéuticos, los
antibioticos se utilizan en grandes cantidades en todo el mundo en medicina humana y veterinaria
para tratar las infecciones microbianas y para mejorar el crecimiento y la eficiencia alimenticia del
ganado. En consecuencia, se pueden detectar concentraciones relativamente altas de antibioticos en
diversos ecosistemas acudticos (Sarmah et al,2006; Kiimmerer 2009 ; Zheng et

al,, 2012 ; Manzetti y Ghisi 2014 ).

De los numerosos antibioticos, la amoxicilina (AMX) es una de las mas utilizadas en todo el mundo
en medicina humana y veterinaria. Por ejemplo, AMX se prescribe para tratar bronquitis,
infecciones de oido, infecciones de la piel, infecciones de garganta, amigdalitis e infecciones del
tracto urinario en seres humanos. A este respecto, la tasa de excrecion de AMX como compuesto
inalterado puede ser del 80% al 90% (Hirsch et al., 1999 ). En la acuicultura, AMX se incorpora a
la alimentacion en pellets o se aplica directamente en el agua para el tratamiento de la
estreptococosis, la furunculosis y la pasteurelosis (Lalumera et al., 2004 ). En consecuencia, AMX
puede llegar al medio acuatico a través de la alimentacion no consumida o a través de las heces de
los organismos tratados (Halling-Sorensen et al., 1998 ; Lalumera et al., 2004). En los ecosistemas
acuaticos, AMX puede encontrarse en la gama ng / L-pg / L (Andreozzi et al., 2004 , Park 2005 ,
Aydin y Talinli, 2013 ).

2.3.2 Antibioticos

El descubrimiento de la penicilina se atribuye a Alexander Fleming quien, en septiembre de 1928,
observo que el crecimiento de Staphylococcus aureus en algunos de los tubos de ensayo utilizados
para el cultivo se inhibia ante la presencia del hongo Penicillium notatum. Este hongo producia una
sustancia capaz de impedir el crecimiento no sélo de diferentes tipos de estafilococos, sino también

de muchos estreptococos. En 1930, Cecil George Paine, un joven microbidlogo, utilizé por primera
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vez la penicilina como tratamiento topico en varios sujetos con infecciones cutaneas (sicosis) y
ocular (endoftalmia neonatal). Sin embargo, debido a problemas de estabilidad quimica, el primer

tratamiento parenteral con penicilina, tuvo que esperar hasta 1940 (Campos et al., 2007).

Los antibioticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento
farmacocinético y farmacodindmico, tienen propiedades meta estables, y producen durante su
biotransformacion metabolitos activos tanto en su forma hidrolizada como conjugada (Garcia-
Galan et al., 2008), lo que conlleva a que una gran cantidad de compuestos quimicos activos sean
continuamente liberados en el ambiente con posibles propiedades reactivas y un sin nimero de

consecuencias aun desconocidas.

Los antibioticos se pueden dividir en: betalactamicos, glicopéptidos, aminoglucosidos, macrdélidos,

y quinolonas.

2.3.3 Clasificacién y estructura quimica

La presencia del anillo betalactdmico define quimicamente a esta familia de antibidticos. Ademas,
éste determina el mecanismo de accion (inhibiciéon de la sintesis de la pared celular), la escasa
toxicidad directa (actfia sobre la pared celular del microorganismo que no esta presente en la célula
eucariota animal) y el principal mecanismo de resistencia (las betalactamasas) de esta gran familia
de antibitticos. No obstante, para que el betalactamico sea activo, es preciso que esté unido a otros
radicales (habitualmente otros anillos). La asociacion de diferentes tipos de cadenas lineales, junto
con las caracteristicas propias de este esqueleto basico formado por los 2 anillos (llamado nucleo),
modifica las propiedades del compuesto resultante y da lugar a los diferentes grupos de antibidticos
betalactamicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamas e inhibidores de las
betalactamasas. Dentro de cada grupo, pequeias alteraciones en la estructura quimica son capaces
de modificar las caracteristicas del antibidtico, como el espectro, la afinidad por determinados
receptores o la resistencia a las betalactamasas. En la figura 2 se representa de forma esquematica la

estructura basica de los diferentes grupos de betalactamicos (Garcia Sanchez et al., 1999).
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“Todos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en la practica (acido clav_ulénico. sulbactam y tazobactam)
tienen estructura betalactamica. El sulbactam y el tazobactam son derivados sulfénicos del acido penicilanico.

Figura 2. Estructura quimica de los betalactamicos

2.3.4 Betalactamicos

Los betalactamicos son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético, que se
caracteriza por poseer en su estructura un anillo betalactamico. Constituyen la familia mas
numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica clinica. Se caracterizan por su accion
bactericida lenta, relativamente independiente de la concentracion plasmatica, regularmente
presentan escasa toxicidad y poseen un escaso margen terapéutico (Hooper, 2001).

Los antibidticos beta lactdmicos se pueden clasificar en cuatro grupos diferentes: penicilinas,

cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemes (Hooper, 2001).

2.4 Efectos del uso de antibidticos en el ambiente

La principal via de aplicacion de antibiodticos es a través del alimento, y la absorcion del farmaco
por parte del pez varia en gran medida segun el tipo de antibiotico utilizado. Antibidticos como los
fenicoles tienen un porcentaje de absorcion mayor al 90%, siendo una cantidad muy baja la que es

excretada a través de las heces. Otros, sin embargo, tienen porcentajes de absorcion muy bajos en el
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intestino del pez, aumentando su presencia en el medio acuatico, como es el caso de la
oxitetraciclina. Estos valores van a depender de la biodisponibilidad de los antibioticos en el pez, la

que puede verse influenciada por el medio donde se encuentre.

Los antibidticos excretados por el pez y en el alimento medicado no consumido, son incorporados al
agua y/o al fondo del estanque de cultivo. En los procesos de limpieza, parte de estos antibidticos
podrian quedar en los lodos, con una actividad antimicrobiana que es necesario evaluar. En el
supuesto caso de existir antibidticos en los lodos de piscicultura y de definirse su uso en agricultura,
es necesario estudiar su potencial efecto sobre el suelo. Fenomenos ambientales como lluvias y
variaciones de temperatura, al igual que el tipo de suelo, pueden hacer variar enormemente el
tiempo de permanencia de eventuales antibidticos en el lodo, pudiendo ser de dias, semanas, e

incluso meses.

2.4.1 Resistencia a los antimicrobianos, un problema mundial

Como ha sido demostrado en otros paises, el uso excesivo de antibioticos en acuicultura tiene
implicaciones negativas para la salud humana y animal (Bjorlundm, 1990; Grave et al., 1999; Wolf,
2004; Cabello, 2004) y para el medio ambiente (Samuelsen et al., 1992; Hektoen et al., 1995;
Buschmann et al., 2006; Cabello, 2006).

Su uso indiscriminado presenta serios problemas, porque los patdégenos se hacen cada vez mas
resistentes a los tratamientos antibioticos habituales (Le Goff, 2003); y las bacterias
farmacorresistentes son transmitidas a través de la cadena alimentaria al consumidor provocando
una enfermedad, lo que hoy en dia, es una complicacion mayor para los servicios de salud publica
en todo el mundo (Le Goff, 2003), por lo que su buen uso favoreceria su eficacia clinica y
disminuiria la resistencia de las bacterias a estos farmacos, como asi también, ayudaria a disminuir

su impacto ambiental.

Una herramienta clave necesaria para enfrentar ésta problematica, es el antibiograma, que es un
estudio de la sensibilidad “in vitro” de un microorganismo patégeno frente a moléculas antibioticas
(Bauer et al., 1996). A través de este estudio es posible caracterizar la magnitud de la resistencia a
través de las pruebas de dilucion y concentraciones inhibitorias minimas (CIM). Las
concentraciones minimas inhibitorias (CIM), estan definida como la concentracion mas baja de un

agente antimicrobiano que evita el crecimiento visible de microorganismos (Miller et al., 2005). La
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determinacion de las CIM para los patogenos especificos, provee datos, que conjuntamente con los
parametros farmacocinéticos de los agentes antimicrobianos en el animal, posibilita predecir la
eficacia “in vivo” del compuesto en el tratamiento de alguna enfermedad especifica. Los resultados
de las CIM se reportan con criterios de interpretacion definidos como: sensible, intermedio y
resistente, los que estan debidamente estandarizados por “National committee for clinical laboratory

standards” U.S.A.(http://www.clsi.org/).

Esta prueba permite finalmente usar los antibidticos de una manera mesurada, responsable y a dosis
correctas, contribuyendo asi a disminuir la seleccion de bacterias resistentes en el ambiente acuatico
(Lees y Aliabadi, 2002; Miller, 2007). Por su parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
Organizacion para la Agricultura y Alimentacion (FAO) y la Organizacion Mundial de Salud
Animal (OIE), comprendiendo la gravedad del problema de la resistencia a los antimicrobianos en
el mundo, han enfatizado en la importancia de supervisar el uso correcto de los antibidticos en
medicina veterinaria (y humana), publicando informes y recomendaciones a este respecto, como fue
el caso por ejemplo del establecimiento de Limites Méaximos Residuales (LMR) en tejidos de
salmoénidos, y la publicacion de un documento por parte de la OMS el afio 2000 titulado “Estrategia
mundial de la OMS para contener la resistencia a los antimicrobianos”, publicaciones que

contribuirian a minimizar este problema que aqueja cada vez mas a la industria acuicola.

En el manual de procedimientos del programa de control de farmacos, elaborado por el Sernapesca,
se incluyen aspectos relativos al uso y control de residuos de productos farmacéuticos en la
acuicultura, asi como el control de residuos de contaminantes y sustancias prohibidas. En el Anexo
I del FAR/MP1 se establecen los limites maximos residuales establecidos por Chile, la Union

Europea y Japon para los productos farmacéuticos en carne y piel de pescado.

Tabla N° 1. Limites Maximos Residuales establecidos en tejidos de pescado (carne y piel) para
diferentes antimicrobianos en Chile, la Unién Europea y Japon.

Principio activo Chile Unién Europea Japon
Oxitetraciclina 100 pg/Kg 100 pg/Kg 200 pg/Kg
Sulfonamidas 100 ng/Kg 100 ng/Kg 100 png/Kg
Trimetroprim - 50 ug/Kg 80 ug/Kg
Florfenicol 1000 pg/Kg 1000 pg/Kg 200 pg/Kg
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Eritromicina 200 pg/Kg 200 pg/Kg 200 pg/Kg
Amoxicilina 50 ug/Kg 50 ug/Kg 50 ng/Kg

(Fuente: FAR/MP1, 2013)

2.4.2 Amoxicilina

La amoxicilina es un antibiotico semisintético de amplio espectro derivado de la penicilina,
perteneciente al grupo de los betalactamicos. Es utilizada ampliamente para el tratamiento de
infecciones otorrinolaringologicas, de las vias urinarias, cutdneas e infecciones de las vias
respiratorias causadas por cepas susceptibles de Strepfococcus spp., Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus spp., Haemophylus influenzae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterococcus
faecalis, asi como también para el tratamiento agudo de enfermedades venéreas como la
blenorragia. La amoxicilina actia contra un amplio espectro de microorganismos, gram-positivos y
negativos, por esta razon se emplea como antibidtico de primera eleccion tanto en medicina humana
como en la veterinaria (Calvo & Martinez, 2009; lannacone & Alvarifio, 2009; Suarez & Gudiol,
2009; Valdés et al., 1998).

El nucleo activo de las penicilinas es el dcido 6-aminopenicilanico, constituido por una estructura §3-
lactamico-tiazolidinica anillada, la cual se une a una cadena lateral variable. (Suarez & Gudiol,

2009; Valdés et al., 1998).

Composicion, informacion sobre el activo y propiedades fisicoquimicas.

HsC

CH,
(0]
S
HO »--||I|II<
(0]
N OH

: N

2 i 0

NH,

Nombre quimico: Acido (2S,5R,6R)-6-[(2R)-2-amino-2-(4-hidroxifenil) acetamido]-3,3-
dimetil-7-ox0-4-tio-1-azabiciclo [3.2.0] heptano-2-carboxilico.

Férmula quimica: C16H19N305S

Log Kow: 0.87
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Log D (pH 7.4): -2.73
pka: 2.4

Solubilidad en agua (g/L): 3.43

Clasificacion farmacologica: Antibiotico betalactamico derivado semisintético de la

penicilina

Clasificacion terapéutica: Antibiotico de amplio espectro

Estado fisico: solido
Color: blanco-amarillento
Olor: ligero

Valor p H: 3.5-5.5
Solubilidad en

Agua: Muy poco soluble
Etanol: Muy poco soluble

Cloroformo: Practicamente insoluble

Kter: Practicamente insoluble

2.4.3 Produccion
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Figura 3. Produccion de Amoxicilina en diferentes paises. Fuente: Van Boeckel et al., 2014

Los antibiodticos se encuentran entre los medicamentos que mas se venden y se consumen en
Meéxico representan un mercado anual de 960 millones de dolares (Figura 3) y el segundo lugar en

ventas anuales (14.3%) en farmacias privadas en el pais.

2.4.4 Farmacodinamia de la amoxicilina

La amoxicilina al igual que los demas antibidticos betalactamicos actua uniendo su anillo beta
lactamico en el sitio activo de las proteinas fijadoras de penicilina 1A (PFP-1A) o también llamadas
transpeptidasas, localizadas en el interior de la pared celular bacteriana, estas enzimas tienen como
funcién primordial unir las capas de precursores de peptidoglicano mediante entrecruzamientos
peptidicos, sin embargo, esta enzima es acilada en su sitio activo transpeptidasa C-terminal por la
amoxicilina, de esta manera no puede producir su accidn, por tanto no puede unir peptidicamente
los precursores de peptidoglicano, y como resultado inhibe el tercer y tltimo paso de la sintesis de
la pared bacteriana, produciendo finalmente la lisis de las bacterias, mediante enzimas
autocataliticas como las autolisinas (Okamoto ef al., 2002; Imming et al., 2006; Overington et al.,

2006; Suarez & Gudiol, 2009).

2.5. Farmacocinética de la amoxicilina

Absorcion: Después de la administracion oral, la amoxicilina se absorbe rapida y completamente
en la primera porcion duodenal. Se ha demostrado que la amoxicilina es estable en medio acido y la
administracioén con alimentos no interfiere con su absorcion (Suarez & Gudiol, 2009; Saavedra et

al., 2008; Lopes et al., 2000; Carceles et al., 1998).

Distribucion: La concentracion plasmatica maxima se alcanza dos horas después de su
administracion, la unién a proteinas plasmaticas es aproximadamente del 20%. Tiene una
distribucién corporal amplia, con concentraciones séricas y tisulares adecuadas en la mayoria de los
tejidos, incluidos la bilis y el liquido sinovial; atraviesa sin problema la barrera placentaria, pero no
penetra el sistema nervioso central. Al tratarse de una sustancia poco lipofilica, su penetracion
intracelular también es escasa (Suarez & Gudiol, 2009; Saavedra et al., 2008; Carceles et al., 1998;

Valdés et al., 1998).
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Biotransformacion: De manera general las penicilinas no se metabolizan en forma extensa a nivel
hepatico. De 10 a 25% de la amoxicilina absorbida es transformada en acido amoxicilodico,
mediante la hidrolisis del anillo beta lactamico por accion de betalactamasas o por las mismas
condiciones fisiologicas. No se conocen enzimas humanas asociadas a su metabolismo (Suarez &

Gudiol, 2009; Saavedra et al., 2008; Guzman et al., 2004; Valdés et al., 1998).

Excrecion: La mayor parte de la amoxicilina se excreta de manera inalterada por la via renal
(70%), aunque también se elimina por la via biliar (30%) especialmente cuando se administran
dosis altas del antibiotico. La amoxicilina al igual que todas las penicilinas se excreta con la leche
materna. El tiempo de vida media oscila alrededor de una hora. La semivida de eliminacion de la
mayoria de los betalactdmicos (con funcion renal normal) es baja por lo que en general deben

administrarse varias veces al dia (Suarez & Gudiol, 2009; Carceles et al., 1998; Valdés ef al., 1998).

2.5.1 Amoxicilina en el ambiente

Una vez descargados en el agua, la concentracion en la fase acuosa de los contaminantes puede
disminuir debido a distintos procesos. Dentro de los procesos que pueden sufrir los productos

farmacéuticos en el ambiente acuatico estan (Gurr y Reinhard, 2006):

a) Dispersion y dilucion
b) Volatilizacion

¢) Sorcion

d) Fotdlisis

e) Biodegradacion y Biotransformacion

La fotodegradacion causada por la irradiacion solar y la degradacion bidtica son considerados como
los principales procesos naturales para la degradacion de los contaminantes presentes en los cuerpos

de agua (Vincenzo y Rizzo, 2012).

Las amino penicilinas como la amoxicilina son bien conocidas por tener una vida media corta en los
ambientes acuaticos. La estructura quimica Unica de éste tipo de antibidticos, se degrada con
facilidad por hidrolisis en ambientes acidos y basicos, asi como también se degrada rapidamente
debido a las enzimas beta-lactamasas presentes en el agua de algunas bacterias (Gozlan et al.,

2009).
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2.5.2 Degradacion de amoxicilina

La degradacion de la amoxicilina en medio acuoso empieza con la apertura del anillo beta
lactdmico, catalizada por la presencia de metales bivalentes como Mg, Ca*, Zn™ y Fe™, o la
presencia de enzimas betalactamasas, generando como producto final el AMX-Acido amoxicildico

(Figura 4), el cual posee un grupo extra 4cido carboxilico en su estructura.

HsC
HO

CHj
O
S O
HO ..,uull/<
N OH

“H,0

Figura 4. Degradacion de la amoxicilina en medio acuoso generando como producto final

el AMX-Acido amoxicildico (Gozlan et al., 2013)

Subsecuentemente, este intermediario rapidamente sufre modificaciones en su estructura para
formar productos mas estables; en medio basico los pares de electrones libres del grupo amino
primario producen un ataque nucleofilico sobre el grupo carboxilico extra formado en la reaccion
anterior, lo que genera la formaciéon de un anillo de seis miembros, dando como resultado la

formacion de un intermediario estable, la AMX-Dicetopiperazina- 2°,5” (Figura 5).

26



HsC

H4C
%X CH, CH,
0 0
s / g 2
HO | HO .--uull/<
o)
N OH hv (luz solar) 2 N OH
—
N
: i = N
£ H 0 0 H H >
NHZ NHQ
Amoxicilina AMX S-oxidado
HO HN
0 NN
-H,0
Y R
£ N
NH, H o)
HO

AMX-dicetopiperazina-2,5

Acido penicilbico

Figura 5. Degradacion de AMX-Acido amoxicildico en medio basico, generando como

producto final la AMX-dicetopiperazina (Gozlan et al., 2013)

Por el contrario, el intermediario AMX-Acido amoxiciloico en medio acido sufre una

descarboxilacion, generando de esta manera otro intermediario estable, el AMX-Acido penildico

(Figura 3) (Gozlan et al., 2013).

HO

HO
- €O, H

Acido penilbico

Acido penicildico

Figura 6. Degradacion de AMX-Acido amoxicildico en medio acido, generando como

producto final la AMX-acido penildico (Gozlan et al., 2013)
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Asi mismo en la industria farmacéutica es bien conocida la presencia de otro producto de
degradacion de la amoxicilina, el fenol hidroxipirazina (Figura 4), actualmente el mecanismo de

formacion de este intermediario es ain desconocido (Gozlan et al., 2013).

WG cn,
0 N OH
S
HO. ~ |  Sum |||l/< ‘ N
i N OH >~
—— e - N
N
: H
= 0]
NH, OH
Amoxicilina Fenol hidroxipirazina

Figura 7. Degradacion de Amoxicilina a fenol hidroxipirazina (Gozlan et al., 2013)

Por otro lado el principal producto de degradacion de la amoxicilina debido a transformaciones
abidticas en ambientes naturales es el que se obtiene como resultado de fotolisis indirecta, bajo estas
condiciones el oxigeno molecular atmosférico disuelto en el agua es activado por sustancias foto
sintetizadoras naturales como los acido humicos, consecuentemente la molécula de amoxicilina es
oxidada por un ataque del oxigeno activado a la molécula de azufre presente en el anillo de
tiazolidina de la amoxicilina, generando el producto final de degradacion oxidado AMX-S-oxidado

(Figura 5) (Gozlan et al., 2010).
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Amoxicilina AMX S-oxidado

Figura 8. Oxidacion de Amoxicilina a AMX-S-oxidado (Gozlan et al., 2013)

La degradacion del anillo beta lactdmico caracteristico de las penicilinas en medio acuoso se

cataliza y se incrementa por la presencia de ciertos metales como el, calcio, magnesio, mercurio,
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zinc, cadmio, cobalto y cobre, asi como también por la presencia de sustancias foto sintetizadoras

naturales como los acidos htimicos, acidos fulvicos y nitratos (Gozlan et al., 2010).

2.5.3 Contaminacion del agua por amoxicilina

Los antibi6ticos son probablemente la familia mas eficaz de farmacos desarrollados para mejorar la
salud humana. Ademas de sus aplicaciones fundamentales, los antibidticos han sido utilizados para
prevenir y tratar infecciones en plantas y animales, asi como también son utilizados como
promotores de crecimiento en la ganaderia. En este tltimo caso, los antibidticos como promotores
se emplean a dosis sub terapéuticas durante largos periodos de la vida del animal, produciendo una
ganancia de peso estimada alrededor del 5%. El mecanismo por el cual los antibidticos favorecen el
crecimiento no se conoce con exactitud. Basicamente actian modificando cuantitativamente y
cualitativamente la flora microbiana intestinal, provocando una disminuciéon de los
microorganismos causantes de enfermedades subclinicas. Actiian también reduciendo la flora
normal que compite con el huésped por los nutrientes. Todo ello conduce a una mejora en la

productividad y reduce la mortalidad de los animales (Torres y Zarazaga, 2002).

La amoxicilina particularmente pertenece a un grupo de farmacos que son excretados
inalteradamente; por otro lado, también es uno de los antibidticos mas vendidos y usados tanto para
propodsitos humanos como veterinarios en muchos diferentes paises como: Italia, Alemania, Reino
Unido y Holanda por citar algunos (Andreozzi et al., 2004), por lo que es probable encontrar

diferentes concentraciones trazas de amoxicilina en el medio ambiente.

2.5.4 Ocurrencia de amoxicilina

En la siguiente tabla se muestra los datos de ocurrencia de AMX (tabla 2)

Tabla 2. Datos de ocurrencia

Pais Cuerpo de agua Concentraciones Referencias

Italia (Palermo)  Efluentes de plantas 0.0018-0.12 pg/l.  Andreozzi et al., 2004

tratadoras de agua

Australia Efluentes de plantas 0.28-6.94 pg/L Watkinson et al., 2009

tratadoras de agua
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Italia Efluentes de plantas 0.622 pg/L Zuccato et al., 2010

tratadoras de agua

Espaiia Aguas  superficiales, 0.9-1.67 pg/L Fatta-Kassinos ef al., 2011

efluentes hospitalarios

2.6 Efectos toxicos en especies acuaticas

A continuacion, se presentan algunos antecedentes referidos en la literatura internacional del efecto

de amoxicilina en diferentes organismos acuaticos expuestos a diferentes concentraciones (tabla 1):

Tabla 3: Efecto de la amoxicilina y diferentes cuerpos de agua.

Autor Investigacion

Andreozzi et al.,2004 Amoxicilina presenta toxicidad en alga verde
azul S. leopoliensis (NOEC= 0.78ug/L;
LOEC= 1.56ug/L; EC50=2.22ug/L) a las 96

horas a concentraciones de 50ng/L y 50mg/L

Brain et al., 2004 Amoxicilina >1.0 mg/L (EC10) sobre Lemna
gibba por 7 dias
Liet al., 2007 La amoxicilina tiene potencial de producir

lesiones genomicas al ADN humano, por la
induccion intracelular de especies reactivas de
oxigeno a una concentracion de SmM a los 20

minutos, 60 min y 6 hr.

Park & Choi, 2008 CL50 de amoxicilina a las 96 hr para Oryzias
latipes fue de 1000mg/L

Iannacone & Alvarifio, 2009 CL50 de amoxicilina a las 96 horas para

Daphnia magna fue de 6950 mg/L

Oliveira et al., 2013 Efectos de la amoxicilina sobre embriones de
Danio rerio, (deformaciones de la cola) a 0, 75,
128, 221, 380, 654, 125 mg/L durante 96 horas.

Y en peces adultos a nivel enzimatico produjo
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Matozzo, Battistara, Marisa, Bertin, & Orsetti,
2016

Elizalde-Velazquez et al., 2016

inhibicion de actividad de CAT y GTS en

musculo, branquias y cerebro a
concentraciones de 0, 1, 10, 25, 50 y 100 mg/L

durante 96 horas.

Evaluacion de los efectos de la amoxicilina
sobre las actividades enzimaticas antioxidantes,
la peroxidacién de los lipidos y el contenido de
carbonilo de la proteina en la almeja Ruditapes
philippinarum 'y el mejillon  Mytilus
galloprovincialis. Bivalvos expuestos a 100,

200 y 400 AMX Ig /L durante 1, 3 y 7 dias.
Estrés oxidativo y genotoxicidad inducidos por

amoxicilina en  Cyprinus  carpio a
concentraciones de 10 ng/L, 10 w/L y 10 mg/L
a diferentes tiempos de exposicion (12, 24, 48,
72 y 96 h) y los siguientes biomarcadores
fueron evaluados:

de

lipoperoxidacion (LPX),
(HPC) vy

contenido de proteinas carboniladas (PCC), asi

contenido hidroperdxidos
como la medicion de la actividad de enzimas
antioxidantes, superoxido dismutasa (SOD),

catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx).

2.6.1 Como se introduce la amoxicilina al ambiente

La AMX tiene diferentes vias de entrada a los diferentes cuerpos de agua, las cuales se muestran en

un esquema general en la figura 9.
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Figura 9. Posibles vias de entrada de AMX en el ambiente. Fuente: Elizalde ez al., 2016

2.6.2 Bioindicador

El concepto de organismo indicador se refiere a especies seleccionadas por su sensibilidad o
tolerancia (normalmente es la sensibilidad). Son empleados debido a su especificidad y facil

monitoreo (Washington, 1984).

Las ventajas del uso de bioindicadores como herramienta para determinar la calidad del agua e
implementar acciones sobre la recuperacion son variadas, entre éstas se tienen (Cairns & Dickson,

1971):

» Las comunidades biologicas reflejan las condiciones del sistema (fisica, quimica, biologica
yecologica)
» El biomonitoreo permanente de las comunidades resulta ser econdomico comparado con los

analisis fisicoquimicos.
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» La informacion resultante puede expresarse por medio de Indices Bidticos que expresan la

calidad delagua mediante escalas numéricas.

Los peces son considerados como excelentes bioindicadores de la calidad del medio acuatico,
debido a que tienen una gran interaccion con el agua y sus sedimentos (De la Lanza et al., 2000;

Ondarza et al., 2010).

En el caso concreto de los organismos acuaticos, la carpa es una de las especies mas antigua del
mundo, criada para consumo humano. México es uno de los paises que mds produce y comercializa
esta especie; de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO por sus siglas en inglés), es la especie de mayor cultivo en el mundo y de

mayor consumo alimenticio en la poblacion (FAO, 2009%).

Cyprinus carpio funge como un excelente bioindicador de la calidad del agua, esto se debe a su
facil reproducciéon, mantenimiento bajo condiciones de laboratorio, sensibilidad a diversos
xenobidticos y resistencia a altas temperaturas, asi como su importancia econdmica, nutricional y

distribucion geografica (De la Lanza et al., 2000; Ondarza et al., 2010)(Figura 10).

Figura 10: Cyprinus carpio

Orden: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae
Especie: Cyprinus carpio Linneaus,

Nombre comin: Carpa comin

A S e

Caracteristicas: Peces de cuerpo robusto y alargado, boca grande y protractil, con dos pares
de barbillas en la boca, uno sobre el labio superior y el otro sobre las comisuras de los
labios. Aletas pectorales en posicion casi ventral, aletas pélvicas en posicién posterior a
éstas. Cuerpo cubierto por escamas grandes.

6. Distribucion: Es una especie originaria de Asia, introducida a México; actualmente se

encuentra en todos los cuerpos de agua dulce.
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2.6.3 Composicion nutrimental de la carpa Cyprinus carpio

La carpa presenta un contenido graso de algo mas de 5 g/100 g de porcién comestible, por lo que se
engloba dentro del grupo de pescados semigrasos; ademas de poseer proteinas de alto valor
bioldgico. Su contenido vitaminico (algunas del complejo B: B2, B6, B12 y Vitamina E) representa
cantidades poco significativas; sin embargo, la vitamina A est4 presente en cantidades destacadas en
relacion con el resto de pescados. En cuanto a los minerales, la carpa es uno de los pescados mas
ricos en hierro, aunque su valor se encuentra por debajo del que contienen las carnes. En relacion
con el fosforo, es el pescado mas rico en este mineral, s6lo por debajo del pez espada. En la Tabla 4

se puede ver reducidamente la composicion nutrimental de la carpa (Miranda, 2011).

Tabla 4. Composicion quimica de la carpa en 100g de porcion comestible

Elemento Cantidad
Humedad (%) 77.7
Proteinas (%) 15.1
Grasas (%) 4.2
Cenizas (%) 1.2

El musculo de pescado puede ser de dos tipos: rojo y blanco; ambos son parecidos en composicion,
pero el misculo rojo tiene un mayor contenido de hemopigmentos, tales como la mioglobina para el
transporte de oxigeno y mas lipidos no estructurales para proveer energia, reflejando su papel en
una fuerte actividad natatoria de especies como el atiin o la caballa. El musculo rojo esta situado a

lo largo de los laterales del cuerpo, debajo de la piel, seguido por el musculo blanco.

Dependiendo su funcién y solubilidad, las proteinas del musculo del pescado se pueden dividir en
tres grupos:

1. Proteinas estructurales (actina, miosina, tropomiosina y actomiosina), que constituyen el 65-
80% de la proteina total, las cuales dan al muasculo su estructura y actividad. Estas proteinas son
solubles en disoluciones salinas de concentracion superior a 0,3 M.

2. Proteinas sarcoplasmicas (mioalbtimina, globulina y enzimas), que son solubles en agua y se
encuentran normalmente en el plasma de las células, constituyendo entre el 18-20% del total de

proteinas musculares.
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3. Proteinas del tejido conectivo (estroma), representan alrededor del 3-5% del total de las
proteinas, son solubles en disoluciones salinas muy concentradas, o mediante la coccion.

La propia naturaleza de los diferentes tipos de musculo refleja su importancia en la elaboracion de
productos marinos. Las proteinas sarcoplasmicas, al ser muy solubles, no contribuyen a la
formacion de geles, a diferencia de las proteinas miofibrilares, que confieren la estructura de geles
por accion del calor; mientras que las proteinas del estroma, que se solubilizan por calor, pueden ser
componentes “inertes” en los productos finales (Estrada, 2005). De igual manera, el musculo de
pescado, contiene un intervalo de 1-5 % de lipidos, del cual, el 90% son fosfolipidos. Los lipidos en
los alimentos provenientes del mar, tienen significativamente niveles mas altos de acidos grasos
omega-3. El agua, principal componente de la fraccion comestible de los peces, siendo mayor la
retencion de agua en el pescado fresco, pues durante la coccidon se pierde aproximadamente un
cuarto de humedad.

Posee Vitaminas y Nutrimentos inorganicos: vitaminas hidrosolubles, el complejo B y C; vitaminas

liposolubles A, D, K y E (Estrada, 2005).

2.6.4 Habitat de la carpa comun Cyprinus carpio

La carpa comin silvestre (generalmente referida simplemente como 'carpa' en esta hoja de
informacién) vive en las corrientes medias y bajas de los rios, en areas inundadas y en aguas
confinadas poco profundas, tales como lagos, meandros y embalses de agua. Las carpas son
principalmente habitantes del fondo, pero buscan alimento en las capas media y superior del cuerpo
de agua. El mejor crecimiento se obtiene cuando la temperatura del agua esta en el intervalo 23 °Cy
30 °C. Los peces pueden sobrevivir periodos de inviernos frios. Salinidades hasta alrededor de 5%o
son toleradas. La gama de pH 6ptimo es 6,5-9,0. La especie puede sobrevivir bajas concentraciones
de oxigeno (0,3-0,5 mg/L) asi como super saturacién. Las carpas son omnivoras, con una gran
tendencia hacia el consumo de alimento animal, tal como insectos acuaticos, larvas de insectos,

gusanos, moluscos y zooplancton.

El crecimiento diario de la carpa puede llegar a ser 2 a 4 por ciento del peso corporal. Las carpas
pueden alcanzar 0,6 a 1,0 kg de peso corporal dentro de una estacion en los estanques de cria de
peces en policultivo de areas subtropicales/tropicales. El crecimiento es mucho mas lento en la zona
temperada: ahi los peces alcanzan pesos corporales de 1 a 2 kg después de dos a cuatro estaciones

de crianza.
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2.7 Produccién de carpa Cyprinus carpio

La carpa (Cyprinus carpio) es una de las especies de peces domesticados mas antigua del mundo,
criada para consumo humano. Su éxito se sustenta en su fuerza, rdpido crecimiento, facil
propagacion, habitos omnivoros, resistencia a las enfermedades y tolerancia a un amplio rango de
condiciones climaticas. En México es una de las especies altamente comercializadas; de acuerdo a
estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO
por sus siglas en ingles), es la especie de mayor cultivo en el mundo y de mayor consumo
alimenticio en la poblacion (FAO 2011; Zsigmond et al., 2009; Balon, 2006). Dentro de la

produccion mundial México ocupa el 7° lugar con 20,000 ton/afio (Figura 11).
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Figura 11. Principales paises productores de Cyprinus carpio FAO (2009).
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2.7.1 Biomarcadores

La respuesta toxica se representa mediante la seleccion adecuada de biomarcadores. Estos son
definidos como cambios cuantificables representativos en la respuesta bioldgica, fisica o quimica,
que pueden estar relacionados con los efectos toxicos o la exposicion a quimicos ambientales, y

cumplen con las siguientes caracteristicas (van der Oost et al., 2003):

1. Indican la presencia de un contaminante biodisponible, més que la forma inerte del mismo.
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2. Pueden revelar la presencia de un contaminante que no se sospecha que existe en el lugar de
estudio.

3. Son mas faciles de innovar y mas econémicos que los analisis quimicos comunes.
Los biomarcadores de pueden clasificar en tres grupos (van der Oost et al., 2003):

1. De exposicion: la deteccion y calculo de sustancias exdgenas o sus metabolitos o el
producto de una interaccidon entre un toxén y una célula blanca y es calculada dentro del
organismo. Este tipo de biomarcador es usado para confirmar la exposicion de individuos o
poblaciones a una sustancia en particular.

2. De efecto: incluyen la valoracion bioquimica, fisioldgica y otras alteraciones dentro de un
tejido o fluidos corporales de un organismo que puedan ser reconocidos y asociados con
deficiencia de la salud.

3. De susceptibilidad: indica la habilidad adquirida por un organismo para responder a los
cambios producidos por la exposicion a un agente especifico, incluyendo factores genéticos

y cambios en receptores los cuales alteran la susceptibilidad del organismo expuesto.

2.7.2 Estrés oxidativo

En la vida de los organismos aerobios, existe el peligro de que sus defensas antioxidantes se vean
sobrepasadas por las fuerzas oxidantes. Esta situacion se denomina estrés oxidativo y se relaciona

con distintas enfermedades, asi como con el envejecimiento (Mayor Oxilia, 2010).

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a diversas fuentes
que producen una ruptura del equilibrio que debe de existir entre las sustancias o valores
prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya
sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la produccion de especies
reactivas de oxigeno. Un aumento de los radicales libres puede generar dafios a las biomoléculas

como: proteinas, lipidos y acidos nucleicos.

Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la estructura-funciéon en cualquier 6rgano,
sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se reconoce como mecanismo general de dafio
celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la evolucién de un nimero creciente de entidades
y sindromes de interés médico-social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos

eventos (Rodriguez et al., 2001; Ames et al., 1993).
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El estrés oxidativo esta relacionado con la patogénesis del cancer, diabetes mellitus, ateroesclerosis,
enfermedades neurodegenerativas, artritis reumatoide, isquemia, apnea obstructiva del sueflo y otras
enfermedades. Ademas, esta relacionado con los mecanismos del envejecimiento, debido a un
incremento progresivo en los procesos regulatorios mediados por los radicales libres que da como
resultado cambios en la expresion de genes.
El dafio genético se define con mayor precision en términos de lesiones estructurales especificas
que se producen a lo largo del ADN. Existen tres clasificaciones principales de los dafios:
a) La mutagénesis se refiere a mutaciones de un gen, que son cambios en la secuencia de
ADN dentro de un gen.
b) Clastogénesis refiere a los cambios en la estructura de los cromosomas, por lo general
resulta en una ganancia, pérdida o reordenamiento de piezas cromosomicas

¢) Aneuploidia se refiere a la ganancia o pérdida de cromosomas intactos.

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de nitrogeno (ERN) estan
involucradas en los procesos de dafio, no solo porque son capaces de interactuar de manera directa
sobre el ADN, sino también porque afectan la transduccion de sefales, la proliferacion celular y la

comunicacion intracelular.

2.7.3 Radicales libres

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies quimicas, cargadas,
0 no, que en su estructura atdmica presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo,
dandole una configuracién que genera gran inestabilidad y desde el punto de vista molecular son
pequefias moléculas que se producen por diferentes mecanismos como la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en cloroplastos, y las
reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar con las
principales moléculas del organismo. Los radicales libres (RL) mas importantes de las células
aerobias (como las células humanas), son el oxigeno, el super 6xido, los radicales de hidroxilo, el
peroxido de hidrogeno y los metales de transicion. Los RL que se forman dentro de las células
pueden oxidar las biomoléculas (moléculas empleadas dentro de las células, en especial a los
lipidos) y por tanto producir la muerte celular, es importante destacar que el ADN es muy sensible a

la oxidacion por los radicales libres (Venero, 2002).
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2.7.4 Especies Reactivas de oxigeno

Se consideran como (ERQO’s) el oxigeno atomico (O) y el ozono (0Os), al oxigeno singulete ('0,) que
se produce con la excitacion de uno de los electrones desapareados de O, y al superoxido (O»..), al
perdxido de hidrogeno (H20») y al radical hidroxilo (-OH) que son especies parcialmente reducidas.
Las ERO’s en bajas concentraciones estimulan el crecimiento de las células, de algunas bacterias y
de otros microorganismos, ademas de que son indispensables para la diferenciacion celular y la
muerte celular programada (Konigsberg, 2008).

El (*0,) reacciona con la mayoria de los compuestos celulares, con la membrana plasmatica, los
acidos nucleicos, proteinas, lipidos e hidratos de carbono muy cerca del sitio donde se forma.
Interacciona con las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos siendo el producto principal la 8-
hidroxiguanina.

El (O2-) es a la vez un anion y un radical, se produce principalmente en la cadena respiratoria. Es
toxico para la célula porque a partir de él se puede originar el ('0,) y el (H20,). El (H20,) se forma
cuando uno delos electrones del (O2) se ha apareado con un electrén de giro contrario. Puede formar
aductos con los hidratos de carbono, aminoacidos y bases nitrogenadas. Es toxico debido a que
puede formar ('0,) y (-OH), asociado a la reacciéon con algunos metales de transicion con los que
produce el radical (-OH) que interacciona irreversiblemente con las proteinas y el ADN.

El (-OH) se produce principalmente por la reaccion de Fenton. Es unos de los compuestos mas
reactivos que existen, puede oxidar a las bases puricas y pirimidicas, asi como a la desoxirribosa,
ademas puede producir rupturas en el ADN. También reacciona con cualquier aminodcido en el
sitio que se origina, incluso con los acidos grasos poliinsaturados (Valavanidis et al., 2006).

Otras fuentes endogenas de ERO’s interiormente de las células son las enzimas oxidativas como
triptofano dioxigenasa, xantino de oxidasa y el CYP450 reductasa, que pueden producir (02-+),
mientras que la enzima guanidinciclasa y glucosa oxidasa generan peroxido de hidrogeno. Los
contaminantes son una fuente importante para la generacion de ERO’s en los organismos, tal es el
caso de los metales de transicion, herbicidas, quinonas y compuestos nitroaromaticos., conocidos

ampliamente por la generacion de estrés oxidativo (Valavanidis et al., 2006).

2.8 Efecto del estrés oxidativo sobre biomoléculas
2.8.1 Lipoperoxidacion

La oxidacion lipidica por los RL se lleva a cabo mediante una reaccion en cadena en la que el &cido

graso al oxidarse se convierte en radical de acido graso con capacidad de oxidar a otra molécula
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vecina. Este proceso es conocido como lipoperoxidacion y genera numerosos subproductos, muchos
de ellos como el malondialdehido (MDA), cuya determinacion en tejidos, plasma u orina es uno de

los métodos para evaluar el estrés oxidativo.

La lipoperoxidacion o peroxidacion lipidica puede ocurrir por via enzimatica como no enzimatica,
es una reaccion autocatalitica donde las especies reactivas del oxigeno o radicales libres (RL)
sustraen atomos de hidrogeno a las moléculas de acidos grasos poliinsaturados, es decir, que atacan
a los residuos de los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos, ya que altera Ia
permeabilidad de la membrana celular produciéndose edema y muerte celular. Los RL destruyen a
la membrana lipidica, produciendo una variedad de compuestos como alcoholes, aldehidos, y
ésteres, los cuales pueden provocar mutagénesis y carcinogénesis, la reaccion termina cuando dos

moléculas de peroxidos colisionan entre si o cuando reaccionan con algln antioxidante disponible.

La determinacion de los productos terminales de la peroxidacion lipidica, entre ellos el
malondialdehido, y la técnica de quimioluminiscencia constituyen métodos de amplio uso para
evaluar el estrés oxidativo o el dafio por radicales libres a las membranas celulares y las

lipoproteinas (Valko et al., 2005).

2.8.2 Etapas de la lipoperoxidacion

Esté proceso estd compuesto por un conjunto de reacciones en cadena, sobre los acidos grasos
poliinsaturados (Valavanidis et al., 2006). Iniciacion de la lipoperoxidacion: comienza cuando un
acido graso poliinsaturado es atacado por una ERO que es capaz de absorber o retirar un atomo de
hidrégeno de un grupo metileno. El metileno queda como radical libre que se estabiliza mediante un
rearreglo molecular que da origen a un dieno que no reacciona con el siglete de oxigeno, sino con

oxigeno molecular y forma el radical peroxilo.

LH+R- + HO- » - + RH, HOH

Propagacion de la lipoperoxidacion: la molécula a la que se le ha abstraido un hidrogeno, hara lo
mismo a la molécula de acido graso poliinsaturado adyacente, estableciendo una reaccion en cadena

y de esta forma se propaga la lipoperoxidacion a través de la membrana.

L-+02 » LOO- (radical lipido peroxilo)

LH+LOO » - + LOOH (lipido hidroperoxilo)

40



Terminacion: la terminacion de la lipoperoxidacion es el resultado de la interaccion de los radicales
lipidicos y/o la formacion de especies no radicales por los radicales lipidoperoxilo. El resultante —
LOOH que puede descomponerse ficilmente a varias especies reactivas, incluyendo radicales
lipidoalcoxil (LO), aldehidos (malondialdehido), alcanos, epoxi-lipidos y alcoholes (Valavanidis et
al., 2006).

2.8.3 Efectos de la Lipoperoxidacion

Cuando reaccionan los radicales libres de acidos poliinsaturados entre si se pueden formar dimeros
por entrecruzamiento o pueden ciclarse, creando aglomerados que conducen a la disminucion de la
fluidez y de la permeabilidad de la membrana, modificando su estructura y con ello la funcién de
las células y de los tejidos. De manera indirecta los productos de lipoperoxidacion pueden

reaccionar con otras moléculas como los aminoacidos y dafiar a la célula (Konigsberg, 2008).

2.8.4 Daiio genético (Genotoxicidad)

El dafio genético se define con mayor precision en términos de lesiones estructurales especificas
que se producen a lo largo del ADN. Existen tres clasificaciones principales de los dafios:

1)La mutagénesis se refiere a mutaciones de un gen, que son cambios en la secuencia de ADN
dentro de un gen, 2) clastogénesis refiere a los cambios en la estructura de los cromosomas, por lo
general resulta en una ganancia, perdida o reordenamiento de piezas cromosdmicas, 3) aneuploidia
se refiere a la ganancia o pérdida de cromosomas intactos. Las especies reactivas de oxigeno
(EROs) y especies reactivas de nitrogeno (ERN) estan involucradas en los procesos de dafio, no
solo porque son capaces de interactuar de manera directa sobre el ADN, sino también porque
afectan la transduccion de sefiales, la proliferacion celular y la comunicacion intercelular.

Diversos contaminantes pueden causar lesiones al ADN de organismos acuaticos, dentro de las que
se incluyen rupturas de cadena, dafio en azucares, modificaciones en las bases y entrecruzamientos,
causando efectos adversos en la estabilidad del ecosistema, por lo que se han establecido diferentes

métodos para evaluar alteraciones en el ADN:

a) El ensayo de cometa o electroforesis unicelular en gel: es una técnica rapida y sensible
en especies acuaticas ya que detecta un amplio espectro de lesiones en el ADN (Jha, 2008;
Frenzilli ef al., 2009; Frenzilli y Lyon, 2013). Se puede evaluar el dafio al ADN en células
individuales, incluyendo rompimientos simples o dobles, sitios alcali labiles y la escision

incompleta de los eventos de reparacion. Su uso se ha extendido a una variedad de areas,
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incluyendo el monitoreo ambiental y ecotoxicologia genética (Bolognesi & Cirillo, 2014).
También se han incorporado al ensayo endonucleasas para detectar bases oxidadas, como la
FPG y la ENDO III, dichas enzimas reconocen a las bases nitrogenadas puricas y

pirimidicas oxidadas respectivamente (Migliore et al. 2002).

b) El ensayo de micronticleos (MN): es uno de los métodos mas utilizados para medir los
cambios cromosomicos estructurales y numéricos en diferentes sistemas in vitro € in vivo
(Bolognesi & Cirillo, 2014). El dafio cromosémico después de la replicacion celular
representa un efecto asociado con la exposicion a productos quimicos genotdxicos. El
ensayo de MN puede ser realizado en cualquier poblacion de células en proliferacion

(Hayashi et al.,1998; Bolognesi y Hayashi 2011).

2.9 Ciclo celular

El ciclo celular es el proceso por el cual la célula crece y duplica todas sus estructuras, incluyendo
la informacion genética, para finalmente dividirse y dar origen a dos células hijas idénticas que
repiten el proceso. Este empieza a partir de una célula que posee una cantidad muy baja de ATP,
por lo que, la célula inicia una acumulacion de ATP e incrementa su tamafio, eventos que ocurren
durante la fase G1 que es la parte mas larga del ciclo. Una vez que la célula tiene suficiente ATP y
un tamafio adecuado se comienza la sintesis de ADN (replicacion). En esta etapa denominada S, se
obtiene una copia del ADN original. El proceso de sintesis consume una gran cantidad de ATP, por
lo que es necesario un segundo periodo de acumulacion de energia, denominada fase G2. La energia
adquirida de la fase G2 es empleada para el proceso de mitosis. La progresion ordena de las células
a través de las diversas fases depende de las ciclinas, las CDK e inhibidores de las CDK. Las CDK
se encuentran presentes en el ciclo celular, sin embargo, solo se activan al ser fosforiladas tras la
union de las ciclinas. En contraste, las ciclinas se sintetizan durante fases especificas del ciclo. La
actividad de los complejos ciclina-CDK est4 regulada por los inhibidores de CDK. Existen dos
clases principales, las familias Cip/Kip (p21, p27 y p57) y las INK4/ARF, su funcion es la de
inactivar los complejos ciclina-CDK (Kumar ef a/. 2005).

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

12.

42



SUPERVIVENCIA MUERTE

Membrana
celular Receptor

Citopl @ con dominio

itoplasma :

g / Receptor de muerte
Ras) " Lirosin-quinasa

proCasp§ <

Raf - .
MEK; 2
i " ' Caspasa 8
4 4| p -
ERK PI3K -
¥ Apaf-1
? ,-".pro(‘asp 9
» Akt
W37\
P Bad P proCasp9 s Caspasa 9
Bad Bl _’_/]l
proCasp3 (w ) proCasp3 - Caspasa 3
¢ & ¥
I Sustratos de Proteolisis

Mitocondria
Figura 12. Esquema central de la apoptosis. En color verde se representan las moléculas
antiapoptoticas y en rojo las pro-apoptéticas

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

asimétrica de los cromosomas.
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Figura 13. Dos vias que causan apoptosis. La apoptosis puede ser iniciada por ligandos externos
como TNF, FAS o TRAIL en receptores transmembrana especificos unidad izquierda de la figura.
La activacion ocasiona trimerizacion del receptor y union de las moléculas adaptadoras como
TRADD al dominio de muerte intracelular. Que activa a la pro-caspasa 8 por via externa y a su vez
activa a la caspasa 3 ejecutora de la apoptosis. Esta ultima también puede iniciarse por la via interna
regulada por la familia Bcl-2 como Bax y Bcl-2. Bax es activada por el dafio al ADN o por
proteinas mal formadas a través de p53. La activacion por esta via ocasiona la liberacion del
citocromo-c de la mitocondria, formacion de un complejo con Apaf-1 y caspasa 9. La caspasa 9 es

activada en el complejo e inicia la apoptosis a través de la activacion de la caspasa 3.

Para funcionar adecuadamente, los puntos de control incluyen sensores de dafio, como proteinas de
la familia RAD, y traductores, las familias CHK cinasa. Las moléculas efectoras de los puntos de
control difieren dependiendo de la etapa, en G1/S, la detencion del ciclo celular depende
principalmente por p53, que induce al inhibidor del ciclo celular p21. La detencion del ciclo de la
célula por el punto de control G2/M implica mecanismos dependientes e independientes de p53. No
obstante, la prolongacion del transito en el ciclo celular contribuye a la supresion del crecimiento

celular (figura 13) (Kumar et al. 2005; McCollum et al. 2006).
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2.9.1 Citotoxicidad

La citotoxicidad es la evaluacion in situ de la funcion celular en respuesta a una sustancia toxica
(Goguen and Kedersha, 1993). El dafio al ADN induce la expresion de la proteina p53, la cual
detiene el ciclo celular evitando la proliferacion de células anormales, el incremento de esta
proteina provoca la expresion de proteinas pro---apoptoticas de la familia Bcl---2 (Bax y PUMA),
las cuales tienen como blanco la mitocondria en donde se induce al citocromo C. Este compuesto
sale de la mitocondria y activa la cascada de caspasas (Macip ef al., 2003). Las caspasas son una
familia de proteinas pertenecientes al grupo de las cistein- -proteasas, mediadores esenciales de los
procesos de apoptosis.

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisioldgico, caracterizada por distintos
cambios morfoldgicos, que incluyen condensacion de la cromatina y fragmentacion nuclear,
pliegues en la membrana plasmatica, desensamble del citoesqueleto y contraccion celular. La célula
se rompe en pequefios fragmentos rodeados de membrana conocidos como “cuerpos apoptoticos”,
los cuales son eliminados por fagocitosis, sin iniciar una respuesta inflamatoria (Kurokawa y
Kornbluth, 2009). Por lo anterior, uno de los métodos que se usan para la identificacion de células
en apoptosis es el marcaje in situ del ADN fragmentado o marcacién de cortes terminales con
dUTP---biotinilados mediada por TdT (técnica de TUNEL) (Formigari et al., 2007), la cual se basa
en el marcaje de los extremos 3'OH libres generados durante la fragmentacion del ADN en la
muerte apoptdtica, dicho marcaje se hace con nucleétidos acoplados a isocianato de fluoresceina

(FITC), debido a la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) (Negoescu et al., 1997).

Los resultados obtenidos en relacion con la geno y citotoxicidad son considerados como indicadores
utiles de los efectos de los contaminantes sobre los ecosistemas acuaticos, ya que este tipo de
efectos puede asociarse con trastornos organicos que pueden afectar a la fecundidad, la salud y el
ciclo de vida de los organismos involucrados (Theodorakis et al., 2000).

También se ha reportado en la bibliografia la produccion de estrés oxidativo inducido por
amoxicilina y esta a su vez afectando las caracteristicas fisicoquimicas (solubilidad, capacidad de
retencion de agua, capacidad de gelificacion, andlisis de perfil de textura (TPA), perfil de pesos

moleculares SDS-PAGE) de organismos acuaticos.

2.9.2 Daiio a proteinas

En caso de las proteinas se oxidan preferentemente los aminoacidos (fenilalanina, tirosina,

triptofano, histidina y metionina) y como consecuencia se forman entrecruzamientos de cadenas
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peptidicas, fragmentacion de la proteina y formacién de grupos carbonilos e impiden el normal

desarrollo de sus funciones (Oteiza; 1995).

Muchas proteinas son capaces de tolerar gran cantidad de oxidaciones sin que aparentemente se vea
afectada su funcion. La oxidacion parcial y selectiva en algunos casos produce proteinas
modificadas que pueden actuar como moduladores en algunas reacciones, favoreciendo la
homeostasis celular, en este caso la oxidacion tiene una finalidad fisiologica. Por otro lado, existe
una gran cantidad de agentes oxidantes que pueden dafiar a las proteinas. Uno de los dafios que es
utilizado como marcador de la oxidacion directa de los residuos de lisinas, arginina, prolina y
treolina. También pueden ser introducidos por reacciones con aldehidos (malonaldehido, 4-hidroxi-
2-nonenal) producidos durante la lipoperoxidacion o al incorporar un grupo carbonilo a la proteina
al reaccionar residuos de lisina con azicares reductores o de sus productos de oxidacion

(Konigsberg, 2008; Hangsber, 2002).

2.9.3 Antioxidantes

Todos los organismos soportan numerosos factores exogenos y endégenos de estrés oxidativo, por
lo que existen sistemas antioxidantes de defensa regulables, tanto enzimaticos como no enzimaticos,

que protegen al organismo del estrés oxidativo.

Entre los enzimaticos destacan la superdxido dismutasa (SOD), esta enzima destruye el anion
superoxido (O-) mediante su transformacion en peroxido de hidrogeno (H202), lo que contribuye
al mantenimiento del equilibrio fisiologico antioxidante-prooxidante. (Dominguez 2006), la catalasa
(CAT) transforma al H>O, en O, y H,O a cualquier pH entre 4 y 11 existen catalasas
monofuncionales que tienen una sola actividad y otras que son capaces de oxidar algunas moléculas
pequefias como etanol y metanol, y la glutation peréxidasa (GPX) cataliza la reduccion de

peroxidos (ROOH, inclusive al H>O,) a alcoholes (ROH) (Rios, 2003).

La GPX y glutation reductasa (GRd) se encuentran formando parte de un sistema antioxidante
(GPx/GRd), y la CAT de otro (SOD/CAT). Se ha observado que ambos sistemas no actiian a la par;
la CAT actta en presencia de altas concentraciones de H,O> y la GPX lo hace a concentraciones
bajas, lo que demuestra una correlacion inversa en la actividad de ambas enzimas. Ademas, algunas
citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF), el interferén (IFN) y la interleucina-1 (IL-1)

son capaces de inhibir la actividad de la GPX (Cisneros et al., 1997).
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La aparicion y el impacto de la oxidacion en los alimentos se ignoré durante décadas, sin embargo,
actualmente se sabe que la oxidacion de proteinas en los tejidos vivos desempefia un papel esencial
en las enfermedades cronicodegenerativas. Esto ha propiciado un crecimiento del interés por
estudiar la oxidacion proteica, ya que puede tener un impacto en la calidad de la carne y el valor
nutrcional. Estudios recientes han contribuido tanto al conocimiento cientifico solido sobre los
mecanismos basicos de oxidacion, como a las metodologias avanzadas para evaluar con precision la
oxidacion proteica en los sistemas alimentarios. Algunos de estos estudios han proporcionado
informacion sobre las reacciones involucradas en las modificaciones oxidativas experimentadas por
las proteinas musculares, mientras que otros han identificado una variedad de productos derivados
de proteinas de musculo oxidado, incluyendo enlaces cruzados y carbonilos, y el impacto de la
oxidacion en la funcionalidad de la proteina y en rasgos especificos de calidad de la carne (Lund et

al., 2011).

2.9.4 Propiedades funcionales de las proteinas del musculo de pescado

Por lo general las proteinas tienen una gran influencia sobre los atributos sensoriales del alimento,
por ejemplo: las propiedades texturales y organolépticas de los productos carnicos dependen en
buena medida de las proteinas musculares (miosina y actina). La funcionalidad de las proteinas
alimentarias se define como aquellas propiedades fisicas y quimicas que derivan del
comportamiento de las proteinas en los sistemas alimenticios durante el procesado, el
almacenamiento, la preparacion y el consumo (Vera, 2010).

En otras palabras, las propiedades funcionales de las proteinas para el procesado son atributos que,
a concentracion adecuada del componente respectivo o aditivos y en condiciones apropiadas,
proveen de ciertas caracteristicas deseables al producto. Estas propiedades de las proteinas son el
resultado de su interaccion con el disolvente que las rodea, iones, otras proteinas, sacaridos, y
lipidos, y en fendmenos de superficie (Miranda, 2011). En la tabla 4 se muestran las propiedades

funcionales de las proteinas.

Tabla 5. Propiedades funcionales de las proteinas

INTERACCIONES DE PROTEINAS CON

AGUA AGUA Y PROTEINAS LIPIDOS y GASES

Hinchamiento Induccion de viscosidad Capacidad de emulsificaciéon
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Rehidratacion Gelificacion Estabilidad de

emulsificacion
Retencion de agua Formacion de fibras Habilidad espumante
Solubilidad Formacion de masas Estabilidad espumante

Fuente: Miranda, 2011

De las propiedades de las proteinas destacan cuatro, las cuales se describen a continuacion.

2.9.5 Solubilidad

La solubilidad es la propiedad funcional mas importante en alimentos, tanto si se busca aumentarla
como si se desea evitarla. Sin embargo, debido a su tamafio, las proteinas no forman soluciones en
el sentido estricto, sino suspensiones o soles. En muchos casos, como en los productos

emulsificados, la proteina debe ser soluble para ser funcional (Hall, 1996).

La solubilidad de la proteina estd determinada por los aminoécidos presentes en la superficie de la
molécula y por el balance entre las interacciones energéticas dentro de la proteina, asi como entre la
proteina y el solvente. La superficie de una proteina soluble en agua ésta cubierta por aminoacidos
polares que favorecen la interaccion con el agua; las proteinas insolibles en agua tiene mas grupos

hidrofébicos en la superficie (Creighton, 1993)

La solubilidad de las proteinas afecta diversas propiedades de las mismas, entre estas: espesantes,
espumantes, emulgentes y gelificantes; por lo cual una proteina insoluble tendrd muy poco uso en el
procesamiento de alimentos. La solubilidad de las proteinas depende de las interacciones idnicas ¢
hidrofobas. Las primeras promueven las interacciones proteina- agua y aumentan la solubilidad y
las segundas promueven la interaccion proteina-proteina y disminuyen la solubilidad (Miranda,
2011). La solubilidad puede ser definida como el porcentaje total de proteina muscular que
permanece en solucion bajo condiciones especificas y que no es sedimentable bajo fuerzas
moderadas de centrifugacion. Por lo tanto, representa un estado de equilibrio entre el soluto

(proteina) y el disolvente (Miranda, 2011).

Las principales variables que pueden alterar la solubilidad son: el pH, la temperatura y la fuerza

ionica. Estas variables afectan la solubilidad de las proteinas por que causan alteraciones en los
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grupos hidrofilicos e hidrofobicos, asi como en las interacciones presentes en la estructura
molecular de la proteina (Miranda, 2011). La solubilidad de las proteinas se ve incrementada a
temperaturas de entre 0 y 40-50°C.; sin embargo, al elevar la temperatura, se da un incremento de la
energia cinética afectando las interacciones no covalentes que mantienen estable tanto las
estructuras secundarias como terciarias de la proteina provocando con esto su desnaturalizacion,
exponiendo los grupos hidrofobicos que se encontraban en su interior los cuales interaccionan entre

si, provocando que se dé una disminucion de la solubilidad y asi precipitando (Miranda, 2011).

La fuerza ionica determina la capacidad de las proteinas (por ejemplo, miofibrilares) para ligar agua
y asi poder entrar en disolucion. Existen dos fendmenos que ocurren a diferentes fuerzas ionicas: la
solubilizacion (salting-in) y la insolubilizacién (salting-out) (Miranda, 2011). La mayoria de las
proteinas alimentarias son acidas, por lo que exhiben una solubilidad minima a pH 4-5 (punto
isoeléctrico), debido a la ausencia de repulsion electrostatica, y maxima a pH’s alcalinos.

La desnaturalizacion por calor modifica el perfil de solubilidad de las proteinas frente al pH.
Asimismo, a pH y fuerza idnica constantes, la solubilidad de la mayor parte de las proteinas suele
incrementar con la temperatura entre 0°C y 40°C, exceptuando a las muy hidréfobas. Por encima de
los 40°C se presenta la desnaturalizacion de la proteina, lo cual provoca un descenso de la

solubilidad (Fennema, 2010).

2.9.6 Propiedades gelificantes

Un gel es un estado intermedio entre el estado solido y el estado liquido. Técnicamente se define
como un sistema sustancialmente diluido que exhibe un flujo de estado no estacionario, estd
formado por un entrecruzamiento de gruesas moléculas (polimeros) reticuladas por las uniones
transversales (enlaces covalentes o no covalentes) formando una red inmersa en un liquido. Esta
propiedad depende de la interaccion agua-proteina. En esta estructura, el liquido impide que la red
se rompa y por otro parte, la red mantiene atrapado al liquido; por lo cual las proteinas no pueden
moverse. Esta transformacion se ve facilitada por el calor, las enzimas o los cationes divalentes, en
condiciones adecuadas. El papel de polimero es asumido por las proteinas miofibrilares, y el del

solvente por el agua y sales minerales (Bucharles et al., 1991).

La mayor parte de los geles proteicos alimentarios se preparan calentando una disolucion de
proteina. En este procedimiento de gelificacion, la proteina en estado de solucion se transforma
primero en un “estado progel”, por desnaturalizacion. El progel suele ser un liquido viscoso en el

que ya ha tenido lugar un cierto grado de polimerizacion. En esta etapa la proteina se despliega y se
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expone un numero critico de grupos funcionales (como grupos hidréfobos y grupos formadores de
puentes de hidrogeno) de forma que permita el inicio de la segunda etapa, es decir, la constitucion

de la red tridimensional proteica.

La formacion del progel es irreversible, porque tienen lugar muchas interacciones proteina-proteina
entre las moléculas desplegadas. Cuando el progel se enfria a temperatura ambiente o de
refrigeracion, el descenso de energia cinética térmica facilita la formacion de enlaces no covalentes
estables entre los grupos funcionales expuestos de las diversas moléculas; esto es lo que constituye
la gelificacion. Las fuerzas implicadas en la formacion de la red son, fundamentalmente, puentes de
hidrogeno, interacciones hidrofobicas e interacciones electroestaticas. Las proteinas que contienen
cisteina y cistina pueden polimerizar via reacciones de intercambio sulthidrilo-disulfuro durante el
calentamiento, y formar una red covalente que continua al enfriarse (Fennema, 2010).

Las proteinas globulares con pesos moleculares menores a 23,000 Da, no pueden formar un gel
inducido por tratamiento térmico, a ninguna concentracion razonable de proteina a no ser que
contengan, por lo menos, un grupo sulthidrilo o un enlace disulfuro. El pH o6ptimo para la

formacion de geles es de 7-8, para la mayor parte de las proteinas (Fennema, 2010).

2.9.7 Capacidad de retencion de agua

Es una propiedad fundamental en la carne y productos carnicos, ya que se relaciona con la
jugosidad y terneza. El agua se asocia con la superficie de las proteinas por interacciones dipolo-
dipolo y por puentes de hidrogeno, y forma una sola capa o monocapa en la superficie de las
proteinas. Esta agua, que representa 0.3 gramos de agua por gramo de proteina, tiene propiedades
diferentes al agua libre, y esta fuertemente ligada a la proteina (Chinachoti, 2000). El resto del agua
esta adsorbida o atrapada en capilares, poros, células u otras estructuras y puede fluir libremente. La
determinacion de la retencion de agua mide el agua libre y parte del agua adsorbida (Hui et al.,

2006).

La capacidad de retencion de agua se define como la facultad de la carne de conservar el agua que
le es propia o el agua afiadida, bajo el efecto de una tension cualquiera (Bucharles et al., 1991). El
tejido muscular contiene un 75% de agua, en donde el principal responsable de la retencion del agua
es el componente proteico. La mayor parte de agua en el musculo esta en las miofibrillas. Esta
propiedad se ve afectada por varios factores ambientales como la concentracion de iones, presencias

de ATP, pH, temperatura, tipo de sales y la conformacion proteica. Las proteinas exhiben su
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hidratacién minima a su punto isoeléctrico, al que las interacciones proteina-proteina minimizan la
interaccion con el agua (Fennema, 2010). La retencion de agua de los concentrados proteicos
aumenta en el intervalo de 20 a 100°C, en muchos casos, esto es debido a la formacion de geles
proteicos, en los que el agua se asocia con la superficie de las proteinas por puentes de hidrogeno y

se atrapa dentro de los poros de la red proteica (Foegeding, 1989)

Las proteinas en las fibras musculares se asocian por cargas en la superficie de las moléculas
proteicas. Al aumentar la concentracion de sal, los iones de sodio y cloro se unen a los grupos
cargados de las proteinas debilitando las interacciones entre fibras, lo que permite que entre mas
agua debido a que hay menos interacciones proteina-proteina y mas interacciones proteina-agua

(Vojdani, 1996).

Por este motivo la retencion de sal tiene una gran influencia en la retencion de agua. En los
homogeneizados musculares aumenta la concentracion de sal de 0 a 2 M NaCl a pH 6.0, las
muestras homogeneizadas sin sal pierden agua, mientras que las homegeneizadas con 0.65M NaCl

retienen mas su peso en agua (Matsumura y Mori, 1996).

El pH de la solucion también afecta a la retencion de agua. Al igual que con la solubilidad, el pH
influye en las cargas. En un homogeneizado muscular la retencion de agua disminuye al minimo en
el punto isoeléctrico (pH 5.0, aproximadamente). En este momento la interaccion proteina-proteina
entre aminoacido cargadas es dominante. Si el pH se retira del PI la proteina se hace cada vez mas

cargada y las interacciones proteina-proteina ceden su lugar a proteina-agua (Chinachti, 2000).

2.9.8 Perfil de textura

El andlisis de perfil de textura (TPA) es un método objetivo correlacionado con el analisis sensorial
de la textura. El ensayo comprende la compresion de una muestra dos veces seguidas, imitando el

proceso de masticacion.

Un pequetio cilindro de gel (aproximadamente 2cm de diametro y 0.8cm de altura) se coloca sobre
la plataforma de un texturometro tipo prensa Instron, o similar. Sobre el mismo actiia un plato plano
que lo comprime hasta una altura predeterminada. La determinacion del perfil de textura involucra
dos compresiones sucesivas del material a una velocidad constante durante las cuales se registra la
evolucion de la fuerza. En la figura 6 se muestra la curva tipica de analisis de perfil de textura

lograda en maquina Instron.
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Figura 14. Curva tipica de analisis de perfil de textura lograda en maquina Instron
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Fuente: Bourne, 1978

Del andlisis de las curvas de la figura 14 se logran cuatro parametros texturales.

* Dureza (hardness) es definida como la fuerza pico logrado durante el primer ciclo de compresion.
* Cohesividad (cohesiveness) es definido como la razén del area positiva lograda durante la segunda
compresion y del area positiva de la primera compresion (A2 /Al).

* Elasticidad (springiness antes llamado elasticity) es definida como la altura que recupera el
alimento durante el tiempo que transcurre entre la primera y la segunda compresion.

* Gomosidad (Gumminess) es definida como el producto de dureza por cohesividad.

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 microbiolégica de los
alimentos, la calidad de estos se define como las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de los

mismos.

Las principales caracteristicas fisicoquimicas de la carne son: color, textura, sabor y olor; y se
relacionan con el pH y capacidad de retencion de agua, la composicion quimica, la degradacion
proteica, la interaccion entre componentes y el grado de oxidacion de las grasas. Por otro lado, Las
propiedades funcionales de la carne se dividen en: propiedades de hidratacion dependientes de las
interacciones proteina-agua (retencion de agua, adhesion); propiedades relacionadas con las
interacciones proteina-proteina (formacion de geles); y propiedades de superficie (emulsificacion).

Las mas importantes, debido a su aplicacion en la industria alimenticia, son la la emulsificacion de

grasa (CE) y la gelificacién (CG), capacidad de retencion de agua (CRA). Esta tltima se define
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como la capacidad que tiene la carne para retener agua, tanto propia como afiadida, 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 CE se refiere a la habilidad de las proteinas
carnicas como agentes emulsificantes. Los productos de pasta fina se consideran como emulsiones
del tipo aceite en agua, afectados por factores pre y post rigor, asi como por el tipo y concentracion
de proteinas, y la relacion proteina-grasa. La CG es el resultado de la desnaturalizacion y
agregacion de proteinas para formar una red ordenada; la miosina, la actina y en algunos casos la
paramiosina, son las principales proteinas responsables de la formacion de geles. La temperatura, el
pH y las sales, al modificar la estructura cuaternaria o la distribucion de la carga neta de las

proteinas, afectan el grado de union de las proteinas, alteran la naturaleza y la estructura de un gel.

Estas caracteristicas se conjugan entre si para producir la calidad tanto textural como sensorial. La
textura se define por la forma en que los componentes estructurales de un material se arreglan en
forma micro y macroscopica, y la manifestacion externa de este arreglo. Por ejemplo, la
cohesividad se refleja en la habilidad cementante de las proteinas miofibrilares en productos tales
como jamones reestructurados (cocidos); el masajeo forma una pelicula proteica alrededor de trozos
de carne, la cual se torna cohesiva durante el calentamiento. El sabor es el resultado de una mezcla
compleja de sensaciones percibidas por los sentidos del gusto y olfato, aunque en varias ocasiones
se acompana de estimulos visuales, tactiles y sonoros. El sabor y olor se producen por los
compuestos volatiles liberados durante el procesamiento de la carne, y por los no volatiles
encontrados en las partes magra y grasa de la carne. El sabor y olor a la vez estan generados por
precursores, por las interacciones entre los componentes quimicos de la carne, y directamente por

algunos compuestos.

Por otro lado, la AMX esta relacionada con la calidad de la carne, se han hecho estudios, en los
cuales se muestra que cuando este tipo de especies estd en contacto no sélo con aditivos,
medicamentos y con metales pesados, presentan una licuefaccion del cerebro, por lo que se cree que

también afecta la calidad fisicoquimica, textural y sensorial de su carne.
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II1. Justificacion

La carpa comun Cyprinus carpio es un pez de amplia distribucion en México y el mundo, es de
importancia econémica y nutrimental, y es conocido por el consumidor como una fuente de
nutrientes como vitaminas liposolubles, proteinas ricas en aminodcidos esenciales, micro elementos
y acidos grasos insaturados que, entre otros beneficios tienen un efecto hipo-colesterolémico. Sin
embargo, éstos pueden verse afectados por contaminantes como la amoxicilina, asi como por su
accion enzimatica y microbiana, afectando caracteristicas sensoriales (formacion de compuestos
volatiles desagradables), fisicoquimicas (capacidad de retenciéon de agua, formacion de bases
volatiles), propiedades texturales (ablandamiento) y nutrimentales (pérdida de nutrientes) del
pescado. Actualmente la informacion toxicoldgica de la amoxicilina reportada en la literatura no es
suficiente sobre sus efectos toxicos (genotoxicidad y citotoxicidad) en especies acuaticas. Dado que
este organismo al ser capaz de bioconcentrar contaminantes como la amoxicilina, podria afectar a
dichas propiedades, asi como a poblaciones que lo consuman por un proceso de biomagnificacion,
provocando reacciones alérgicas a las poblaciones susceptibles a las penicilinas, asi como también
un consumo no controlado de este antibidtico provocar resistencia microbiana. Por lo que es
necesario llevar a cabo un estudio sobre la evaluacion de la genotoxicidad y citotoxicidad inducida

por amoxicilina y su influencia sobre la calidad alimentaria de esta especie de gran importancia.

IV. Hipétesis

Se sabe que el antibidtico amoxicilina es capaz de producir estrés oxidativo, sera capaz de producir
efectos de genotoxicidad y citotoxicidad, afectando su calidad alimentaria, al exponer a Cyprinus

carpio en agua a diferentes concentraciones del antibiotico.

V. Objetivos
5.1. Objetivo general

Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad inducida por amoxicilina y su influencia sobre la calidad

alimentaria de Cyprinus carpio.
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5.2. Objetivos especificos

a) Determinar el dafio genotoxico de la amoxicilina en sangre de Cyprinus carpio a través de
la prueba de micronticleos y cometa.

b) Determinar el dafio citotoxico de la amoxicilina a través de la actividad de caspasa-3 y
prueba de TUNEL en sangre de Cyprinus carpio.

¢) Determinar la calidad alimentaria por medio de las pruebas fisicoquimicas (pH, capacidad
de retencion de agua, solubilidad, grupos sulfhidrilos, capacidad de gelificacion, analisis de

perfil de textura (TPA), perfil de pesos moleculares SDS-PAGE).

VI. ESTRAGIA METODOLOGICA

Obtenci6n y aclimatacion de la poblacion

Evaluacion de la toxicidad de amoxicilina Pruebas fisicoquimicas y de
sobre Cyprinus carpio textura
Exposicion: 12,24,48, 72y 96 h 1) pH
Concentraciones: 0.039 pg/L y 1.67ng/L P

‘ 2) Grupos sulfhidrilo

3) Solubilidad
4) Capacidad de retencion de
agua

— 5) Capacidad de gelificacion
Ensayo cometa y ensayo, |Actividad de caspasa-3 y 6) Anlisis de perfil de textura

de micronucleos ensayo de TUNEL 7

Genotoxicidad Citotoxicidad

Perfil de pesos moleculares
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6.1 Obtencién y mantenimiento del organismo

Para realizar las pruebas de genotoxicidad y citotoxicidad se emplearon como organismos de prueba
C. carpio (carpa comun). Los organismos fueron adquiridos en uno de los centros carpicolas mas
importantes del pais (Tiacaque, Estado de México), donde se garantizd que los organismos
estuvieran en buenas condiciones de salud, asi mismo de que no estuvieron expuestos a ninguna
sustancia que pudiera alterar su estado de salud. Posteriormente, los organismos fueron
transportados al Laboratorio de Toxicologia Ambiental, en bolsas de polietileno previamente
provistas con agua y oxigenacion. En el laboratorio las carpas se colocaron en peceras de 160 L
durante quince dias, a temperatura ambiente con periodos de luz y oscuridad natural, con aireacion

continua, pH de 7.4 y alimentadas diariamente con Pedregal SilverTM para peces.

6.1.1 Preparacion del medio sintético para mantenimiento de Cyprinus carpio

Se disolvieron 2.85 L de agua destilada o desionizada, 120 mg L-1 de MgSOs (Sigma-Aldrich), 174
mg L-1 de NaHCO; (Sigma-Aldrich), 8 mg L-1 KCI (Vetec), en el orden descrito. Por otra parte, se
agregaron 120 mg L-1 de CaSO4x2H»0 (Sigma-Aldrich) a 150 mL de agua destilada o desionizada
en un matraz erlenmeyer de 250 mL. Se coloco la disolucion sobre un agitador magnético hasta que
el CaCOs se disuelva completamente. Se adicionaron a los 2.85 L preparados con anterioridad y se
mezclaron perfectamente. Para valorar la calidad del agua reconstituida, se colocaron durante 24 h a

10 juveniles en una muestra; transcurrido el tiempo, para registrar la mortalidad.

6.1.2 Caracterizacion fisicoquimica del medio sintético para mantenimiento de Cyprinus

carpio

El agua sintética se caracterizd por medio de la determinacion del pH que se mide usando un
potenciometro de electrodo de vidrio (JENCO VisionPlus modelo pH6175), el oxigeno disuelto
(usando un oximetro Simpson-Electric Co. YST Modelo 51-B), la conductividad (Phmetro

Conductronic Modelo TPM-PH130).

6.1.3 Disefio experimental

Para el experimento, se utilizaron organismos de 11.39 + 0.31 cm de largo y un peso de 25.71 + 2.8
g, y éstos fueron mantenidos en condiciones similares al periodo de aclimatacion. Los ensayos de
toxicidad consistieron en la incorporacion de AMX a concentraciones de 0.039 pg L'y 1.67 ug L’
(Kasprzyk-Hordern et al., 2007). Estas, fueron seleccionados debido a que eran ambientalmente

relevantes identificadas en un efluente urbano y en aguas superficiales. Se emplearon para las

56



pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad, 15 sistemas de prueba con 5 organismos cada uno de
ellos: 1) cinco para la concentracion 1 (0.039 ug L), 2) cinco para la concentracion 2 (1.67 pg L)
y 3) cinco correspondientes al grupo control (libres de AMX). Los tiempos de exposicion
empleados fueron 12, 24, 48, 72 y 96 h. El estudio se realizd por triplicado. En total fueron
empleados en los experimentos 225 organismos de prueba. Al finalizar cada tiempo de exposicion,
los organismos fueron retirados de los sistemas y se colocaron en una pecera que contenia solucion
de xilocaina (0.02 mg mL™), con el fin de anestesiar a los organismos y obtener las muestras
sanguineas de la vena caudal con una jeringa hipodérmica de 1 mL previamente heparinizada. Con
las muestras sanguineas se realizaron los ensayos de genotoxicidad y citotoxicidad, empleando las

metodologias que a continuacion se describen:

6.1.4 Evaluacion de los efectos genotdxicos

Las alteraciones genotoxicas inducidas por AMX en células sanguineas de C. carpio, fueron
realizadas mediante la valoracion de dos biomarcadores: 1) electroforesis unicelular (ensayo

cometa) y 2) prueba de micronucleos.

6.2 Ensayo cometa

La evaluacion del dafio genético mediante ensayo unicelular en gel (ensayo cometa) se realizo en 5
etapas consecutivas: 1) suspension de linfocitos en agarosa, 2) liberacion de DNA en solucion de
lisis, 3) electroforesis unicelular, 4) neutralizacion, y 5) tincion unicelular con bromuro de etidio.
Uno de los biomarcadores empleados para evaluar la genotoxicidad fue el ensayo cometa
empleando la metodologia propuesta por Tice et al., (2000). Previamente a un portaobjetos se
adiciono una primera capa de 100 uL de agarosa normal al 1%. Después se mezclaron 10 pL de la
suspension de linfocitos con 75 pL de agarosa de bajo punto de fusion al 0.75% y 75 pL de esta
mezcla se colocaron sobre la primera capa de agarosa.

Para la liberacion de DNA se colocaron las laminillas por 1 h a 4 °C en un vaso copplin con la
solucion de lisis (2.5 M de cloruro de sodio, 10 mM de trizma, 10% DMSO, 1% triton y pH 10,
sigma). Posteriormente se colocaron en la camara de electroforesis durante 20 min con una solucioén
alcalina (300 mM de hidroxido de sodio, Merck y 1 mM de EDTA) a un pH de 13. Se realizo la
electroforesis a 300 mAMP, 25 volts y pH>13 por 20 min y finalmente el proceso se detuvo con un

amortiguador de neutralizacion (0.4 M de trizma base) a un pH 7.4 (Tice et al., 2000)
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Finalmente, el DNA se tifid con 50 pL de bromuro de etidio y se observd al microscopio. La
medicion/cuantificacion se realizd en un microscopio de fluorscencia (zeiss) con el programa
Image-pro plus 5.0 (Media Cybernetics) y un filtro de onda de 450-490 nm. Se realizaron 100
mediciones por tratamiento y se obtuvo el dafio por medio del ID, el cual es la relacion de la

longitud de la cola del cometa y el diametro nuclear.

6.2.1 Ensayo de microntcleos

Con una gota de la muestra sanguinea que se obtuvo de cada organismo, se realizo un frotis y se fijo
con etanol puro por 5 minutos, y luego se tifid con colorante de Giemsa al 10% (Hycel, DF,
México) durante 9 minutos. Los resultados se expresaron como el numero total de células

micronucleadas por 1000 células (Cavas and Ergene-Goziikara, 2005)

6.2.2 Actividad de la caspasa-3
6.2.3 Preparacion del extracto celular

Células Jurkat (ATCC # TIB-152) a 10° células mL"!, y 50 ng mL"! de mAb anti-Fas (clon # CH-11,
MBL International, Cat. # SY-001) como control positivo (apoptosis inducida). Para las muestras de
apoptosis inhibida (control negativo), se agregaron a las células 125 pL de Z-VAD-FMK
[carbobenzoxi-valil-alanil-aspartil- (O-metil) -fluorometilcetona] (20 mM) al mismo tiempo que el
mAb anti-Fas. Las muestras se incubaron en oscuridad 16 h a 37 © C en una atmosfera humidificada
con CO; al 5%. Posteriormente las células se obtuvieron mediante centrifugacion a 450 g, 4 ° C y
10 min. El sedimento celular se mantuvo en hielo, se lavd con PBS a 4 °C y se resuspendié en
tampon de lisis celular a una concentracion de 10® células mL!. Las células se lisaron por
congelacion y descongelacion, luego se incubaron en hielo durante 15 minutos. Los lisados
celulares se centrifugaron a 15.000 g, 4 °© C y 20 min, finalmente se recogidé la fraccion

sobrenadante.

6.2.4 Ensayo colorimétrico

Se utilizé el kit (CaspACETM, Promega, Madison, WI), en donde el sustrato se une a la enzima
liberando p-nitroanilina (pNA). Se utilizé una microplaca con pozos de fondo plano. El blanco se
prepar6 utilizando 32 puL del buffer de caspasa [HEPES 312.5 mM, pH 7.5; sacarosa 31.25%;
CHAPS 0.3125% (3-[(3-Colamidopropil)-dimetilamonio]-propano sulfonato), 2 uL. DMSO, 10 pL
ditiotreitol (DTT; 100 mM) y 54 uL de agua desionizada. Para los grupos control y expuestos se
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utilizo lo siguiente: 32 pL del buffer de caspasa, 2 pL de DMSO, 10 pL de DTT, 20 puL de sangre y
54 uL de agua desionizada; para el control positivo, 32 uL del buffer de caspasa, 2 uL. de DMSO,
10 uL de DTT, 20 pL del extracto celular y 34 puL. de agua desionizada; para las muestras donde se
inhibié la apoptosis, 32 uL. del buffer de caspasa, 2 uL. de DMSO, 10 uL de DTT, 20 uL del
extracto celular y 34 uL. de agua desionizada. Después de que todas las soluciones habian sido
adicionadas, se afadieron a cada pocillo 2 pL del sustrato DEVD-pNA. La microplaca se cubrid
con parafilm y se incubd durante 4 h a 37 °C. Posteriormente, se leyo la absorbancia a 405 nm y se
calcul¢ la actividad especifica de la caspasa-3. Los resultados se expresaron como nM de pNA libre

h* ug de proteina.

6.3 Determinacion de la concentracion de proteinas totales

Se determinara mediante el método de Bradford (1976). A 25 puL del sobrenadante se le agregan 75
pL de agua desionizada y 2.5 mL del reactivo de Bradford (0.05 g de azul de Coomassie (Sigma-
Aldrich), 25 mL de etanol (Sigma-Aldrich) al 96% y 50 mL de H3PO4 (Vetec) en 500 mL de agua
desionizada). Se agitaran los tubos, se dejan reposar por 5 min y a continuacion se determinara la

absorbancia a 595 nm. Los resultados se extrapolan en una curva estandar hecha con albimina.
6.3.1 Ensayo de TUNEL

Para identificar células en apoptosis, se emple6 la prueba de TUNEL. En un tubo eppendorf se
colocé una muestra de 300 uL de plasma sanguineo (de carpas expuestas a concentraciones
ambientalmente relevantes de AMX) y se centrifugd a 3000 g x por 5 min a 4°C. El sedimento
celular que contenia linfocitos se resuspendié con 50 pL. de solucion de montaje. De esta solucion,
se colocd 1 pul. en un portaobjetos previamente preparado con poli-L-lisina, y se dejo secar por 5
min a 60°C. Una vez seco el material celular, se fijo con acetona fria por 10 min y se hidrato
colocando las laminillas en soluciones en serie de xileno-alcohol absoluto, al 96, 80, 70, 60, 50%
(v/v) y finalmente 30 s en agua destilada. Las células hidratadas fueron adicionadas con 1uL de
proteinasa k (20 pg mL™") y se dejaron reposar por 10 minutos. Se realizaron tres lavados con PBS
(NaCl 0.138 M, KCI 0.0027 M) pH 7.4 durante 1 min, se adicionaron 60 pL del buffer de
equilibrio, posteriormente se realizé una incubacion a 37 °C durante 1h, adicionando previamente
65 pL de la enzima TdT. Se realiz6 un lavado con PBS y se afiadio el conjugado anti-FITC que se
utilizod para el marcaje de las células, se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min. Se hizo
un Gltimo lavado con PBS y finalmente se tifieron con yoduro de propidio (1.5 pg mL!) y se

examinaron en un microscopio de epifluorescencia con camara digital.
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El control negativo consistié en células tratadas como se describié anteriormente, pero sin la
adicion de TdT, y el control positivo consistié en células tratadas con DNasa I (1 pg mL™). Se
analizaron un total de 100 células por pez y la apoptosis se expresd como el porcentaje de células

TUNEL positivas en 100 células.

6.3.2. Determinacion de la concentracion de proteinas totales

Los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad fueron normalizados sobre la base de la
concentracion de proteinas totales contenidas en la muestra sanguinea. Para dicho fin, este
biomarcador se determin6 mediante el método establecido por Bradford, (1976). Brevemente, a 25
uL del sobrenadante se le agregaron 75 pL de agua desionizada y 2.5 mL del reactivo de Bradford
(0.05 g de azul de Coomassie, 25 mL de etanol al 96% y 50 mL de H3PO4, en 500 mL de agua
desionizada). Se agitaron los tubos, se dejaron reposar por 5 min y a continuacion se determiné la

absorbancia a 595 nm. Los resultados se extrapolaron en una curva estandar hecha con albimina.

6.3.3-A) Determinacion de la concentracion de AMX en sangre de Cyprinus carpio

Para la determinacion de AMX en sangre de carpa se emplearon los mismos sistemas utilizados
para determinar los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad indicados en la seccion 2.3. De
los sistemas fueron tomadas muestras de agua de 5 mL, para realizar la determinaciéon de AMX en
agua en los diferentes tiempos de exposicion. Para las muestras de sangre, una parte fue empleada
para realizar los estudios de cito y genotoxicidad y la otra para hacer la determinaciéon de AMX en
sangre de C. carpio.

Para la determinacion de AMX en agua y plasma, se prepard una solucion estandar de AMX (50
ug/L) usando hidroxido de sodio en metanol (40 mM) en acetonitrilo al 50%. Se prepararon
diferentes diluciones a partir de la solucion stock para realizar la curva de calibracion y estas
soluciones fueron almacenadas a 4°C.

Para la determinacion de AMX en plasma de C. carpio y en agua de los sistemas de exposicion se
empled un equipo Shimadzu Prominence LC conectado a un sistema AB SCIEX API 3200 LC-
MS/MS equipado con una fuente Turbo V y una sonda de ionizacion por electropulverizacion
(ESI). Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las siguientes: la columna utilizada fue
una C18 Synergi (50 mm X 2mm; 2.5 um de didmetro de particula). La fase movil fue 4acido
formico al 0.2%, acido oxalico 0.1 mM en agua al 100% (A) y acido férmico al 2%, acido oxalico
0.1 mN en acetonitrilo al 100% (B). Las condiciones de gradiente se utilizaron de la siguiente

manera: primero aumentd de 0% a 75% de B en 1 min, segundo se mantuvo a 75% de B en 1.6 min
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y luego nuevamente a 0% de B en 4.6 min. El tiempo de inyeccion fue de 7.2 min. Los pardmetros
cromatograficos empleados fueron los siguientes: tasa de flujo 0.3 mL min™!, volumen de inyeccion
de 20 pL. Las condicones MS/MS fueron ionization TSI, ion spray voltage (IS): positive 35 V,
nebulizator (ion source gas 1): 40 psi, dry-gas (ion source gas 2): 60 psi, dry- gas temperature:
400°C, colison gas (CAD): 5 psi, curtain-gas flow (CUR): 30 psi and scan type: positive multiple-
reaction mode (+MRM). Los limites de deteccion y cuantificacion fueron: LOD=0.116 ng/L. y
LOQ=0.325 ng/L.

6.3.4-B) Correlacién entre las concentraciones plasmaticas de AMX en C. carpio y los

biomarcadores de geno y citotoxicidad

Se realiz6 una correlacion plasmatica entre ambas concentraciones de AMX: C1 (0.039 ug L) y
C2 (1.67 pg L) y los biomarcadores de genotoxicidad (ensayo cometa y presencia de MN) y los de
citotoxicidad (actividad de caspasa-3 y prueba de TUNEL). Dicha relacion se realizd6 mediante un

analisis de correlacion de Pearson., empleando el programa Sigmastat v2.03.

6.3.5-C) Analisis estadistico

La normalidad de los datos y la homoscedasticidad se verificaron mediante las pruebas de Shapiro-
Wilk y Levene, respectivamente. Se aplicO una prueba post hoc de Bonferroni para evaluar
diferencias significativas, con p <0.05. Para realizar dicho andlisis se utiliz6 el programa Sigmastat

v2.03.

6.4 Pruebas fisicoquimicas

pH, capacidad de retencion de agua, solubilidad, grupos sulthidrilos, capacidad de gelificacion,

analisis de perfil de textura (TPA), perfil de pesos moleculares SDS-PAGE.

6.4.1 Valor de pH (NMX-F-317-S-1978).

Se homogeneizaron 10g de muestra con 90mL de agua destilada. Se licud hasta obtener una pasta
consistente y uniforme, la disolucion resultante fue filtrada y se ajust6 la temperatura a 20 °C + 0.5
°C. Finalmente se determiné el pH empleando un potencidometro (Conductronic PH 120, México,

México).
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6.4.2 Capacidad de retencion de agua

Se tomaron 5 g de concentrado proteico y se homogenizaron con 8§ mL de una disolucion de NaCl
0.6 M durante 1 min. La muestra se centrifugd a 6500 xg durante 15 min; la capacidad de retencion
de agua se presenta como los mL de una disolucion de NaCl 0.6M retenidos por 1 g de concentrado

proteico (Honikel ef al., 1980; Morachis et al., 2015).

6.4.3 Solubilidad

Se tomaron 1 g de concentrado proteico y se homogeniza con 4 mL de agua destilada, se centrifuga
la muestra a 6500 xg por 20 min, se emplea el método de biuret para determinar la proteina soluble
en la fase liquida. El resultado se presenta como porcentaje de solubilidad; la concentracion de
proteina soluble respecto a la concentracion proteica de 1 g de concentrado (Rawdkuen et al.,

2009).

6.4.4 Determinacion de grupos sulfhidrilo libres.

Se tomd ImL de una disolucion proteica de concentracion conocida (Smg/mL). Se adicionaron 9mL
de una disolucion de urea 8M (480g/L, utilizando como disolvente un amortiguador de pH 8.0, que
contenia Tris-base 10.4g, glicina 6.9g¢ y EDTA 1.2g por litro). Se mantuvieron las muestras en
reposo durante 30 min. Se tomaron 3mL e un tubo de 13x100mm y se adicionaron 50 pL de una
disolucion de 4cido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (100 mg/25mL). Se dejaron reposar los tubos en
oscuridad durante 30 min y posteriormente leidas en un espectrofotdmetro a una longitud de onda
de 412nm. La concentracion de grupos sulfhidrilo fue determinada utilizando la siguiente ecuacion

(Ellman, 1959; Cortés-Ruiz et al., 2015; Morachis et al., 2015):

'uM —_ SH/ _ 7553 * Ab5412nm * 10
mg proteina — Concentracién proteica (mg)

6.5. Capacidad de gelificacion

Las muestras fueron ajustadas a una concentracion de 50 mg/mL de proteina con un amortiguador
de fosfatos 100mM pH 6.0, NaCl 0.6M y EDTA 20 mM. La gelificacion se llevo a cabo en
recipientes cilindricos de vidrio empleando un proceso en rampas de temperatura: se mantienen las
muestras a 40°C durante 30 minutos y posteriormente se incrementa la temperatura 1°C/min hasta

alcanzar 75°C en el centro térmico. Se llevd a cabo un choque térmico en un bafio con agua y hielo.
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Los geles se almacenaron 24 horas en refrigeracion (4°C) antes de ser evaluados (Rawdkuen et al.,

2009; Mahawanich et al., 2010).

6.5.1 Analisis de perfil de textura (TPA)

Con los geles obtenidos de medidas estandar 20 mm de altura y 30 mm de diametro se llevo a cabo
el TPA en un texturometro TA-XT2. Se empled un ambolo cilindrico de 10 mm de diametro,
adaptado a una celda de carga de 25 kg, con una altura de compresion de 10 mm y una velocidad de
deformacion de 1 mm/s. Los parametros que se evaluaron son los siguientes: dureza (gf),
Cohesividad, elasticidad, masticabilidad, fibrosidad, resilencia y gomosidad (Jafarpour y Gorczyca,

2008).

VII. RESULTADOS

7.1 Electroforesis unicelular (Ensayo cometa)

En la figura 15, se observa una tendencia al incremento del dafio al ADN en comparacion con el
grupo control en la mayoria de los tiempos de exposicidn para ambas concentraciones. A la
concentracion de amoxicilina de 0.039 ug L (C1), se identificé un incremento significativo para
los tiempos de exposicion 12, 24, 48, 72 y 96 h con un porcentaje de 16%, 20%, 22%, 29% y 14%
respectivamente con respecto al grupo control (p<(.05). Para la concentracién (C2) de 1.67 pg L'
al tiempo de 12, 24, 48, 72 y 96 h se observo un incremento significativo del 25%, 31%, 33%, 40%
y 20%, con respecto al grupo control (p <0.05).

Para la C1 se observaron incrementos estadisticamente significativos en los tiempos de exposicion
de 12 y 24 con respecto a las 72 h, con porcentajes de 13% y 9%, respectivamente. Para la misma
concentracion a las 96 h se observo un decremento estadisticamente significativo de 15% con
respecto a 72 h (p<<0.05). Para la C2 se observo un incremento significativo a las 12h con respecto a
las 72 h de un 15% y un decremento significativo de las 72 h con respecto a las 96h del 20%
(»<0.05)
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Figura 15. Determinacion del dafio al ADN mediante ensayo cometa en células sanguineas de

Cyprinus carpio expuestas a AMX. Las barras representan la media = SEM de los valores del
indice de dafio de cinco especimenes por concentracion y por tiempo de exposicion. El ensayo se
realiz6 por triplicado. Significativamente diferente de: *grupo control; 212 h; ®24 h; °48 h; 472 h; ©96
h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).

7.1.2. Prueba de micronucleos

En la figura 16, se observa una tendencia al aumento en los MN en comparacion con el grupo
control en la mayoria de los tiempos de exposicion para ambas concentraciones. A la concentracion
de amoxicilina de 0.039 pug/L (C1), se observo un incremento significativo para los tiempos de
exposicion 12, 24, 48, 72 y 96 h con porcentajes de 100, 200, 150, 205 y 136% respectivamente
(»<0.05). Para la concentracion de 1.67 ug/L (C2) a los tiempos de 12, 24, 48, 72 y 96 h hubo un
aumento significativo del 60%, 122%, 133%, 311% y 261%, respecto al grupo control (p<0.05).

Al comparar los tiempos de exposicion, para la C1 se observo un incremento significativo a las 12 h
con respecto a las 24, 48, 72 y 96 h con un 100, 50, 105 y 36% respectivamente. En el caso de la C2
(1.67 pg/L), se observo a las 72 h un decremento estadisticamente significativo a las 12, 24, 48 y 96
h de 151, 189, 178 y 50% (p<0.05)
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Figura 16. Frecuencia de microntcleos en sangre de Cyprinus carpio expuesto a AMX durante 12,
24, 48,72 y 96h. Los valores son la media de tres repeticiones + SEM. Significativamente diferente

de: * grupo control; ?12 h; °24 h; °48 h; 472 h; °96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).

7.1.3 Actividad de caspasa-3

En la figura 17 se identificaron alteraciones en la actividad de caspasa-3 con respecto al grupo
control en la mayoria de los tiempos de exposicion para ambas concentraciones. Se observo un
incremento significativo respecto al control positivo para los tiempos de exposicion de 72 y 96 h,
con un porcentaje de 45% y 59% respectivamente en la C1 y un decremento significativo para las
12 h de 62% (p<0.05). Para C2 se observo un aumento significativo de la actividad enzimatica del
9%, 59%, 110%, 255% y 172% a las 12, 24, 48, 72 y 96 h respecto al control positivo (p<0.05). Al
comparar los controles con ambas concentraciones se observoé que para Cl hubo incrementos
significativos de 58%, 109%, 262% y 250% para las 24, 48, 72 y 96 h. En la C2 a las 12, 24, 48, 72
y 96 h se observaron incrementos de 155%, 150%, 281%, 787% y 500% respectivamente.
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Figura 17. Actividad de caspasa-3 en sangre de Cyprinus carpio expuesta a AMX durante 12, 24,
48, 72 y 96h. Los valores son la media de tres repeticiones = SEM. Significativamente diferente de:
* grupo control; @ Positive control; *12 h; ®24 h; <48 h; 972 h; °96 h. (Bonferroni post hoc, p <
0.05).

7.1.4 Ensayo de TUNEL

En la figura 18 se muestra el porcentaje de células TUNEL-positivas presentando aumento
significativo con respecto al grupo control en todos los tiempos de exposicion para ambas
concentraciones. Para la C1 se observaron incrementos estadisticamente significativos de 28%,
64%, 66%, 86% y 66% con respecto al grupo control a las 12, 24, 48, 72 y 96 h, respectivamente.
De igual forma para los mismos tiempos de exposicion se observaron incrementos de 57%, 78%,
86%, 120% y 93% respectivamente para la C2 con respecto al control.

Al comparar ambas concentraciones con respecto al control positivo, se observaron disminuciones
significativas (p<0.05), para C1 de 75%, 70%, 65%, 64% y 65% y para C2 de 69%, 66%, 61%,
57% y 60% con respecto al control positivo a las 12, 24, 48, 72 y 96 h, respectivamente (p<0.05).
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Figura 18. Determinacion mediante ensayo de TUNEL del porcentaje de células apoptdticas en
sangre de Cyprinus carpio expuestas a AMX durante 12, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores son la
media de tres repeticiones + SEM. Significativamente diferente de: * grupo control; @ Positive

control; #12 h; ®24 h; °48 h; 972 h; °96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).

7.2 Determinacion de la concentracion de AMX en agua y sangre de Cyprinus carpio

En la tabla 6, se indican los datos de concentraciones de AMX presentes en agua de los sistemas de
exposicion y en plasma de C. carpio, a los diferentes tiempos de exposicion empleados. Como se
puede observar, en agua al incrementar los tiempos de exposicion se observa un decremento

paulatino de la concentracion de AMX en agua y un incremento en el plasma de la carpa.

Tabla 6. Cinética de la concentracion de AMX en agua del sistema y plasma de carpa comin C.
carpio

Exposicion a la Tiempo de AMX en agua del AMX en sangre de
concentracion exposicion sistema carpa Cyprinus carpio
ng L ng L!
Grupo Control 12 ND ND
24 ND ND
48 ND ND
72 ND ND
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96 ND Nd
Cl 12 281415 83+0.8
0.039 pg L 24 222+1.3 14.1 1.1
48 17.1+1.8 193409
72 143+1.5 226+12
96 122418 251+1.1
2 12 12453 +2.6 3213423
1.67 pg L 24 1023 +4.1 492.7+3.6
48 987 +5.2 581.6 4.5
72 715+7.3 832+7.3
96 523+6.4 992 + 6.2

7.2.1 Correlacion de los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad con los niveles

plasmaticos de AMX en carpa comun C. carpio

En la tabla 7, se muestran los datos de la correlacion entre los niveles plasmaticos de carpa C.
carpio y los biomarcadores de cito-genotoxicidad observados en los diferentes tiempos de
exposicion. Como se puede observar, existe una mejor correlacion entre los niveles plasmaticos de
AMX carpa y los biomarcadores evaluados en la C1, el dafio al DNA, presencia de microntcleos y
actividad de caspasa 3, fueron los mas relacionados. En la C2, presencia de MN y presencia de

apoptosis evidenciada con el ensayo de TUNEL fueron los mejor correlacionados.

Table 7. Correlacion de las concentraciones de AMX con los biomarcadores de geno y

citotoxicidad en sangre de C. carpio. Coeficiente de correlacion >0.5.
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Biomarcadores

Ensayo cometa

Prueba de
micronucleos
Actividad de
Caspase-3

Ensayo de TUNEL

Tiempo (h)

24
48
72
96

12

24
48
72
96

12

24
48
72
96
12
24
48
72

96

69

AMX
0.039 ug L!
-0.944
-0.900
0.969
-0.472
-0.490

-0.240

0.240
1.000
0.970
-1.000

0.895

-0.500
0.500
1.000
1.000
0.993
0.327
0.654
-0.500

-0.327

1.67 pg L*!
0.769
-0.990
-0.035
-0.064
0.911

-0.654

-0.500
-0.740
0.740

-0.981

0.417

0.938
-0.176
-0.424
-0.038
0.327
0.397
0.500
0.500

0.327



7.2.2 Pruebas fisicoquimicas
7.2.3 pH

En la figura 19, se observa el comportamiento del pH a los cinco tiempos de exposicion mostrando
un incremento con respecto al control, para la concentracion de 0.039 pg/L a las 12 horas de
exposicion arrojando un valor de 2.3% y un decremento significativo a las 48, 72 y 96 horas
teniendo los siguientes valores (1.43, 2.72 y 2.43% respectivamente); con respecto a la
concentracion de 1.67 pg/L se observo un incremento con respecto al control a la 12 y 24 horas
arrojando los siguientes valores (2.15 y 1% respectivamente) y un decremento a las 48, 72 y 96
horas con los siguientes valores (2, 1.72 y 2.58% respectivamente). Al comparar los tiempos de
exposicion, para la C1 se observo un decremento significativo a las 12 h con respecto a las 24, 48,
72 y 96 h con un 2.38, 3.64, 4.90 y 4.62% respectivamente. En el caso de la C2 (1.67 ng/L), se
observo a las 72 h un decremento estadisticamente significativo a las 24, 48 y 96 h de 4.07,3.79 y
4.63% (p<0.05)

bed ped u Control #0.039 pg/L m 1.67 pg/L
&t e
7.2 1 acd,
ac, e
7.1 4 de.

12h 24h 48h 72h 9% h
Tiempo de exposicion (h)

Figura 19. Determinacion de pH en musculo de Cyprinus carpio expuesta a AMX durante 12, 24,
48, 72 y 96h. Los valores son la media de tres repeticiones = SEM. Significativamente diferente de:
* grupo control; *12 h; ®24 h; 48 h; 472 h; °96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).

7.2.4 Capacidad de retencion de agua

La Figura 20 muestra la capacidad de retencion de agua; observandose un decremento significativo

con respecto al control (p<0.05) para la concentracion de 0.039 pg/L a los tiempos de exposicion
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24, 48, 72 y 96 horas teniendo los siguientes valores (1.29, 2.58, 4.51 y 7.09% respectivamente), no
siendo asi, para la concentracion de 1.67 pg/L la cual mostrdé un incremento significativo con
respecto al control a tres tiempos de exposicion (12,24 y 48 h)arrojando los siguientes valores (4.51,
2.58, 1.29% respectivamente), por el contrario para las 72 y 96 h de exposicion presento un
decremento del 1.93 y 8.38 %. Para los tiempos de exposicion, para la C1 se observé un decremento
significativo a las 12 h con respecto a las 24, 48, 72 y 96 h con un 1.92, 3.20, 5.12 y 7.69%
respectivamente. En el caso de la C2 (1.67 pg/L), se observd un decremento estadisticamente
significativo respecto a las 12 h, con un porcentaje de 1.85, 3.08, 6.17 y 12.34 % para los tiempos
24,48, 72y 96 h (p<0.05).

u Control 20.039 ng/L m1.67 ng/L

b.c.d.e
b.c. X acd a.b.d,

[
B N 0 O N
L L L L L L )

D W O
PR T

Capacidad de retencion de agua (%)
L= N N ] t\\'J e B B B - -]

A
f

12h 24h 48 h 72h 9% h
Tiempo de exposicion (h)

Figura 20. Determinacion de capacidad de retencion de agua en musculo de Cyprinus carpio
expuesta a AMX durante 12, 24, 48, 72 y 96h. Los valores son la media de tres repeticiones £ SEM.
Significativamente diferente de: * grupo control; 212 h; 24 h; °48 h; 972 h; °96 h. (Bonferroni post
hoc, p < 0.05).

7.3 Grupos sulfihidrilo

La Figura 21 muestra el contenido de grupos sulfhidrilos; observandose un decremento significativo
con respecto al control (p<(0.05) para la concentracion de 0.039 pg/L a los cinco tiempos de
exposicion 12, 24, 48, 72 y 96 horas teniendo los siguientes valores (40.62, 12.5, 18.75, 25 y
34.37% respectivamente), no siendo asi, para la concentracion de 1.67 pg/L la cual mostré un

incremento significativo con respecto al control a los cinco tiempos de exposicion arrojando los
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siguientes valores (28.12, 34.37, 75, 31.25 y 25% respectivamente). Al comparar los tiempos de
exposicion, para la C1 se observo un decremento significativo a las 12, 48, 72 y 96 h respecto a las
24 h con un 32.14, 7.14, 14.28 y 25% respectivamente. En el caso de la C2 (1.67 ug/L), se observo
alas 12, 24, 72 y 96 h un decremento estadisticamente significativo de 26.78, 23.21, 25 y 28.57%
respecto a las 48 h de exposicion (p<0.05).
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Figura 21. Contenido de grupos sulthidrilo en musculo de Cyprinus carpio expuesta a AMX
durante 12, 24, 48, 72 y 96h. Los valores son la media de tres repeticiones = SEM.
Significativamente diferente de: * grupo control; ®12 h; °24 h; €48 h; 972 h; °96 h. (Bonferroni post
hoc, p < 0.05).

7.3.1 Solubilidad

La figura 22 muestra el comportamiento de la solubilidad; mostrando un decremento significativo
con respecto al control (p<0.05) para la concentracion de 0.039 pg/L a las 12, 24 y 48 horas
teniendo los siguientes valores (52.94, 58.82 y 17.64% respectivamente) a las 72 y 96 horas se
mostrd un incremento arrojando los siguientes valores (11.76 y 5.88% respectivamente); para la
concentracion de 1.67 pg/L se observo un incremento a las 12, 72 y 96 horas teniendo los siguientes
valores (29.41, 5.88 y 11.76% respectivamente) y un decremento a las 24 y 48 horas de (23.52 y
11.76% respectivamente). Entre los tiempos de exposicion, para la C1 se observo un decremento

significativo a las 12, 24, 48 y 96 h con respecto a las 72 h con un 57.89, 63.15, 26.31 y 5.26%
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respectivamente. En el caso de la C2 (1.67 pg/L), se observo a las 12 h un decremento

estadisticamente significativo a las 24, 48, 72 y 96 h de 40.90, 31.81, 18.18 y 13.63% (p<0.05)
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Figura 22. Comportamiento de la solubilidad en mtsculo de Cyprinus carpio expuesta a AMX
durante 12, 24, 48, 72 y 96h. Los valores son la media de tres repeticiones = SEM.
Significativamente diferente de: * grupo control; #12 h; ®24 h; °48 h; 472 h; °96 h. (Bonferroni post
hoc, p < 0.05).

7.3.2 Analisis de perfil de textura

La tabla 8 muestra el comportamiento del analisis de perfil de textura; mostrando un decremento
significativo en dureza con respecto al control (p<0.05) para la concentracion de 0.039 pg/L a las
12, 24, 48 y 72 horas teniendo los siguientes valores (6.61, 9.09, 10.74 y 3.30% respectivamente) a
las 96 horas se mostr6é un incremento de 4.13%; para la concentracion de 1.67 ug/L se observo un
incremento a las 72 y 96 horas teniendo los siguientes valores (8.26 y 11.57% respectivamente) y
un decremento a las 12, 24 y 48 horas de (2.47, 4.13 y 7.43 % respectivamente).

La cohesividad mostré6 un incremento significativo con respecto al control (p<0.05) para la
concentracion de 0.039 pg/L a los cinco tiempos de exposicion 12, 24, 48, 72 y 96 horas teniendo
los siguientes valores (123, 107, 92.30, 130.76 y 146.15% respectivamente), para la concentracion
de 1.67 pg/L se observo un incremento a los cinco tiempos de exposicion 12, 24, 48, 72 y 96 horas

teniendo los siguientes valores (138.46, 161.53, 176.92, 192.30 y 223 % respectivamente).
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El atributo de elasticidad mostré un decremento significativo con respecto al control (p<0.05) para
la concentracion de 0.039 pg/L a las 12, 24, 48, 72 y 96 horas mostrando los siguientes valores
(12.76, 17.02, 25.53, 10.63 y 4.25 % respectivamente); para la concentracion de 1.67 ug/L se
observo un incremento a las 96 horas de 6.38 %, y un decremento a las 12, 24, 48 y 72 horas

teniendo los siguientes valores (6.38, 12.76, 17.02 y 2.12% respectivamente).

La masticabilidad mostr6 un decremento significativo con respecto al control (p<0.05) para la
concentracion de 0.039 pg/L a las 12, 24, 48 y 72 horas teniendo los siguientes valores (1.27, 1.69,
3.68 y 2.26% respectivamente); para la concentracion de 1.67 pg/L se observo un decremento a las
12, 24, 48 y 72 horas teniendo los siguientes valores (0.84, 1.27, 4.10 y 1.13 % respectivamente), y
un incremento para las 96 horas arrojando los siguientes valores (0.56 % respectivamente).
Finalmente se determind la gomosidad mostrdndose un incremento significativo con respecto al
control (p<0.05) en el musculo a las 12, 24, 48, 72 y 96 horas en la concentraciéon de 0.039 pg/L
obteniendo los siguientes valores (100, 78.57, 64.28, 114.28 y 171.42 % respectivamente) y a para
la concentracion de 1.67 pg/L a las 12, 24, 48, 72 y 96 horas de (128.57, 157.14, 142.85, 200 y

192.85% respectivamente).

Tabla 8. Analisis de perfil de textura en musculo de Cyprinus carpio expuesto a AMX, 0.039 ug/L
y 1.67 ng/L, durante 12, 24, 48, 72 y 96 horas.
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Tiempos de exposicién

Parametro Muestra 12 Horas 24Horas 48Horas 72Horas 96 Horas
Dureza Control 121 121 121 121 121
0.039 pgL 1.13 1.10 1.08 1.17 1.26
1.67 gL 1.18 1.16 1.12 131 1.35
Cohesiyidad Control 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
0.039 pgL 029 027 025 0.30 032
1.67 ugL 0.31 0.34 0.36 038 042
Elasticidad Control 047 047 047 047 047
0.039 pgL 041 0.39 035 042 045
1.67 ugL 0.44 041 0.39 0.46 0.30
Masticabilidad  Control 706 706 706 706 706
0.039 pgL 697 694 680 690 702
1.67 ugL 700 697 677 698 710
Gomosidad Control 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14
0.039 pgL 028 025 023 0.30 0.38
1.67 ugL 0.32 0.36 0.34 042 0.41
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VIIL. DISCUSION

Este trabajo fue motivado, debido a que, en un estudio previo realizado en nuestro grupo de
investigacion, demostramos que la AMX fue capaz de generar la induccion de estrés oxidativo a
concentraciones de 10 ng L', 10 ug L' y 10 mg L' en cerebro, branquia, higado y rifion de C.
carpio (Elizalde-Velazquez et al., 2017). Como el estrés oxidativo ha sido relacionado con efectos
genotdxicos y citotoxicos en peces (Anlas and Ustuner, 2016; Garcia-Medina et al., 2013; Oliveira
et al., 2013), nos surgio la idea de determinar si la AMX a concentraciones ambientalmente
relevantes reportadas en la literatura mundial es capaz de inducir alteraciones citotoxicas y

genotoxicas en células sanguineas de C. carpio.

Existen algunos estudios que han demostrado la capacidad de AMX de generar alteraciones al
DNA, genotoxicidad y citotoxicidad en mamiferos (Arabski et al., 2005; Fahmy et al., 2017; Istifli
and Topaktas, 2009; Li et al., 2007), sin embargo algunos de estos autores han demostrado que el
dafio al DNA puede iniciar a los 10 min (Li et al., 2007) pero a los 60 minutos o pocas horas se
desencadenan los procesos de reparacion disminuyendo el dafio. En referencia, a los efectos
genotoxicos inducidos por AMX en organismos acuaticos, pocos son los estudios que han asociado
la presencia de AMX con dafio o alteraciones al DNA y éstos se han realizado empleando
concentraciones muy elevadas de AMX y que no son ambientalmente relevantes. Anlas and
Ustuner, (2016) demostraron que a concentraciones de 320 mg Kg™!' la AMX fue capaz de generar
un incremento en la frecuencia de micronucleos y dafio al DNA empleando el ensayo cometa en
Oncorhynchus mykiss. Estos autores atribuyen el efecto al estrés oxidativo y sugieren que el
incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) puede resultar en el fenomeno de apoptosis. Por
otro lado, Oliveira et al., (2013), demostraron que la AMX a concentraciones de 75, 128 y 221 mg
L' indujo estrés oxidativo y alteraciones en la tasa de eclosion en embriones y adultos de
zebrafish. Ellos refieren que en los adultos se presentd un decremento significativo en la actividad

de la catalasa y una induccion de la enzima glutation S transferasa.

Como podemos ver en los resultados, obtenidos en este estudio la AMX a concentraciones de 0.039
pg L'y 1.67 pg L fue capaz de inducir dafio al DNA demostrado con el ensayo cometa y la
prueba de MN. Con el primer biomarcador se observan incrementos estadisticamente significativos
de hasta 30% en la C1 y de 40% en la C2 y en la prueba de MN se observan incrementos de hasta

205% para Cl y de 311% para C2. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por los de
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Anlas and Ustuner (2016), la diferencia en este estudio, es que se emplearon concentraciones
mucho menores y ambientalmente relevantes. Los resultados obtendios en ambos biomarcadores
podrian ser atribuidos al fenomeno de estrés oxidativo, como lo hemos mencionado al inicio de este
apartado, en un estudio previo realizado en nuestro grupo de investigacion demostramos que la
AMX es capaz de inducir estrés oxidativo en concentraciones bajas (10 ng L' y 10 pg L. Las
ROS, son capaces de generar modificaciones en las bases puricas y pirimidinicas DNA a especies
como la 8-oxoguanina (8-0x0G), thymine glycol y el 5-hidroxi-metiluracilo. Cuando la lesion de 8-
0x0G no se repara adecuadamente, genera rupturas simples o dobles y mutacion en las bases GC-

TA, lo que puede conducir a inestabilidad genémica (Grollman and Moriya, 1993).

Cuando se genera estrés oxidativo, como ya se ha demostrado previamente que la AMX puede
inducir en diversas especies de peces como C. carpio y Danio rerio (Elizalde-Veldzquez et al.,
2017; Oliveira et al., 2013), hay una gran probabilidad de que la 8-0xoG se acumule en los
telomeros por la elevada incidencia de residuos de guanina en las secuencias de DNA teloméricas
(Coluzzi et al., 2014). Asi mismo, los teldmeros se reparan con menos eficiencia que el resto del
genoma. Tambien, la 8-0xoG inhibe la actividad de la telomerasa y disminuye la unién de las
proteinas teloméricas a la secuencia de los telémeros, lo que conduce a la interrupcion de la
longitud, el mantenimiento y la funciéon de los telomeros (Coluzzi et al., 2014; Houben et al., 2008;
von Zglinicki et al., 2000). Es bien sabido que el estrés oxidativo induce rupturas de una sola hebra
en el ADN telomérico. Los hallazgos arriba mencionados podrian explicar nuestros resultados
obtenidos en el ensayo cometa. Por otro lado, la frecuencia de MN se vi6 fuertemente incrementada
en el presente trabajo, la elevacion de este biomarcador puede deberse a la ruptura del DNA o bien
a la falta de segregacion de los cromosomas, los eventos resultantes de los efectos aneugénicos y

clastogénicos provocados por ROS (Canistro et al., 2012; SanJuan-Reyes et al., 2015).

En su estudio, Anlas and Ustuner (2016) mencionan que el incremento de microntcleos y dafio al
DNA pueden ser provocadas por la produccion de ROS y conducen a apoptosis celular, sin embargo
esta hipotesis no es comprobada por dichos autores. En nuestros resultados, este hallazgo pudo ser
comprobado empleando dos biomarcadores: 1) la actividad de la caspasa-3 y la prueba de TUNEL.
La apoptosis es la muerte celular programada y sirve a las células como mecanismo para mantener
su homeostasis; el inicio de este proceso puede ser el evento que genere citotoxicidad y diversas
enfermedades (Kohler et al., 2002). Hay estudios que han demostrado que elevadas concentraciones

de ROS, como H»0; y el radical anién superoxido, pueden causar la oxidacion de la caspasa-3 o
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bien generan falla en la produccion de energia por parte de la mitocondria, lo que resulta en dafio

celular (Asada et al., 2001; Espe et al., 2015; Yuan et al., 2003).

Las mitocondrias desempefian un papel fundamental en la activacion de la apoptosis inducida por
multiples estimulos, incluyendo el quimico, como la presencia de la AMX. Es bien sabido que las

mitocondrias son target y drganos blancos de las ROS (Makpol et al., 2012).

La caspasa-3 es una caspasa efectora en la que ambas vias de la apoptosis (intrinseca y extrinseca)
convergen (Reyes-Becerril et al., 2018). El incremento de este biomarcador encontrado en C.
carpio, también puede ser explicado porque las ROS inducidas por la exposicion a AMX, inducen
un cambio en el potencial de membrana con la consiguiente disminucion de la produccion de ATP y
un aumento en los niveles de calcio (Yamamoto et al., 2002; Zhou et al., 2019). Las alteraciones al
ADN y el aumento del calcio citosolico pueden iniciar la via intrinseca. En ésta, el citocromo c y
otras proteinas apoptogénicas en el citosol se liberan a través de la apertura de los poros
mitocondriales regulados por la familia Bcl-2; todos estos fendomenos son provocados por la
presencia de ROS. El citocromo c libre se une a Apafl (factor de activacion de la proteasa
apoptdtica 1) formando un complejo multimérico que recluta y activa la procaspasa-9 (Gémez-
Olivan et al., 2017; Verleih et al., 2019). La caspasa-9 activada promueve la activacion del efector
procaspase-3. La caspasa-3 es responsable de la escision proteolitica de una amplia gama de targets
celulares, y conduce a la muerte celular (Jin et al., 2019); el aumento de la actividad de esta caspasa
se observa en los procesos apoptoticos. La apoptosis observada por exposicion de AMX en C.
carpio fue confirmada mediante la prueba de TUNEL, los resultados obtenidos demostraron un
incremento significativo de las células apoptdticas positivas. El ensayo de TUNEL es un
biomarcador muy eficaz que en la actualidad es empleado para detectar el dafio al DNA in situ, este
método tiene la capacidad de identificar en la célula las etapas iniciales el proceso de la apoptosis,
ademas en las que ya se han generado cambios morfologicos, los cuerpos apoptoticos (Chen et al.,
2018; Quan et al., 2019). En este caso, usamos como control positivo células tratadas con DNasa I,
esta ultima es una endonucleasa que tiene la capacidad de inducir fragmentacion de DNA (Fahmi et
al., 2017; Zhdanov et al., 2015) , por lo que al comparar con el grupo control, observamos
incrementos estadisticamente significativos. Sin embargo, al comparar el control positivo con las
C1 y C2 se observaron decrementos significativos entre 57-75%. Pero ambas concentraciones
mostraron incrementos estadisticamente significativos comparados con el grupo control,
evidenciados con células apoptoticas positivas. Los resultados obtenidos en este biomarcador

pueden ser explicados por las alteraciones al DNA producidas por las ROS inducidas por AMOX en
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C. carpio y también confirman la apoptosis identificada con el incremento de la actividad de la
caspasa-3.

Los resultados obtenidos en los biomarcadores como incremento en la actividad de la caspasa 3 y
las células apoptoticas positivas inducidas por AMX en sangre de carpa comun confirmarian los
efectos citotoxicos de este antibiotico.

La correlacion de Pearson entre las concentraciones de AMX en plasma de C. carpio y los
biomarcadores de geno y citotoxicidad evaluados mostraron que en ambas concentraciones se
observaron relaciones entre los niveles plasmaticos del antibiotico y el dafio al DNA y la apoptosis
presentados en células sanguineas. Las respuestas maximas de los biomarcadores de genotoxicidad
y citotoxicidad se observaron a las 72h, y después a las 96h se observaron decrementos en los
biomarcadores. Esto seria un reflejo de que los mecanismos de reparacion en peces son mucho mas
ineficaces que los presentados en mamiferos, pero es deseable medir dichas respuestas a mayores

tiempos.

Pruebas fisicoquimicas

pH

En la figura 19 muestra una disminucién significativa de pH. Este decremento es debido al
resultado de la acumulacion de acido lactico producido por glicolisis anaerobia que se lleva a cabo
en le musculo, la cual disminuye los valores de pH, la cantidad de acido lactico producido se
relaciona con la cantidad del glucogeno almacenado en los tejidos, siendo este la principal fuente de
energia en animales, la disminucién de este compuesto es una respuesta del estrés inducido por
pesticidas, metales y efluentes, incluyendo a los contaminantes emergentes (Cazenave 2014 et al ;
Preto 2014 y Elizalde et al., 2016) corroboran que la carpa comun presenta estrés oxidativo en

presencia de amoxicilina.

CRA

Se define como la habilidad de la carne de mantener el agua propia o afiadida después de ser
aplicada una fuerza externa (Lun et al., 2008; citado en Lu 2016).

Es un parametro cualitativo importante en la industria alimentaria para los atributos sensoriales, asi
como la influencia en el producto durante su procesamiento o almacenamiento, en la figura 20 se

observo una disminucion de la capacidad de retencion de agua (CRA) a medida que increment6 el
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tiempo de exposicion. Lu, Wang, Luo (2016), menciona que la oxidacién proteica fue un factor
restrictor importante para la capacidad de las miofibrillas de absorber agua, el incremento de la
accion proteolitica y el entrecruzamiento de las proteinas miofibrilares ha demostrado que puede
afectar negativamente la CRA del musculo.

Algunas investigaciones han encontrado una correlacion negativa entre la capacidad de retencion de
agua y la dureza de musculo de pescado Gault, (1985), asi mismo Huff-lonergan y Lonergan (2005)
demostraron que la accion proteolitica y el entrecruzamiento disminuyen la capacidad de retencion

de agua.

Grupos Sulfhidrilos

La exposicion a AMX tuvo un efecto significativo (p <0.05) en los grupos SH, probablemente
debido al hecho de que la conversion de los grupos SH en puentes disulfuro es uno de los primeros
eventos observables durante la formacion de radicales mediados por oxidacion de proteinas La
cisteina presente en el nucleo catalitico de la cabeza de miosina es quizas el residuo mas susceptible
a los radicales de oxigeno y el primero en ser oxidado (Park et al., 2006). Por lo tanto, los enlaces
disulfuro son de gran importancia en la conformacion de la estructura terciaria de las proteinas, por
lo que es termodinamicamente mas estable cuando otras fuerzas de atraccion son débiles
confiriendo firmeza al musculo. Cuando se observa una mayor cantidad de enlaces disulfuro, las
proteasas presentes son tal vez incapaces de llevar a cabo su funcion, disminuyendo asi la

degradacion de las propiedades funcionales (Pilosoff, 2000).

Solubilidad

Es sabido que las propiedades funcionales del pescado como matriz alimentaria refleja las
caracteristicas bioquimicas de la miosina, que es el componente mayoritario de las proteinas
miofibrilares, la estabilidad de las funciones del alimento en carne de pescado estd relacionada al
comportamiento de la miosina, Maitena et al. (2004), indican que el punto isoeléctrico del lado
acido de la miosina es debido a la pérdida de la carga de lisina por reacciones de oxidacion con
malonaldehido Estevez (2011).

En el caso de proteina soluble figura 22, se observo diferencia significativa con respecto al control
(p<0.05) a las 12 horas en ambas concentraciones (0.039 ug/L y 1.67 pg/L). Para los tiempos de
exposicion de 48, 72 y 96 horas, se puede apreciar un aumento en la solubilidad, en consecuencia,

de la formacion de nuevos agregados proteicos. Halliwell y Gutteridge (1999), observaron que uno
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de los papeles fundamentales de las defensas antioxidantes, para la desintoxicacion de la produccion
de especies reactivas del oxigeno pueden inducir un dafio oxidativo significativo, que incluye la
inactivacion enzimatica, degradacion de las proteinas y oxidacion de lipidos, en este caso se puede
observar que el dafio a las proteinas estarian obligando a la formacion de nuevos enlaces entre la
proteina, de tal manera que la proteina soluble disminuye para el caso de la especie expuesta a la 12
y 24 horas, probablemente llevando a cabo una conformacion diferente de la estructura proteica.

La solubilidad de las proteinas (figura 22), van correlacionadas con la proteina soluble, ya que
como se mencioné anteriormente, la presencia de amoxicilina, puede actuar a nivel proteico,
pudiéndose dar un cambio en la conformacion de la proteina, formandose nuevos enlaces proteina-
proteina, formacién de nuevas redes, enlaces ionicos, enlaces hidrofobicos y puentes disulfuro
(Kinsella et al., 1985), de esta manera también podria existir una degradacion proteica (Swaisgood,

1982) dando como consecuencia una mayor solubilidad.

TPA

La determinacién de textura es una propiedad importante para el procesamiento tecnoldgico y es un
buen indicador de las propiedades texturales de las proteinas miofibrilares del musculo porque no
solo afecta a los atributos sensoriales, sino también a los texturales. El TPA fue llevado a cabo para
ambas concentraciones a diferentes tiempos de exposicion, mostrando diferencias significativas con
respecto al control para: dureza, cohesividad, elasticidad, masticabilidad y gomosidad, Badii y
Howell (2002) una disminucion en la dureza, elasticidad y masticabilidad durante las primeras 48
horas de exposicion pueden estar relacionados con la desnaturalizacion de la proteina habiendo un
mayor nimero de enlaces hidrogeno en la matriz proteica lo cual también explica la disminucion en
la capacidad de retencion de agua. A partir de las 72 horas hubo un incremento en dureza

cohesividad y masticabilidad lo que estaria indicando la formacion de enlaces disulfuro.

IX. CONCLUSIONES

La AMX a concentraciones ambientalmente relevantes, 0.039 pg L'y 1.67 ug L', fue capaz de
generar alteraciones genotoxicas y efectos citotdoxicos en células sanguineas de la carpa comtn C.
carpio. Como la AMX, es liberada de forma constante a los cuerpos de agua presenta riesgos para
las especies de peces de interés econdmico como C. carpio. Los biomarcadores empleados pueden

ser de utilidad y confiables para demostrar los riesgos de AMX, en especies acudticas.
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Los parametros fisicoquimicos pH, porcentaje de acidez, capacidad de retencion de agua,
solubilidad, grupos sulhidrilo y disulfuros totales, y del analisis de perfil de textura de la carne de
Cyprinus carpio mostraron diferencia significativa en los diferentes tiempos de exposicion
analizados, lo que se encuentra en concordancia con los resultados de genotoxicidad y

citotoxicidad.

La amoxicilina fue capaz de inducir un dafio genotdxico y citotoxico, al existir un dafno a nivel
genético conlleva a la afectacion de 6rganos y tejidos, asi como de las propiedades fisicoquimicas y

texturales y una alteracion de la calidad de la carne de Cyprinus carpio.
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Amoxicillin (AMX) is a pharmaceutical widely employed in human and veterinary
medicine worldwide. Its wide production and use has led to this pharmaceutical being
released into the environment in concentrations that range from ng L™ to ug L. Previous
studies have demonstrated that this antibiotic generates toxic effects, amongst which
alterations to embryonic development and oxidative stress in aquatic organisms, is
noteworthy. Nonetheless, it is necessary to characterize the risks that this pharmaceutical
represents for species of economic interest such as Cyprinus carpio, in a more precise
manner. The aim of this work was to demonstrate if AMX, at environmentally-relevant
concentrations, is capable of inducing genotoxic and cytotoxic alterations in C. carpio. In
order to evaluate genotoxicity, the comet assay and frequency of micronuclei were the
methods used; in order to determine cytotoxic effects, the activity of caspase-3 and the
TUNEL assay were carried out. The results showed that the effects of the biomarkers had
their maximum at 72 h; in the case of the comet assay, 0.039 ug L™ corresponds to 29%
and 1.67 pg L' corresponds to 40%; for the frequency of micronuclei, there was 205% for
C1 and 311% for C2; for caspase-3 activity, 262% was obtained for C1 and 787% for C2;
for the TUNEL assay, 86% and 120% were obtained for C1 and C2, respectively. The
results showed that environmentally-relevant concentrations, AMX was capable of

generating DNA alterations and cytotoxic effects in blood cells of the common carp.

Key words: AMX, genotoxicity, cytotoxicity, common carp, environmentally-relevant

concentrations.

1. Introduction
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Among the pharmaceutical products of greatest consumption, antibiotics are found, which
are used in large quantities worldwide in human medicine as well as veterinary medicine
for the treatment of microbial infections and to improve the growth and feeding efficiency
of the cattle. In consequence, relatively high concentrations of antibiotics can be found in

diverse bodies of water (Manzetti and Ghisi, 2014; Zheng et al., 2012).

Previous studies have reported that the most-used antibiotics are those found in the beta-
lactam group, which can be divided into penicillin, cephalosporins, monobactams and
carbapenems (Hooper, 2001). These antibiotics are of natural origin or semisynthetic and
are characterized by possessing a beta-lactam ring in its structure. They act inhibiting the
last stage of the synthesis of the bacterial cell wall, they have a slow bactericidal action,
are relatively independent of plasma concentration, present little toxicity in humans and
possess a wide therapeutic margin (Hooper, 2001). Within this group, amoxicillin (AMX)
can be found, which is prescribed to treat bronchitis, infections (ear, skin, throat and
urinary tract), as well as inflammation of the amygdales. In aquiculture, AMX
incorporates itself into granulated foods or is applied directly to water for the treatment of

streptococcosis, furunculosis, and pasteurelosis (Lalumera et al., 2004).

The wide medical and veterinary use of AMX contributes to its elimination through
different water bodies, via municipal, hospital and industrial waste discharge. This can be
demonstrated in different reports in which there is literature available concerning its

occurrence (Fatta-Kassinos et al., 2011; Watkinson et al., 2007).
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For example, Kasprzyk-Hordern et al. (2007) reported that in hospital and urban effluents,
concentrations of this pharmaceutical were of 0.9 and 1.67 pug L', respectively; in surface
waters, concentrations between 0.039 and 0.0245 pg L', were found. Likewise, diverse
reports have exhibited the AMX occurrence in diverse water bodies worldwide: in Hong
Kong, concentrations from 0.64 to 76 ng L™! in waste water treatment plant effluents have
been found (Van et al., 2016); in Palermo, Italy, Zuccato et al. (2010) reported
concentrations from 1.80-4.60 ng L' in waste water treatment plant effluents; In Mallorca
Island, Spain, concentrations between 39-283 ng L! (Rodriguez-Mozaz et al., 2015) were
determined. Also, AMX has been correlated with diverse toxicological effects in aquatic
organisms. Among the studies reported, we can mention Oliveira et al., (2013), who
demonstrated that short exposure times, in concentrations of AMX ranging from 10 to 900
mg L' induce premature hatching, as well as malformations such as edema, tail
deformations in embryos and alterations of the enzymatic activity in embryos and adults of
Danio rerio. Liu et al., (2015) reported that AMX generated oxidative stress in the
photosynthetic cyanobacteria Microcystis aeruginosa, increasing the levels of
malondialdehyde and the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD),
peroxidase (POD) and glutathione S transferase (GST), as well the content of glutathione
(GSH). In contrast, Matozzo et al. (2016) demonstrated that AMX at concentrations of 100,
200 and 400 pg L' diminished the activity of SOD and catalase (CAT) in Ruditapes
philippinarum and Mytilus galloprovincialis. In 2017, an investigation carried out by our
group demonstrated that AMX at concentrations of 10 ng L'\, 10 ug L' and 10 mg L
generated an increase in the levels of lipoperoxidation (LPX), hydroperoxide content (HPC)
and carbonylated protein content (PCC), as well as SOD, CAT and glutathione peroxidase

(GPx) in brain, kidney and gills of Cyprinus carpio (Elizalde-Veldzquez et al., 2017).
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The generation of oxidative stress induced by AMX, demonstrated by some authors, can
alter the integrity of biomolecules such as lipids, proteins and DNA, as well as being
associated with organic illnesses which could affect fertility, health and the lifecycle of
fish, as has been demonstrated by Theodorakis et al. (2000), and also provoking
genotoxicity and cytotoxicity. The genotoxicity can be evaluated through the use of
different biomarkers such as unicellular electrophoresis in gel (comet assay), which proved
to be a useful test in environmental monitoring and genetic ecotoxicology (Bolognesi and
Cirillo, 2014), and the micronuclei assay (MN), which has been indicated as one of the
most-employed methods for the measurement of chromosomic structural and numeric
changes in different systems in vitro e in vivo (Bolognesi and Hayashi, 2011). Cytotoxicity
can be determined through different biomarkers; however, caspase-3 activity and the
TUNEL assay (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) have shown
to be very efficient in the evaluation of cytotoxicity in aquatic organisms (Alak et al., 2019;
Formigari et al., 2007; Sun et al., 2019; Wang et al., 2019). Due to the aforementioned, the
aim of this study was to evaluate the genotoxic and cytotoxic alterations induced by
environmentally-relevant concentrations of AMX in bloods cells of the common carp C.

carpio.

2. Materials and methods

Unless otherwise indicated, all the reagents employed in the experiments were acquired
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

2.1 Test substances

Trihydrated amoxicillin (CAS number 61336-70-7, >98.0% purity) CicH19N305S-3H>0,

365.40 Da, was purchased from Tokyo Chemical Industry Co., LTD.
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2.2 Test organisms and their maintenance

In order to carry out the genotoxicity and cytotoxicity tests, C. carpio (common carp) was
used as a test organism or subject. The organisms were acquired in one of the most
important carp-breeding centers of the country (Tiacaque, State of Mexico), where it was
guaranteed that the organisms were in good health conditions, as well as not exposed to any
substance that could alter its health. Posteriorly, the organisms were transported to the
Environmental Toxicology Lab. in polyethylene bags previously provisioned of water and
oxygen. In the laboratory, the carps were placed in tanks with a capacity of 160 L for 15
days, at room temperature with normal periods of light and darkness, with continuous

aeriation, pH of 7.4 and fed daily with Pedregal Silver™ for fish.

2.3 Experimental design for the genotoxicity and cytotoxicity studies

For the experiment, organisms of 11.39 + 0.31 cm size and a weight of 25.71 +£ 2.8 g, were
used, and these were maintained in similar conditions during the acclimatization period.
The toxicity assays consisted in the incorporation of AMX at concentrations of 0.039 pug L™
and 1.67 ug L' (Kasprzyk-Hordern et al., 2007). These were selected due to the fact that
they were environmentally relevant, identified in urban effluent and surface waters. For the
cytotoxicity and genotoxicity tests, 15 test systems with 5 organisms in each of them, were
employed: 1) five for concentration 1 (0.039 ug L), 2) five for concentration 2 (1.67 pg L
1) and 3) five corresponding to the control group (AMX free). Exposure times employed
were 12, 24, 48, 72 and 96 h. The study was carried out in triplicate. In total, 225 test
organisms were used. Once each exposure time had finalized, the organisms were removed
from the systems and were placed in a tank that contained xylocaine solution (0.02 mg mL"

1, with the finality of anesthetizing the organisms and obtaining blood samples from the
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caudal vein with a 1-mL hypodermic syringe, previously heparinized. With the blood
samples, the genotoxicity and cytotoxicity studies were carried out, employing the methods
described as follows:

2.4 Evaluation of genotoxic effects

The genotoxic alterations induced by AMX in blood cells of C. carpio were evaluated
through two biomarkers: 1) unicellular electrophoresis (comet assay) and 2) micronuclei
test.

2.4.1 Unicellular electrophoresis (comet assay)

Genetic damage evaluation by unicellular gel test (comet assay) was carried out in five
consecutive steps: 1) suspension of lymphocytes in agarose, 2) release of DNA in lysis
solution, 3) unicellular electrophoresis, 4) neutralization, and 5) unicellular stain with
ethidium bromide. For this purpose, the methodology established by Tice et al. (2000) was
used. One day before the test, slides were prepared by placing a 100 pL layer of 1% high
melting point agarose. The next day, 10 puL of the lymphocyte suspension was mixed with
75 pL (0.75%) low melting point agarose, and then 75 pL of this mixture were placed on
previously prepared slides. For the DNA release, the slides were placed for 1 hat4 °Cina
copplin glass with the lysis solution (2.5 M sodium chloride, 10 mM Trizma, 10% DMSO,
1% triton and pH 10). The slides were then placed in the electrophoresis chamber under the
following conditions: time 20 min, 900 mL cold alkaline solution at 4 ° C (300 mM sodium
hydroxide and 1 mM EDTA) at pH 13, 300 mA, 25 V and pH> 13. The process was
stopped with a neutralization buffer (0.4 M of Trizma base) at a pH 7.4

Finally, the slides were dried for 6 h, stained with 50 pL of ethidium bromide and examined
under the fluorescence microscope (Zeiss) with the program Image-pro plus 5.0 (Media

Cybernetics) and a wave filter of 450-490 nm. 100 measurements were made per treatment
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and the damage was obtained by means of the DI, which is the ratio of the length of the tail
of the comet and the nuclear diameter.

2.4.2 Micronuclei test

1000 blood cells were analyzed and the content of micronuclei was determined by the
method of Cavas and Ergene-Goziikara (2005). A drop of blood from the carps (exposed to
the different concentrations of environmentally relevant AMX) was placed on a slide; a
smear was performed and this was stained with 10% Giemsa stain for 9 min. Micronuclei
were observed as DNA fragments in the erythrocytes under an optical microscope.

2.5 Evaluation of cytotoxic effects

The cytotoxic effects induced by AMX in blood cells of C. carpio were determined through
1) caspase-3 activity and 2) TUNEL assay.

2.5.1 Caspase-3 activity

2.5.1.1 Cell extract

Cell extracts

Positive control consisted of Jurkat cells (ATCC # TIB-152), density of 10° cells mL™! and
50 ng mL™! of anti-Fas mAb (clone # CH-11, MBL International, Cat. # SY-001). For the
negative control (inhibited apoptosis samples), the same cells and 125 pL of Z-VAD-FMK
[carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-(O-methyl) fluoromethylketone] (20 mM) were added.
Both solutions were incubated in darkness for 16 h at 37 © C in a humidified atmosphere
with 5% COaz. Cell extracts were obtained by centrifugation at 450 x g at 4 ° C for 10 min.
Pellet was washed with PBS at 4 © C and resuspended in cell lysis buffer at a concentration
of 10% cells mL™'. The cells were lysed by freezing-thawing, and incubated on ice for 15
minutes. The cell lysates were centrifuged at 15, 000 x g at 4 © C for 20 min, finally the

supernatant was the cell extract used in the test.
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2.5.1.2 Colorimetric assay

The indications established in the kit were followed (CaspACETM, Promega, Madison,
WI). In microplates with flat bottom were prepared the following systems:

1) Reaction blank: 32 pL of the caspase buffer [HEPES 312.5 mM, pH 7.5; sucrose
31.25%; CHAPS 0.3125% (3 - [(3-Colamidopropyl) -dimethylammonium] -propane
sulfonate)]; 2 uL DMSO; 10 pL dithiothreitol (DTT, 100 mM) and 54 pL of deionized
water;

2) Exposed group: 32 pL of caspase buffer; 2 uL of DMSO; 10 puL of DTT, 20 pL of blood
and 54 pL of deionized water ;

3) Positive and negative control: 32 pL of the caspase buffer; 2 uL of DMSO; 10 pL of
DTT; 20 pL of the cell extract (for each case) and 34 pL of deionized water.

To each system, 2 pL of the substrate DEVD-pNA was added. The microplates were
covered with parafilm and incubated at 37 © C for 4 h. Finally, the absorbance at 405 nm
was read and the specific activity of caspase-3 calculated. The results were expressed as
nM of free pNA h'! ug protein™.

2.5.2 TUNEL assay

The ApopTag Fluorescein S7110 kit (Chemicon, Temecula CA) was used to identify
apoptotic cells. The kit consists of 6 sequential stages that consisted of: 1) obtaining
lymphocytes, 2) cell preservation, 3) cellular fixation, 4) hydration, 5) cell labeling and 6)
cell staining. For the first stage, a sample of 300 uL of blood plasma (from carps exposed to
environmentally relevant concentrations of AMX) was placed in an eppendorf tube and
centrifuged at 3000 g x for 5 min at 4 ° C to obtain lymphocytes. These cells were
resupended with 50 pL of mounting solution. A 1 pL of this solution was placed on a slide

previously prepared with poly-L-lysine and dried for 5 min at 60 ° C. Once the cellular
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material was dried, it was fixed with cold acetone for 10 min (stage 2). For the third stage,
the slides were placed in serial solutions of xylene-absolute alcohol, at 96, 80, 70, 60, 50%
(v/v) and finally 30s in distilled water. Hydrated cells were added with 1uL of proteinase k
(20 pg mL") for 10 minutes. Three washes were made with PBS (0.138 M NaCl, 0.0027 M
KCl) pH 7.4 for 1 min and 60 pL of the equilibrium buffer was added, followed by an
incubation at 37 ° C for 1 h, previously adding 65 pL of the TdT enzyme (Stage 4). For cell
labeling (Stage 5) a wash with PBS was performed and the anti-FITC conjugate was added
at room temperature for 30 min. Finally, for cell staining (step 6), propidium iodide (1.5 pg
mL!) was used as a dye and examined in an epifluorescence microscope with a digital
camera.

The negative control consisted of cells treated as described above, but without the addition
of TdT, and the positive control consisted of cells treated with DNase I (1 pg mL™'). A total
of 100 cells were analyzed per fish and apoptosis was expressed as the percentage of
TUNEL positive cells in 100 cells.

2.6 Determination of the concentration of total proteins

Plasma proteins were determined in order to normalize the genotoxicity and cytotoxicity
biomarkers evaluated in carps exposed to AMX. For this, 50 pL of plasma and 150 puL of
deionized water were placed in a test tube, then 5 mL of Bradford reagent (0.10 g of
Coomassie blue, 50 mL of 96% ethanol and 100 mL of H3POas, in one liter of deionized
water). The tube content was homogenized and allowed to rest for 5 min. The absorbance
was subsequently read at 595 nm. The data were extrapolated in a standard bovine serum
albumin curve. The method used for this determination was Bradford (1976).

2.7 Determination of the concentration of AMX in the blood of Cyprinus carpio
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For the determination of AMX in carp blood, the same systems utilized to determine the
biomarkers of genotoxicity and cytotoxicity indicated in section 2.3 were employed. From
the systems, 5-mL samples of water were taken, to carry out the determination of AMX in
water at the different exposure times. For the blood samples, a part was employed in order
to carry out the cytotoxicity and genotoxicity studies and the other, in order to carry out the
determination of AMX in the blood of C. carpio.

For the determination of AMX in water and plasma, a standard solution of AMX (50 pg/L),
using sodium hydroxide in methanol (40 mM) in 50% acetonitrile, was prepared. Different
dilutions were prepared from a stock solution in order to carry out the calibration curve and
these solutions were stored at 4 °C.

For the determination of AMX in plasma of C. carpio and in water of the exposure
systems, a Shimadzu Prominence LC equipment connected to a AB SCIEX API 3200 LC-
MS/MS system equipped with a Turbo V source and a ionization probe by
electropulverization (ESI). The chromatographic conditions utilized were the following: the
column used was a C18 Synergi (50 nm x 2 mm; 2.5 pm of particle diameter).

The mobile phase was 0.2% formic acid, 0.1 mM oxalic acid in water at 100% (A) and 2%
formic acid, 0.1 mM oxalic acid in acetonitrile at 100% (B). The conditions of the gradient
were used in the following manner: first, it increased from 0% to 75% of B at 1 min;
second, it was kept at 75% of B at 1.6 min and then again at 0% of B at 4.6 min. The
injection time was 7.2 min. The chromatographic parameters employed were the following:
flow rate of 0.3 mL min™! and injection volume of 20 pL. The MS/MS conditions were TSI
ionization, ion spray voltage (IS) of positive 35 V, nebulizer (ion source gas 1) of 40 psi,

dry-gas (ion source gas 2) of 60 psi, dry-gas temperature of 400 °C, collision gas (CAD) of
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5 psi, curtain-gas flow (CUR) of 30 psi and scan type being positive multiple-reaction
mode ("+MRM). The limits of detection and quantification were: LOD=0.11g ng/L and

LOQ =0.325 ng/L.

2.8 Correlation between the plasma concentrations of AMX in C. carpio and the
biomarkers of genotoxicity and cytotoxicity

A plasma correlation was carried out between both concentrations of AMX: C1 (0.039 pg
L) and C2 (1.67 pg L) and the biomarkers of genotoxicity (comet assay and the presence
of MN) and of cytotoxicity (caspase-3 activity and the TUNEL test). Correlation was
carried out via a Pearson analysis, employing the Sigmastat v2.03 program.

2.8 Statistical analysis

The normality of the data and homoscedasticity were verified via the Shapiro-Wilk and
Levene methods, respectively. The Bonferroni post hoc test was applied to evaluate
significative differences, with p <0.05. In order to carry out the analysis, the Sigmastat
program v2.03 was used.

3. Results

3.1 Unicelular electrophoresis (Comet assay)

In figure 1, a tendency was observed in the increase of DNA damage in comparison with
the control group in the majority of the exposure times for both concentrations. At the
amoxicillin concentration of 0.039 pg L' (C1), a significant increase was identified for
exposure times 12, 24, 48, 72 and 96 g with a percentage of 16%, 20%, 22%, 29% and
14%, respectively, with regard to the control group (p<0.05). For the concentration (C2) of
1.67 pg L' at the times of 12, 24, 48, 72 and 96 h, significant increases of 25%, 31%, 33%,

40% and 20% were observed with regard to the control group (p <0.05), respectively.
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For Cl1, statiscally-significant increases at the exposure times of 12 and 24 with regard to
72 h, with percentages of 13% and 9%, respectively, were observed. For the same
concentration at 96 h, a statistically-significant decrease of 15% with regard to 72 h
(p<0.05) was seen. For C2, a significant increase of 15% at 12 h with regard to 72 h and a

significant decrease of 20% at 72 h with regard to 96 h, was found (p<0.05).

®Control *0.039 ug L-1 ®1.67 ugL-1
a.e
e € : *
1.4 1 d ab,e
¢ * 1 b.c.d
d * d % - * cd
1.2 1 * ] * = l X
» i 1 = it
T 11 ~ _ "
> . L
8
s 0387
-
z
a 0.6 1
o
04 1
0.2 1
0 -
12 2 48 72 96

Exposure time (h)

Figure 1. Determination of the DNA damage via the comet assay in blood cells of Cyprinus carpio exposed
to AMX. The bars represent the mean =+ SEM of the index values of damage of five specimens by
concentration and by exposure time. The assay was carried out in triplicate. Significatively different from

*control group; *12 h; *24 h; °48 h; 972 h; °96 h (Bonferroni post hoc, p < 0.05).

3.2 Micronuclei test
In figure 2, a tendency in increase is observed in the MN test in comparison with the
control group in the majority of the exposure times for both concentrations. At the

amoxicillin concentration of 0.039 ng/L (C1), a significant increase was observed for
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exposure times 12, 24, 48, 72 and 96 h with percentages of 100, 200, 150, 205 and 136%,
respectively (p<0.05).

For the concentration of 1.67 pg/L (C2) at times 12, 24, 48, 72 and 96 h, there was a
significant increase of 60%, 122%, 133%, 311% and 261%, respectively, with regard to the
control group (p<0.05).

Comparing exposure times for C1, a significant increase was observed at 12 hours with
regard to 24, 48, 72 and 96 h with 100, 50, 105 and 36%, respectively. In the case of C2
(1.67 ng/L), at 72 h, a statistically-significant decrease at 12, 24, 48 and 96 h of 151, 189,

178 and 50%, was observed (p<0.05).

Micronuclei / 1000 cells

12 24 48 72 96

Exposure time (h)

Figure 2. Frequency of micronuclei in blood of Cyprinus carpio exposed to AMX at 12, 24, 48, 72 and 96 h.
The values are the mean of three repetitions + SEM. Significantly different from: *control group; #12 h; °24 h;

°48 h; 472 h; 96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
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3.3 Caspase-3 activity

In figure 3, alterations were identified in the activity of caspase-3 with regard to the control
group at the majority of the exposure times for both concentrations. A significant increase
with regard to the positive control for the exposure times of 72 and 96 h was observed, with
the percentages of 45% and 59%, respectively in C1 and in a significant decrease of 62% at
12 hours (p<0.05). For C2, a significant increase took place in enzymatic activity of 9%,
59% 110%, 255% and 172%, at 12, 24, 48, 72 and 96 h with regard to the positive control
(»<0.05). Comparing the controls with both concentrations, it is observed that for C1, there
were significant increases of 58%, 109%, 262% and 250% for 24, 48, 72 and 96 h. In C2, at
12, 24, 48, 72 and 96 h, increments of 155%, 150%, 281%, 787% and 500%, respectively,

were observed.
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Figure 3. Caspase-3 activity in blood of Cyprinus carpio exposed to AMX for 12, 24, 48, 72 and 96 h. The

values are the mean of three repetitions £ SEM. Significantly different from: *control group; ® Ppositive

control; 212 h; 24 h; °48 h; 472 h; °96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
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3.4 TUNEL assay

In figure 4, the percentage of TUNEL-positive cells presenting a significant increase with
regard to the control group at all the exposure times for both concentrations. For Cl,
statistically-significant increases of 28%, 64%, 66%, 86% and 66% with regard to the
control group at 12, 24, 48, 72 and 96 h, respectively, were observed. In the same manner,
for the same exposure times, increases of 57%, 78%, 86%, 120% and 93%, respectively,

were observed for C2 with regard to the control.

Comparing both concentrations with regard to the positive control, significant decreases
(»<0.05) of 75%, 70%, 65%, 64% and 65% were observed for C1 and 69%, 66%, 61%,
57% and 60% for C2, with regard to the positive control at 12, 24, 48, 72 and 96 h,

respectively (p<0.05).
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Figure 4. Determination via TUNEL assay, of the percentage of apoptotic cells in blood of Cyprinus carpio

exposed to AMX for 12, 24, 48, 72 and 96 h. The values are the mean of three repetitions £ SEM.
Significantly different from: * control group; @ Ppositive control; ®12 h; Y24 h; °48 h; 472 h; °96 h. (Bonferroni
post hoc, p < 0.05).

3.5 Determination of the concentration of AMX in water and blood of Cyprinus carpio

In table 1, the concentration data of AMX present in the water of the exposure systems and
in plasma of C. carpio at the different exposure times employed, are indicated. As can be
seen in water after increasing exposure times, a gradual decrease in the concentration of

AMX in water and an increase in plasma was observed.

Table 1. Kinetics of the concentration of AMX in water in the system and plasma of the common carp C.

carpio
Exposure Exposure time AMX in water system AMX in blood carp
concentration ng L Cyprinus carpio
ng L!
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12 ND ND
24 ND ND
Control group 48 ND ND
72 ND ND
96 ND Nd
12 281+15 83+0.8
24 22+13 141 +1.1
0039Cl L 48 171+ 138 19.3 £ 0.9
DT HE 72 143+15 26+12
9 122+18 251+1.1
12 12453+2.6 3213423
24 1023 +4.1 4927+3.6
C2
L67 pa L 48 987+52 581.6 4.5
72 715+ 73 832+ 73
96 523+ 64 992 + 6.2

3.6 Correlation of biomarkers of genotoxicity and cytotoxicity with plasma levels of
AMX in common carp C. carpio

In table 2, the correlation data between the plasma levels of C. carpio and the biomarkers of
cyto-genotoxicity observed at different exposure times, are shown. As can be observed,
there is a major correlation between the plasma levels of AMX in carp and the biomarkers
evaluated in C1: DNA damage, presence of micronuclei and caspase-3 activity were the

most relevant; in C2, presence of micronuclei and the presence of apoptosis, evidenced

through the TUNEL assay, were those that correlated best.

Table 2. Pearson's correlation between AMX concentrations and biomarkers of geno- and cytotoxicity in
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Biomarkers Time (h) AMX

0.039 pg L! 1.67 ug L!

Comet assay 12 -0.944 0.769
24 -0.900 -0.990

48 0.969 -0.035

72 -0.472 -0.064

96 -0.490 0.911

Micronucleus test 12 -0.240 -0.654
24 0.240 -0.500

48 1.000 -0.740

72 0.970 0.740

96 -1.000 -0.981

Caspase-3 activity 12 0.895 0.417
24 -0.500 0.938

48 0.500 -0.176

72 1.000 -0.424

96 1.000 -0.038

TUNEL assay 12 0.993 0.327
24 0.327 0.397

48 0.654 0.500

72 -0.500 0.500

96 -0.327 0.327

4. Discussion

This work was carried out due to the fact that, in a previous study carried out by our
research team, we demonstrated that AMX was capable of generating the induction of
oxidative stress at concentrations of 10 ng L', 10 pg L' and 10 mg L™! in brain, gills, liver

and kidney of C. carpio (Elizalde-Velazquez et al., 2017). Since oxidative stress has been

106



linked to genotoxic and cytotoxic effects in fish (Anlas and Ustuner, 2016; Garcia-Medina
et al., 2013; Oliveira et al., 2013), we desired to determine if AMX, at environmentally-
relevant concentrations, reported in literature worldwide, was capable of inducing cytotoxic
and genotoxic alterations in the blood cells of C. carpio.

There are some studies that have demonstrated the capacity of AMX of generating DNA
alterations, genotoxicity and cytotoxicity in mammals (Arabski et al., 2005; Fahmy et al.,
2017; Istifli and Topaktas, 2009; Li et al., 2007); however, some of the authors have
demonstrated that the damage to DNA could start at 10 min (Li et al., 2007), but that at 60
minutes or a few hours later, the reparation processes diminishes the damage. With regard
to the genotoxic effects induced by AMX in aquatic organisms, few are the studies which
have associated the presence of AMX with damage or alterations to DNA and have been
carried out employing very high concentrations of AMX, which are not environmentally
relevant. Anlas and Ustuner (2016) demonstrated that at concentrations of 320 mg Kg!,
AMX was capable of generating an increase in the frequency of micronuclei and damage to
DNA, employing the comet assay in Oncorhynchus mykiss. These authors attribute the
effect to oxidative stress and suggest that the increase in reactive oxygen species (ROS)
could result in the phenomenon of apoptosis. On the other hand, Oliveira et al. (2013)
demonstrated that AMX, at concentrations of 75, 128 y 221 mg L', induced oxidative
stress and alterations in the hatching rate of embryos and the adults of zebrafish.

These detail that in adults, there was a significant decrease in catalase activity and an
induction of the glutathione S transferase enzyme.

As can be seen in the results obtained in this study, AMX at concentrations of 0.039 ug L"!
and 1.67 ug L' was capable of inducing DNA damage, demonstrated via the comet assay

and micronuclei test. With the first biomarker, statistically-significant increases of up to
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30% in C1 and 40% in C2 were observed; with the micronuclei test, increases of up to
205% for C1 and 311% for C2 were observed. These results are consistent with those
obtained by Anlas and Ustuner (2016); the difference in this study is that much lower and
thus environmentally-relevant concentrations were employed. Results obtained with both
biomarkers could be attributed to the phenomenon of oxidative stress. As we mentioned at
the beginning of this section, in the previous study carried out by our research team, we
demonstrated that AMX was capable of inducing oxidative stress at low concentrations (10
ng L' and 10 pg L'). The reactive oxygen species were capable of generating
modifications over purine and pyrimidine DNA bases, on species such as 8-oxoguanine (8-
0x0Q), thymine glycol and 5-hydroxy-methyluracile.

The damage to 8-0x0G and no adequate reparation generates simple or double ruptures and
mutations in the GC-TA bases, which could lead to genomic instability (Grollman and
Moriya, 1993).

As has been previously demonstrated, AMX could induce oxidative stress in diverse
species of fish as C. carpio and Danio rerio (Elizalde-Veldzquez et al., 2017; Oliveira et
al., 2013); there is a great probability that 8-0x0oG is accumulated in the telomers by the
elevated incidence of guanine residues in the telomeric DNA sequences (Coluzzi et al.,
2014). Likewise, the telomers are repaired with less efficiency than the rest of the genome.
Also, 8-0x0G inhibits the activity of telomerase and diminishes the union of the telomeric
proteins to the sequence of the telomers, which leads to the interruption of the longitude,
the maintenance and the function of the telomers (Coluzzi et al., 2014; Houben et al., 2008;
von Zglinicki et al., 2000). It is well-known that oxidative stress induces ruptures in only
one strand in telomeric DNA. The findings mentioned above could explain our results

obtained in the comet assay. On another hand, the frequency of micronuclei was
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considerably increased in the present work; the elevation of the biomarker could be due to
the rupture of DNA or the lack of the segregation of the chromosomes, the resulting events
of the aneugenic and clastogenic effects provoked by ROS (Canistro et al., 2012; SanJuan-
Reyes et al., 2015).

In their studies, Anlas and Ustuner (2016) mention that the increment of micronuclei and
DNA damage could be provoked by the production of ROS and lead to cell apoptosis;
however, this hypothesis is not proven by those authors. In our results, this finding could be
proven using two biomarkers. 1) the activity of caspase-3 and the TUNEL assay. Apoptosis
is programmed cell death and serves the cells as a mechanism in order to maintain
homeostasis; The start of this process could be the event that generates cytotoxicity and
diverse illnesses (Kohler et al., 2002). There are studies that demonstrate that elevated
concentrations of ROS, as well as H>O» and the superoxide radical anion, could lead to the
oxidation of the caspase-3 or could also generate a failure over the production of energy on
behalf of the mitochondria, which results in cell damage (Asada et al., 2001; Espe et al.,
2015; Yuan et al., 2003).

The mitochondria carry out a fundamental paper in the activation of apoptosis induced by
multiple stimuli, including the chemical, as in the presence of AMX. It is well-known that

mitochondria are a target of ROS (Makpol et al., 2012).

Caspase-3 is an effector in both routes of apoptosis (intrinsic and extrinsic) (Reyes-Becerril
et al., 2018). The increase in this biomarker found in C. carpio could also be explained by
the fact that the reactive oxygen species induced by the exposition to AMX induce a change
in membrane potential with the consequent decrease in the production of ATP and an

increase in the levels of calcium (Yamamoto et al., 2002; Zhou et al., 2019). The alterations

109



to DNA and an increase of cytosolic calcium initiate the intrinsic route. In this route,
cytocrome ¢ and other apoptogenic proteins in the cytosol are released through the aperture
of the mitochondrial pores regulated by the Bcl-2 family; all these phenomena are caused
by the presence of ROS. Free cytoxhrome ¢ bonds to Apafl (activation factor of apoptotic
protease 1) forming a multimeric complex which reclutes and activates procaspase-9
(GOémez-Olivan et al., 2017; Verleih et al., 2019). Activated caspase-9 promotes the
activation of the proscaspase-3 effector. Caspase-3 is responsible for the proteolytic
cleavage of a wide range of cell targets and leads to cell death (Jin et al., 2019); the increase
in the activity of caspase is observed in the apoptotic processes. The apoptosis observed by
exposure to AMX in C. carpio was confirmed by the TUNEL assay; the results obtained
demonstrated a significant increase in positive apoptotic cells. The TUNEL assay is a very
efficient biomarker, which is currently employed to detect DNA damage in sifu; this
method has the capacity of identifying in the cell, the initial stages of the apoptotic process,
besides those in which morphological changes have been generated, which are apoptotic
bodies (Chen et al., 2018; Quan et al., 2019). In this case, cells treated with DNase I were
used as a positive control; DNase is an endonuclease which has the capacity of inducing
DNA fragmentation (Fahmi et al., 2017; Zhdanov et al., 2015), for which, when compared
to the control group, statistically-significant increases were observed; however, when the
positive control was compared to C1 and C2, significant decreases between 57-75% were
observed, but both concentrations showed statistically-significant increases compared to the
control group, evidenced by positive apoptotic cells. Results obtained in this biomarker
could be explained by the alterations of DNA produced by ROS, induced by AMX in C.

carpio and also confirm the apoptosis identified with the rise in caspase-3 activity.
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Results obtained with the biomarkers as an increase in the activity of caspase-3 and the
positive apoptotic cells induced by AMX in the blood of common carp confirm the
cytotoxic effects of this antibiotic.

Pearson correlation between the concentrations of AMX in plasma of C. carpio and the
biomarkers of geno- and cytotoxicity evaluated showed that in both concentrations, there is
a relationship between the plasma levels of the antibiotic and damage to DNA, and the
apoptosis presented in blood cells. The maximum responses of the biomarkers of
genotoxicity and cytotoxicity are observed at 72 h, and after 96 h, decreases in biomarkers
were observed. This evidences that the reparation mechanisms in fish are much more
inefficient than those presented in mammals. However, more measurements of the
responses evaluated in longer exposure times are required.

5. Conclusions

AMX in environmentally-relevant concentrations, 0.039 pg L'y 1.67 pg L', was capable
of generating genotoxic alterations and cytotoxic effects in blood cells of common carp C.
carpio. AMX, released in a constant manner to the water bodies, represents a risk for the
species of fish of economic interest such as C. carpio. The biomarkers employed could be

of utility in order to demonstrate the effects of AMX in aquatic species.
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