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RESUMEN

La ocurrencia de la sucralosa (SUC) ha sido demostrada mediante la determinacion de
concentraciones en agua que van desde ng/L hasta pg/L. Un estudio previo realizado por
nuestro grupo de investigacion demostré que la SUC, es capaz de inducir estrés oxidativo
en Cyprinus carpio a concentraciones ambientalmente relevantes. Con los antecedentes
previamente expuestos, el propdsito de esta investigacion fue evaluar si este edulcorante
es capaz de inducir alteraciones al ADN y apoptosis en sangre de C. carpio, asi como
observar su relacion en la calidad alimentaria de este organismo. Se expuso a Cyrpinus
carpio a concentraciones ambientalmente relevantes de sucralosa (0.05 y 155 pg/L) a
diferentes tiempos (12, 24, 48, 72 y 96 horas). Al tiempo de 72 h se produjo un aumento
en el numero de células micronucleadas (MN) y células anormales (ensayo cometa);
mientras que al tiempo de 96 h se observd una mayor actividad de caspasa-3 y un
incremento de cuerpos apoptoticos (ensayo de TUNEL) respecto al control. Al evaluar la
calidad alimentaria se observaron cambios significativos con respecto al control en pH,
acidez, solubilidad, capacidad de retencion de agua (CRA) y formaciéon de grupos
sulfhidrilo, viéndose afectados también los parametros de textura. Finalmente se observéd
una correlacién entre los biomarcadores de dano al ADN y apoptosis y los biomarcadores
para evaluar la calidad alimentaria. Con los datos obtenidos podemos concluir que la SUC
a concentraciones ambientalmente relevantes, fue capaz de generar alteraciones al ADN y

apoptosis en carpa comun y afectar la calidad alimentaria de este organismo.



ABSTRACT

The occurrence of sucralose (SUC) has been demonstrated by determining concentrations
in water ranging from ng/L to pg/L. A previous study conducted by our research group
showed that SUC is able to induce oxidative stress in Cyprinus carpio at environmentally
relevant concentrations. With the previously exposed antecedents, the purpose of this
investigation was to evaluate if this sweetener is able to induce alterations to the DNA and
apoptosis in blood of C. carpio, as well as to observe its relation in the alimentary quality
of this organism. Cyrpinus carpio was exposed to environmentally relevant concentrations
of sucralose (0.05 and 155 ug/L) at different times (12, 24, 48, 72 and 96 hours). At the
time of 72 h there was an increase in the number of micronucleated cells (MN) and
abnormal cells (comet assay); while at the time of 96 h, an increased caspase-3 activity
and an increase in apoptotic bodies (TUNEL test) were observed with respect to the
control. When evaluating the food quality, significant changes were observed with respect
to the control in pH, acidity, solubility, water retention capacity (CRA) and formation of
sulfhydryl groups, also affecting the texture parameters. Finally, a correlation was
observed between biomarkers of DNA damage and apoptosis and biomarkers to assess
food quality. With the data obtained we can conclude that the SUC at environmentally
relevant concentrations, was able to generate alterations to DNA and apoptosis in

common carp and affect the food quality of this organism.



INTRODUCCION

El agua es esencial para el desarrollo de la vida ya que interviene en los procesos
biolégicos de los organismos y se emplea en las actividades antropogénicas como la
agricultura, la produccién industrial y la generacion de energia, estando sujeta a cambios

provocados por estas actividades (Bossingham et al., 2005).

La contaminacién de los efluentes naturales terrestres y subterraneos con diferentes
especies quimicas bioacumulables ha causado un desequilibrio ecolégico notable, como es
el uso de endulzantes artificiales, si bien el uso y consumo de estos se encuentra regulado,
no existe un claro estudio de su comportamiento sobre los ecosistemas acuaticos. El alto
uso de éstos ha sido tomado en cuenta como un potencial contaminante debido a sus
multiples usos en alimentos, medicamentos y productos sanitarios y ha sido considerado
como un contaminante emergente, como consecuencia han sido introducidos al medio

ambiente por diversas vias, afectando la vida acudtica (Zuccato et al., 2005).

Los edulcorantes artificiales son utilizados como sustitutos de azucar en cantidades
considerables y cada vez mas en los alimentos y bebidas, especialmente para aquellas
personas que son diabéticas o padecen obesidad (Weihrauch y Diehl, 2004). Ziye (2013),
estudid la presencia de los edulcorantes artificiales como: acesulfame, ciclamato, sacarina
y sucralosa, en un sistema de costa abierta encontrando una concentracién de esta ultima
que va de 0.05 a 155 pg/L, observando que la sucralosa es uno de los productos mas
persistentes a la fotodegradacién afectando de esta manera los ecosistemas acudticos. La
presencia y efecto de estos xenobidticos pueden ser evaluados a través de la
determinacién del estrés oxidativo (Ron van der Qost et al., 2003). Se sabe que las
especies reactivas de oxigeno (EROs) estan involucradas en los procesos de dafio a nivel
genético, no solo porque son capaces de interactuar de manera directa sobre el ADN, sino
también porque afectan la transduccién de senales, la proliferaciéon celular y la

comunicacion intercelular (Medeiros, 2008).



Se ha visto en estudios previos que la sucralosa es capaz de provocar estrés oxidativo en
especies acuaticas, por lo que es posible que pueda observarse un dafio a nivel genético y

celular.

El objetivo de estudio de este trabajo fue determinar la toxicidad producida por sucralosa
usando como bioindicador a Cyprinus carpio a través de biomarcadores de dafo genético
y celular, y la determinacién de las propiedades fisicoquimicas y texturales en el musculo

de esta especie.
I. MARCO TEORICO
1.1. El aguay contaminacion

El agua es considerada como fuente de vida debido a que es esencial en los procesos
biolégicos, ademas es importante en la alimentacién, higiene y actividades humanas.

(Bossingham et al., 2005).

Los ecosistemas acudticos mantienen una gran diversidad de organismos, incluso mayor a
los terrestres, por lo que los impactos como la contaminacién inducen a cambios en la
estructura de las comunidades, la funcidn bioldgica de los sistemas acuaticos y al propio
organismo, afectando a su ciclo de vida, crecimiento y su condicién reproductiva (Bartram

y Ballance, 1996 citado en Vazquez et al., 2006).

Los peces son considerados buenos indicadores de la calidad del medio por lo que una
gran diversidad y abundancia de peces, indica que es un ambiente sano para todas las

demads formas de vida (De la lanza, 2000).

El desarrollo de la sociedad conlleva al incremento de la actividad industrial y, por
consiguiente, a la creacion de una gran cantidad de sustancias quimicas contaminantes
como plaguicidas, hidrocarburos, productos para cuidado personal, alcoholes,
detergentes, farmacos y desechos organicos, teniendo como destino final los cuerpos de
agua pudiendo causar un impacto sobre las especies acudticas (Zuccato et al., 2005). Los

desechos organicos como los edulcorantes no han sido ampliamente estudiados dentro de



un ecosistema y es de interés conocer su comportamiento y efecto sobre los organismos

gue habitan en el mismo.
1.2. Contaminantes emergentes

El término de contaminantes emergentes (CE) generalmente 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 distribucién y/o concentracion, por lo que
pasan inadvertidos; no obstante, ahora estan siendo ampliamente detectados y tienen el
potencial de acarrear un impacto ecoldgico, asi como efectos adversos sobre la salud
(Barcel6 et al., 2007; Stuart et al., 2012). Una caracteristica de estos contaminantes es que
no necesitan ser persistentes para causar un efecto adverso sobre las especies, ya que, su

entrada al ambiente se da de forma continua (Barcelé et al., 2007).

Se ha establecido que estos compuestos entran en el ambiente a través de algunas
fuentes y vias, tales como aguas residuales de tipo doméstico e industrial, de los residuos
de las plantas de tratamiento, de los efluentes hospitalarios, de las actividades agricolas y
ganaderas y de los tanques sépticos, los cuales contienen un gran numero de
componentes organicos especificos y las plantas de tratamiento convencionales de aguas
residuales no estan disefiadas para eliminarlos; motivo de preocupacién cientifica y para

las entidades ambientales reguladoras.

Los contaminantes emergentes comprenden una amplia gama de compuestos quimicos,
productos farmacéuticos, productos de cuidado personal, agentes tensoactivos,
plastificantes y aditivos industriales, que no estadn incluidos en el monitoreo actual de
programas de tratamiento de aguas; también incluyen la sintesis de nuevos compuestos
guimicos o cambios en el uso y disposicidn de los productos quimicos ya existentes, de los
cuales existe una limitada informacién 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 aparicién de estos contaminantes orgdnicos en aguas
superficiales, como las utilizadas en actividades domésticas, que luego reciben

tratamiento quimico; en aguas de arroyos; aguas residuales con tratamiento bioldgico, y
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en agua potable (de consumo humano), entre otras, ya que estas son mas susceptibles de
contener concentraciones mayores de contaminantes emergentes que las aguas

subterraneas.
1.3. Edulcorantes

Los edulcorantes, hacen referencia a aquellos aditivos alimentarios que son capaces de
igualar el sabor dulce del azucar y que, adicionalmente, aportan menor energia. Algunos
de ellos son extractos naturales mientras que otros son sintéticos, en este ultimo caso se

denominan edulcorantes artificiales (Garcia-Almeida et al., 2013).

Los edulcorantes son definidos como aditivos alimentarios, que son usados en todo el
mundo como sustitutos de azlcar en comidas, bebidas, y también en medicamentos o
productos sanitarios como la pasta dental (Kroger et al., 2006; Zygler et al., 2009). A su vez
estos edulcorantes también son usados como tratamiento para la obesidad, mantener el
peso corporal, control de la diabetes y para prevenir la caries dental (Bassoli et al., 2003;
Yebra et al., 2005). En la tabla 1 se observa la clasificacidn de los edulcorantes.

Tabla 1. Clasificacion de edulcorantes
Naturales = AzuUcares Sacarosa, glucosa, dextrosa, fructosa, lactosa,

maltosa, galactosa y trehalosa, tagatosa

Edulcorantes naturales Miel, jarabe de arce, azlucar de palma o de

caléricos coco, jarabe de sorgo
Azucares modificados Jarabe de maiz de alto fructosa, caramelo,
Artificiales azucar invertido
Caléricos Alcoholes del azucar Sorbitol, «xilitol, manitol, eritritol maltitol,

isomaltulosa, lactitol,glicerol
Edulcorantes naturales Luo Han Guo, stevia, taumatina, pentadina,
sin calorias monelina, brazzeina

Naturales



No Edulcorantes artificiales = Aspartamo, sucralosa, sacarina, neotamo,
caléricos  Artificiales acesulfame K, ciclamato, nehosperidina DC,

alitamo, advantamo
Fuente: FDA (2014)

Los edulcorantes artificiales son altamente consumidos, particularmente en E.E.U.U, con
un incremento de las tendencias de consumo, especialmente después de la introduccidn
de la sucralosa en 1998. El mercado global de endulzantes artificiales alcanza los $5.1

billones, de los cuales E.U y Europa actualmente representan un 65% (Bennett, 2008).

En México la produccion total de edulcorantes alcanzé la cifra de 6.1 millones de
toneladas en este Ultimo afio, segln datos de la CONADESUCA (2011) y la SAGARPA (2017)
el consumo de edulcorantes artificiales ha crecido en un 10.7% anual y ocupan un
consumo del 5.5%. Estos productos se han incrementado en los ultimos afios a una tasa
mayor que el consumo de azucar, logrando consolidarse en mds de un cuarto del mercado
de edulcorantes en México. Lo anterior, también resulta apegado al comportamiento
internacional del mercado de edulcorantes; es decir, una gradual penetraciéon y
consolidacién del jarabe de maiz rico en fructosa en el mercado que antes ocupaba el
azucar. Lo anterior, se caracteriza como un proceso practicamente irreversible, dado que
los niveles de consumo de azucar no han logrado volver a ocupar su participacion en el

mercado de edulcorantes.

Los edulcorantes artificiales mas conocidos son: aspartame, neotame, acesulfame,
sacarina, ciclamato, sucralosa y neoespiridina dihidrocalcona. De esta variedad de
endulzantes solo el acesulfame, sacarina, ciclamato y sucralosa han sido estudiados en

cuerpos de agua (Lange et al., 2012).

Los edulcorantes artificiales se producen, consumen y se liberan en el medio ambiente en
cantidades considerables y han sido recientemente identificados como contaminantes
emergentes (Kokotou et al., 2012; Lange et al., 2012). Después de la ingesta un alto

porcentaje de estos edulcorantes, pasan a través del cuerpo humano sin ser alterados



(Renwick, 1986; Roberts et al., 2000) depositandose en cuerpos de agua. Varios estudios
de concentraciones en el medio ambiente han mostrado la amplia distribucién de
acesulfame, ciclamato, sacarina y sucralosa en el ciclo del agua (Van Stempvoort et al.,

2011).

Aunque desde el principio de su uso ha habido controversias sobre su riesgo como
carcindgenos potenciales (Weihrauch and Diehl, 2004), estos compuestos endulzantes son
generalmente considerados como seguros para su uso en alimentos (Cohen et al., 2008).
Ademas, debido a que estos compuestos son metabdlicamente inertes en el cuerpo
humano se ha creido que también son inertes en el medio ambiente. Sin embargo en afios
recientes la preocupacion estd cambiando de preocupaciones a la salud a preocupaciones

de los ecosistemas (Sang et al., 2014).

La excrecion después del consumo humano es indudablemente una fuente importante de
edulcorantes artificiales en el medio ambiente, pero seguramente no es la Unica (Kokotou
et al., 2012). De los hogares y las industrias, todos los edulcorantes artificiales entran en
plantas de tratamiento de aguas residuales, donde en la mayoria de los casos pasan sin
ningun cambio a través de estos procesos, por lo que eventualmente residen en cuerpos
de agua (Houtman, 2010). En adicidn por las descargas directas de las industrias, hogares,
actividades agricolas cargan las superficies de agua con estos edulcorantes (Houtman,

2010).

1.4. Sucralosa

La sucralosa (C12H19CI308) (Figura 1), se obtiene del azlcar a través de un proceso de
elaboraciéon patentado, mediante el cual se sustituyen selectivamente tres grupos
hidroxilo de la molécula de azucar con tres dtomos de cloro, del cual se obtiene 4-cloro-4-
desoxi-a-D-galactopirandsido de 1,6-dicloro-1,6-didesoxi-B-D-fructofurandsilo
(Mortensen, 2006). La presencia de cloro en la sucralosa produce un edulcorante que no
tiene energia, pero que es 600 veces mas dulce que el azlcar. En apariencia es un polvo
blanco, sin olor, termoestable y de pH neutro. Tiene un claro sabor dulce, rapidamente

perceptible, que no deja un sabor desagradable. Asimismo, la sucralosa retiene su sabor
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dulce durante todos los procesos de fabricacion de alimentos y bebidas, y esto permite
que se utilice practicamente en cualquier actividad en que se emplea el azucar, incluyendo

cocinar y hornear (Grotz et al., 2009).

HO

cl HO

Figural. Estructura quimica de la sucralosa (4-cloro-4-desoxi-a-D-galactopirandsido de 1,6-dicloro-

1,6-didesoxi-B-D-fructofurandsilo). Fuente: Sanchéz (2013).
Férmula quimica: C12H19CI308
Peso molecular: 397.633 mol/g
pka=11.91
Solubilidad en agua: 12.9 mg/mL

El organismo no utiliza la sucralosa para obtener energia, por lo que pasa rapidamente a
través del cuerpo practicamente inalterada, la mayoria de la ingesta oral de sucralosa es
excretada sin cambio aparente del compuesto, con menos del 1% de la dosis oral original,
excretada como dos glucorénidos (Sims et al., 2000). La sucralosa ha sido sometida a
extensas pruebas durante un periodo de 20 afios y se ha comprobado que es segura y un
ingrediente inerte. Puede parecer un extrafio compuesto para ser incluido como un
contaminante emergente, pero ahora se encuentra en aguas ambientales y es

extremadamente persistente (Richardson, 2010).
1.4.1. Transformaciones bidticas y abidticas de la sucralosa

Después de la ingesta de sucralosa, esta es excretada de forma inalterada. Debido a la
estabilidad conferida por los grupos cloro en su estructura, es un compuesto persistente

para las enzimas glucosidicas que normalmente degradan a los carbohidratos en el



intestino (EC, 2000). Unicamente dos metabolitos polares han sido tentativamente
identificados, lo que significa no mds del 10% de la sucralosa total administrada de forma
oral. Dichos metabolitos fueron identificados en perro, ratén y el hombre sin diferencias
significativas entre especies, mientras que no fueron identificadas en conejo (John et al.,
2000; Roberts et al., 2000; Wood et al., 2000). En el estudio de Grice y Goldsmmith (2000)
no encontraron sefales de decloracion después de ser ingerida. Se encontré que los
metabolitos fueron ain mas polares que la molécula original, dichos compuestos fueron
identificados como 4-cloro-4-desoxi-galactosa (4-CG) y 1,6-dicloro-1,6-didesoxifructosa
(1,5-DCF), ambos productos de la hidrdlisis del edulcorante (NICNAS, 2001) ambos
metabolitos presentan caracteristicas de glucurénidos de SUC. Roberts et al. (2000)
observaron una pronunciada termolabilidad de uno de los metabolitos encontrados en
humanos con la técnica de espectrometria de masas en termospray; en test de incubacién
la hidrélisis de la sucralosa ocurrié rapidamente, concluyendo que este metabolito de SUC
es un monoglucurdnido con sustitucidon en la posicién de uno de los cuatro hidroxilos
secundarios debido a que el compuesto es facilmente hidrolizado y la sustitucién en una
Unica posicidon primaria habria resultado en un metabolito mds estable, asimismo, en
experimentos con perros administrados con SUC de forma oral e intravenosa el segundo
metabolito fue tentativamente identificado mediante experimentos de fragmentacién
idnica, este segundo metabolito es probablemente un glucurénido de SUC generado a
partir de la conjugacion con acido glucurdnico en la posiciéon 6 del residuo 4-CG de la
sucralosa, todo esto se comprobd al utilizar un estandar que el metabolito potencial

sucralosa-6-acido carboxilico no se forma.
1.4.2. Presencia y estudios de sucralosa

La sucralosa es considerada segura para el consumo humano (la ingesta diaria
recomendad de sucralosa es de 5 mg/kg de peso corporal por dia) (Brusick et al., 2010;
Grotz and Munro, 2009), pero sus efectos en los ecosistemas no han sido estudiados a

profundidad, ya que se dispone de datos ecotoxicoldgicos limitados.



La sucralosa ha sido detectada en una gran variedad de ecosistemas acuaticos. Un estudio
sueco informd que las concentraciones de sucralosa en el efluente tratado eran de <11
ug/L, mientras que las concentraciones de agua superficial fueron de <3.6 pg/L
(Brorstrom-Lunden et al., 2008). Otros estudios han medido la sucralosa en efluentes de
aguas superficiales a concentraciones de <2.5 pg/L (Ferrer and Thurman, 2010). 120
muestras fueron tomadas de rios en 27 paises de Europa y se encontré arriba de 1 pg/L de
sucralosa (Richardson and Ternes, 2011). En el estudio realizado por Lillicrap (2011) se
evalud el riesgo de la sucralosa como un compuesto que conduce a una bioacumulacién
sobre tres organismos de agua dulce; el alga (Pseudokirchneriella subcapitata), el
crustaceo (Daphnia magna) y el pez cebra (Danio rerio). Las pruebas del alga y el
crustaceo se realizaron en sistemas cerrados durante 48 horas y la prueba sobre el pez
cebra se realizd durante 48 h en un sistema semi estatico, a concentraciones de (10 y 100
mg/L), el estudio mostré un factor de bioacumulacion considerablemente bajo,

conluyendo que la sucralosa no se bioacumula a diferentes niveles de la red alimentaria.

En el estudio de Huggett y Stoddard (2011) en el que observaron los efectos de la
sucralosa sobre la supervivencia, crecimiento y reproduccién de Daphnia magna y
Americamysis bahia, llegaron a la conclusidon de que las concentraciones de sucralosa
detectadas en el medio ambiente estdn muy por debajo de la requerida para provocar
efectos crénicos en agua dulce o cuerpos de agua marinos. Sin embargo, en otro estudio
sobre crustaceos mostré por primera vez que la exposicion a la sucralosa (0.0001-5 mg/L)
podria afectar la fisiologia y movilidad de los organismos. Estos autores sugieren que la
exposicién a la sucralosa puede inducir mecanismos neurolégicos y oxidativos con
consecuencias potencialmente importantes para el comportamiento y la fisiologia de D.

magna (Eriksson-Wiklund et al., 2014).

Mientras que en el estudio de Saucedo-Vence (2016) en el que se utilizd la especie
Cyprinus carpio para la evaluacién de estrés oxidativo y bioacumulacidon se realizaron
estudios en: sangre, cerebro, higado, branquias y musculo. Los organismos fueron
expuestos a dos concentraciones de sucralosa (0.05 pug/L y 155 pg/L) durante 12, 24, 48,
72 y 96 horas. Se observé acumulaciéon de sucralosa en todos los d6rganos y tejidos
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expuestos en ambas concentraciones pero se concluyd que estas concentraciones no
tienen un valor significativo de acumulacién. Por otro lado se menciona que la sucralosa
modifico el nivel normal de enzimas antioxidantes, induciendo dafio oxidativo en lipidos y
proteinas de Cyprinus carpio, los 6rganos que mostraron mas dafio fueron las branquias,
musculo, cerebro e higado en orden decreciente, y la sangre fue el Unico tejido con

efectos despreciables.

Se sabe que las especies reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de nitrégeno
(ERN) estdn involucradas en los procesos de dafio a nivel genético, 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 comunicacién intercelular (Medeiros,
2008). También el dafio al ADN induce la expresion de la proteina p53, generando
apoptosis o muerte celular. Por lo antes mencionado es posible inducir geno y

citotoxicidad a especies en las que se genere estrés oxidativo.
1.4.3. Concentracion ambiental prevista y Concentracidn prevista sin efecto

Basado en la medicién de los datos reportados en aguas superficiales se determiné que la
Concentracion Ambiental Prevista (Predicted environmental concentration, PEC) de la

sucralosa es de 10 pg/L (Tollefsen et al., 2012).

En términos de evaluacién del riesgo tradicional, la concentraciéon prevista sin efecto
propuesta para organismos acuaticos (PNEC) ha sido determinada en 0.93 mg/L, basado
en la concentracién de efecto no observado (NOEC) de un estudio de toxicidad crénica con
camardén mysida y con la aplicacién de un valor de seguridad de 100 (Tollefsen et al.,

2012).

Se determind que el cociente resultante de PEC/PNEC es claramente menor de 1
(PEC/PNEC=0.08), indicando de este modo un riesgo al medio ambiente limitado
utilizando enfoques tradicionales de evaluacién de riesgo toxicolégico (Tollefsen et al.,

2012).
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1.5. Bioindicador

Las especies bioindicadoras se definen como aquellas que por sus caracteristicas
(sensibilidad a las perturbaciones ambientales, distribucidn, abundancia, dispersion, éxito
reproductivo, entre otras) pueden ser usadas como estimadoras del estatus de otras
especies o condiciones ambientales de interés que resultan dificiles, inconvenientes o
costosas de medir directamente (Heink y Kowarik 2010). A partir de esta definicién se
puede facilmente derivar que no cualquier taxén puede ser un bioindicador. Para ello,

deben ser:

1) Estenoicos, es decir, con una tolerancia reducida respecto a uno o mas factores
ambientales porque de ser muy resistentes, los dafios causados por los estresores

pasarian desapercibidos.

2) Aportar informacién biolégicamente relevante; en otras palabras, mediante sus
respuestas debe ser posible discriminar entre las perturbaciones en el medio ambiente y

las variaciones naturales (Holt y Miller 2011).

1.6. Carpa comun Cyprinus carpio

1.6.1. Habitat y desarrollo de carpa comun

La FAO reporta que la carpa comun silvestre 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. La gama de pH éptimo es de 5-9. 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 estaciéon 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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El desarrollo embrionario de la carpa comun demora alrededor de tres dias a 20-23 °C (60-
70 grados-dias). Bajo condiciones naturales, los peces eclosionados se pegan al substrato.
Alrededor de tres dias después de la eclosidn se desarrolla la parte posterior de la vejiga
natatoria, las larvas nadan horizontalmente y comienzan a consumir alimento externo con

un tamano mdaximo de 150-180 um (principalmente rotiferos).
1.6.2. Rasgos biologicos

La carpa Cyprinus carpio, se caracteriza por poseer cuerpo alargado y algo comprimido.
Labios gruesos. Dos pares de barbillas en el angulo de la boca, las mds cortas sobre el labio
superior. Base de la aleta dorsal larga con 17-22 rayos ramificados y una espina dorsal
fuerte y dentada en el frente; contorno de la aleta dorsal cdncavo anteriormente. Aleta
anal con 6-7 rayos blandos; borde posterior de la 32 espina de las aletas dorsal y anal con
espinulas filudas. Linea lateral con 32 a 38 escamas. Dientes faringeos 5:5, dientes con
coronas aplanadas. Color variable, las carpas silvestres son de color parduzco verdoso
sobre el dorso y parte superior de los costados, con tonalidad amarillodorada
ventralmente (Camarero, 2006). Las aletas son oscuras, ventralmente con un matiz rojizo,

como puede apreciarse en la figura 2.

q,gg‘.:*" ® g

Figura 2. Carpa comun Cyprinus carpio
1.6.3. Importancia comercial de Cyprinus carpio en México

En México, el cultivo de carpa tiene gran importancia porque el manejo de su cultivo es
sencillo, econdmico y de gran impacto social; independientemente de que el 78% de la

superficie de los cuerpos de agua epicontinentales relnen las caracteristicas limnoldgicas
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adecuadas en donde se han creado importantes pesquerias que basan su produccién en la
explotacién semi intensiva de carpas, dentro de las cuales la especie Cyprinus carpio es la
mas abundante (Aragones, 1995). En el 2009, la carpa comun ocupd en la produccién
pesquera nacional el 17° lugar, mientras que en el Estado de México la carpa es una de las

principales especies que se producen (CONAPESCA, 2009).
1.6.4. Composicion nutrimental de la carpa Cyprinus carpio

La carpa presenta un contenido graso de algo mas de 5 g/100 g de porcion comestible, por
lo que se engloba dentro del grupo de pescados semigrasos; ademads de poseer proteinas
de alto valor biolégico. Su contenido vitaminico (algunas del complejo B: B2, B6, B12 y
Vitamina E) representa cantidades poco significativas; sin embargo, la vitamina A esta
presente en cantidades destacadas en relacidn con el resto de pescados. En cuanto a los
minerales, la carpa es uno de los pescados mds ricos en hierro, aunque su valor se
encuentra por debajo del que contienen las carnes. En relacion con el fésforo, es el
pescado mas rico en este mineral, sélo por debajo del pez espada. En la Tabla 2 se puede

ver reducidamente la composicidon nutrimental de la carpa (Miranda, 2011).

Tabla 2. Composicién quimica de la carpa en 100g de porcion comestible

Composicion Porcentaje (%)
Humedad 77.7
Proteina 15.1
Grasa 4.2
Cenizas 1.2

Fuente: Miranda (2011)

El musculo de pescado puede ser de dos tipos: rojo y blanco; ambos son parecidos en
composicion, pero el musculo 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
atun 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.
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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 musculo su estructura y actividad.
Estas proteinas son solubles en disoluciones salinas de concentracién superior a 0.3 M.

2. Proteinas sarcoplasmicas (mioalbumina, 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.

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
elaboracién de productos marinos. Las proteinas sarcopldsmicas, al ser muy solubles, no
contribuyen a la formacién de geles, a diferencia de las proteinas miofibrilares, que
confieren la estructura de geles por accién 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 fracciéon 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, Ky E (Estrada, 2005).
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1.7. Genotoxicidad y citotoxicidad

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 dafos:

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, pérdida o reordenamiento de piezas
cromosomicas

3. Aneuploidia se refiere a la ganancia o pérdida de cromosomas intactos (Houk,

1992).

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

gue 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 (Frenzilli et

al, 2009).

b) El ensayo de micronucleos (MN) es uno de los métodos mas utilizados para medir los
cambios cromosdmicos estructurales y numéricos en diferentes sistemas in vitro e in vivo
(Bolognesi and Cirillo, 2014). El dafio cromosémico después de la replicacién celular
representa un efecto asociado con la exposicidn a productos quimicos genotdxicos. El
ensayo de MN puede ser realizado en cualquier poblacion de células en proliferacién

(Bolognesi y Hayashi 2011).

La citotoxicidad es la evaluacién in situ de la funcidn celular en respuesta a una sustancia
toéxica (Goguen and Kedersha, 1993). El dafio al ADN induce la expresidon de la proteina

p53, la cual detiene el ciclo celular evitando la proliferacién de células anormales, el
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incremento de esta proteina provoca la expresiéon de proteinas pro-apoptéticas 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 et 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 fisiolégico, caracterizada por
distintos cambios morfoldgicos, que incluyen condensacion de la cromatina vy
fragmentacion nuclear, pliegues en la membrana plasmatica, desensamble del
citoesqueleto y contraccion celular. La célula se rompe en pequefios fragmento rodeados
de membrana conocidos como “cuerpos apoptéticos”, 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 marcacidn 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 apoptética, dicho marcaje se hace con nucledtidos acoplados a
isocianato de fluoresceina (FITC), debido a la enzima desoxinucleotidil transferasa

terminal (TdT) (Negoescu et al., 1997).

Los resultados obtenidos en relacién con la geno y citotoxicidad son considerados como
indicadores utiles de los efectos de los contaminantes sobre los ecosistemas acuaticos, ya
gue 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, y en el caso de
organismos destinados al consumo disminuir su calidad alimentaria por dichos efectos

(Theodorakis et al., 2000).

Una de las consecuencias del estrés oxidativo es la produccion de especies reactivas de
oxigeno que pueden interactuar con el ADN y eventualmente producir mutaciones. Para
identificar compuestos genotéxicos, se emplean biomarcadores especificos en el ADN de

organismos expuestos. Estos estudios forman parte de las investigaciones toxicoldgicas y

16



se les denominan “estudios especiales”. Su objetivo es correlacionar a los factores de
riesgo y el incremento en el dafio al ADN. La identificacion de marcadores de
genotoxicidad es util para definir un estado de prepatogénesis, de vital importancia para
la prevencion. Si se induce un dafio genético, este puede ser visualizado mediante técnicas

citogenéticas o moleculares (Pastor, 2002).

Se puede decir que todo agente que provoque lesién celular originara enfermedad, si su
accion es lo suficientemente extensa para abarcar un numero grande de células. El dafio
casi siempre es precedido por una lesidn inicial bioquimica, que afecta alguno de los
sistemas bdsicos para la supervivencia de la célula, su destruccion o alteracién funcional
resultard en anormalidades en los tejidos, que a su vez integran érganos mas o menos
vitales, cuya funcidn se vera deteriorada, el dafio genético, por ejemplo, se traduce en

modificaciones severas de la sintesis proteica (Vindas et al., 2004).

La pérdida de bases, la desaminacién de la citosina en uracilo y de la 5-metilcitosina en
timina asi como la ruptura de una de o dos hebras de ADN, son eventos que ocurren
normalmente, siendo su tasa de produccién muy baja pero continua (Hangsber, 2002). Sin
embargo, dichos eventos pueden ser inducidos, elevando su tasa de produccidén por
efecto de las ERO’s. Ejemplo de ello es el radical hidroxilo (OH) que tiene gran reactividad
y la capacidad de desunir atomos de hidrégeno de la molécula de DNA, asi como unirse a

las bases formando aductos (Koningsberg, 2008).

La heterogenesidad de la molécula del ADN permite al hidroxilo (*OH) atacar tanto a las
bases puricas o pirimidicas, y a la desoxiribosa generando rupturas en su cadena. El
oxigeno O, es mas selectivo e interacciona con las bases nitrogenadas de los acidos
nucleicos, siendo el producto principal la 8-hidroxiguanina; ésta a su vez puede unirse al
OH, pudiendo ocasionar la ruptura de la hebra, puede hacer puentes de hidrogeno con
una adenina en lugar de una citosina, o bien con una guanina en lugar de una tiamina.
Otros radicales hidroxi pueden reaccionar con uniones de azucarfosfato de ADN causando
lesiones, incluyendo sitios sin purinas, donde las bases han sido removidas, oxidacion del

azucar o fragmentacién de desoxirribosa (Valavanidis et al., 2006).
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1.8. Propiedades funcionales de las proteinas en 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
guimicas 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 interaccién con el disolvente que las
rodea, iones, otras proteinas, sacdridos, y lipidos, y en fendmenos de superficie (Miranda,

2011). En la tabla 3 se muestran las propiedades funcionales de las proteinas.

Tabla 3. Propiedades funcionales de las proteinas

Interacciones de proteinas con

Agua Aguay proteinas Lipidos o gases
Hinchamiento Induccion de viscosidad Capacidad de emulsificacion
Rehidratacién Gelificacién Estabilidad de emulsificacién
Retencion de agua Formacion de fibras Habilidad espumante
Solubilidad Formacidn de masas Estabilidad espumante

Fuente: Miranda (2011)

1.8.1. Solubilidad

Es una de las propiedades funcionales mas importante en alimentos, ya sea para
aumentarla o evitarla. Sin embargo, debido a su tamarfio, 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).
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Los aminoacidos presentes en las cadenas proteicas van a determinar la solubilidad,
debido a las interacciones energéticas que estos tienen dentro de la estructura. La
superficie de una proteina soluble en agua esta cubierta por aminoacidos polares que
favorecen la interaccidon con el agua; las proteinas insolibles en agua tiene mas grupos

hidrofdbicos en la superficie (Creighton, 1993).

Las variables que pueden alterar la solubilidad de la proteina son: el pH, la temperatura y
la fuerza idnica. Estas variables afectan la solubilidad de las proteinas por que causan
alteraciones en los grupos hidrofilicos e hidrofébicos, 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 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 desnaturalizacién, exponiendo los grupos hidrofébicos
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).

1.8.2. Propiedades gelificantes

Un gel es un sistema coloidal donde la fase continua es sdlida y la dispersa es liquida.
Técnicamente se define como un sistema sustancialmente diluido que exhibe un flujo de
estado no estacionario, esta 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 interaccién 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).

Las proteinas globulares con pesos moleculares menores a 23,000 Da, no pueden formar

un gel inducido por tratamiento térmico, a ninguna concentracidn razonable de proteina a
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no ser que contengan, por lo menos, un grupo sulfhidrilo o un enlace disulfuro. El pH
Optimo para la formacion de geles es de 7-8, para la mayor parte de las proteinas

(Fennema, 2010).

1.8.3. Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retenciéon de agua (CRA) 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 tensién
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 conformacién proteica. Las
proteinas exhiben su hidratacion minima a su punto isoeléctrico, al que las interacciones

proteina-proteina minimizan la interaccién 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 formacién de geles proteicos, en los que el
agua se asocia con la superficie de las proteinas por puentes de hidrégeno y se atrapa

dentro de los poros de la res 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
gue 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 retencién de agua. En
los homogeneizados musculares aumenta la concentracién 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)
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El pH de la solucién también afecta a la retencion de agua. Al igual que con la solubilidad,
el pH influye en las cargas. En un homogeneizado muscular la retencidn de agua
disminuye al minimo en el punto isoeléctrico (pH 5.0, aproximadamente) (Chinachti,

2000).
1.8.4. Perfil de textura

Una practica comuin empleada para evaluar la vida de anaquel de cierto producto, es
determinar los cambios que ocurren sobre sus caracteristicas de calidad durante un
periodo de tiempo. El andlisis de perfil de textura (TPA) es un método objetivo
correlacionado con el andlisis sensorial de la textura. El ensayo comprende la compresién

de una muestra dos veces seguidas, imitando el proceso de masticacién.

Un pequeiio cilindro de gel (aproximadamente 2cm de didmetro y 0.8cm de altura) se
coloca sobre la plataforma de un texturdmetro tipo prensa Instron, o similar. Sobre el
mismo actua un plato plano que lo comprime hasta una altura predeterminada. La
determinaciéon 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 3 se muestra la curva tipica de andlisis de perfil de textura lograda en maquina

Instron.

Primera compresién Segunda compresién

N . .
5 4 > < » |Cohesividad: Area,/ Area,
- Elasticidad: Distancia, / Dis-
Dureza tancia,
Adhesividad: A
Fracturabilidad FHestvaac
Masticabilidad: Dureza~Co-

hesividad <Elasticidad

Area|)

> V< >
Distancia - Distancia lempo

Figura 3. Curva tipica de analisis de perfil de textura lograda en maquina Instron
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e Dureza. Fuerza maxima que tiene lugar en cualquier tiempo durante el primer ciclo
de compresion. Se refiere a la fuerza requerida para comprimir un alimento entre
los molares o entre la lengua y el paladar. Se expresa en unidades de fuerza, N o
(Kg m/s?).

e Cohesividad. Cociente entre el area positiva bajo la curva de fuerza de la segunda
compresion (Area 2) y el drea bajo la curva de la primera compresion (Area 1).
Representa la fuerza con la que estdn unidas las particulas, limite hasta el cual se
pueden deformar antes de romperse. Es adimensional.

e Elasticidad. Es la altura que recupera el alimento durante el tiempo que recorre el
primer ciclo y el segundo (D,/D;). Mide cuanta estructura original del alimento se
ha roto por la compresidn inicial. Es adimensional, una longitud dividida por otra
longitud.

e Gomosidad. La energia requerida para desintegrar un alimento semisélido de
modo que esté listo para ser tragado. Procto de la dureza por la Cohesividad. Se
expresa en (Kg m/s?).

e Masticabilidad. Producto de la dureza por la 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
microbioldgica 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
Retencidén de Agua, la composicidn quimica, la degradacidn proteica, la interaccidn entre

componentes y el grado de oxidacidon de las grasas.

Por otro lado, Las propiedades funcionales de la carne se dividen en: propiedades de
hidratacion dependientes de las interacciones proteina-agua (retencién de agua,

adhesidn); propiedades relacionadas con las interacciones

proteina-proteina (formacién de geles); y propiedades de superficie (emulsificacién). Las

mds importantes, debido a su aplicacidon en la industria alimenticia, son la emulsificacion
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de grasa (EG) vy la gelificacién (GC), capacidad de retencién de agua (CRA). Esta Ultima se
define como la capacidad que tiene la carne para retener agua, tanto propia como
afadida, 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 EG 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 concentraciéon de
proteinas, y la relacidon proteina-grasa. La GC es el resultado de la desnaturalizacién 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 formacién de geles.
La temperatura, el pH vy las sales, al modificar la estructura cuaternaria o la distribucién de
la carga neta de las proteinas, afectan el grado de unién 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 macroscdpica, 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, aungque en varias ocasiones se acompafa 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 sucralosa estd 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
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solo 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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JUSTIFICACION

La presencia de nuevos contaminantes es preocupante debido a que no existen datos
claros acerca de su interaccidn con los organismos, tal es el caso de la sucralosa que es un
compuesto que persiste en el medio ambiente y puede encontrarse en los cuerpos de
agua, pudiendo afectar a los organismos que residen ahi, estudios han demostrado la
generacién de especies reactivas de oxigeno que dafan lipidos, proteinas y ADN, por el
mecanismo de estrés oxidativo lo cual induce un dafo a nivel genético y celular que podria
alterar las propiedades fisicoquimicas y de textura en el musculo de Cyprinus carpio
ademas de no existir datos sobre su efecto genotdxico y citotdxico que tiene este

endulzante artificial sobre Cyprinus carpio.
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HIPOTESIS

Se sabe que la sucralosa en aguas induce estrés oxidativo en sangre y tejidos de Cyprinus
carpio, por lo tanto, es posible que al exponer a este organismo a estas concentraciones
de sucralosa se genere cito y genotoxicidad influyendo sobre la calidad alimentaria de esta

especie.
OBIJETIVOS
General

Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad inducida por sucralosa en Cyprinus carpio y la

influencia en su calidad alimentaria.
Especificos

1. Evaluar el dafo genotdxico inducido por sucralosa en sangre de Cyprinus carpio,
mediante la determinacién del dafio al ADN por medio de electroforesis celular o
ensayo cometa y a través del ensayo de micronucleos.

2. Evaluar el efecto citotdxico inducido por sucralosa en sangre de Cyprinus carpio,
mediante la determinacidon de la actividad de la caspasa-3 y el porcentaje de
células apoptédticas por medio de la prueba de TUNEL.

3. Evaluar la calidad alimentaria mediante la concentracidon proteica, solubilidad,
capacidad de retencién de agua, capacidad de gelificacidén, andlisis de perfil de

textura (TPA) y perfil de pesos moleculares en musculo de Cyprinus carpio.
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Il. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1. Sustancia de prueba

La estandar de sucralosa (1,6-dicloro-1,6-didesoxi-B-D-fructofuranosil-4-cloro-4-desoxi-a-
D-galactopirandsido) utilizada en el estudio fue comprada a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
el grado de pureza del estandar fue 298%, C;1,H19Cl30g, con un peso molecular de 397.63

(NGmero CAS 56038-13-2).

Para la determinacién de la SUC en agua y sangre los reactivos empleados fueron grado
HPLC. El 4cido férmico para analisis LC-MS fue comprado a Merck (Darmstadt, Alemania) y
el gas nitrogeno se obtuvo de la empresa INFRA, S.A. de C.V. (CDMX, México). El agua
ultrapura se obtuvo utilizando un sistema de purificacion de agua provisto por Merck
Millipore. El acetonitrilo fue comprado de Sigma-Aldrich. Los reactivos empleados en los
biomarcadores de dafio a ADN, apoptosis y calidad alimentaria fueron adquiridos en

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) a menos que se indique lo contrario.
2.2. Obtenciéon y mantenimiento de Cyprinus carpio

El organismo de prueba empleado fue la carpa comun Cyprinus carpio y fue obtenida del
centro acuicola Tiacaque, Estado de México transportada en bolsas de polietileno con
agua y oxigeno hasta el laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Quimica de la UAEM.
Posteriormente los organismos se mantuvieron en peceras de vidrio de 160 L de
capacidad por un tiempo de adaptacién de veinte dias, a temperatura ambiente con
periodos de luz y oscuridad natural de 12 horas, aireacién continua, pH de 7.4 vy

alimentacion diaria (Gémez-Olivan et al., 2017).
2.3. Diseino experimental

Para el desarrollo experimental, se utilizaron organismos de 12.01 + 0.27 cm de largo y un
peso de 28.13 £ 1.4 g. Los ensayos de toxicidad consistieron en la incorporacién de SUC a
concentraciones ambientalmente relevantes de 0.005 pg/L y 155 pg/L (Arbeldez et al.,,
2015). Para dicho fin, se colocaron quince sistemas de prueba con 7 litros cada uno vy

cinco peces: cinco de ellos fueron para la concentracion 1 (0.05 pg/L), cinco para la
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concentracion 2 (155 pg/L) y cinco correspondientes al grupo control (sin SUC). Los
tiempos de exposicion fueron 12, 24, 48, 72 y 96 h. El estudio se realizé por triplicado. En
el experimento fueron empleados un total de 225 organismos de prueba. Al finalizar cada
tiempo de exposicion, los organismos de cada sistema fueron colocados en una pecera
con solucidn de eugenol (0.02 mg/mL), con el fin de anestesiarlos y obtener las muestras
sanguineas de la vena caudal con una jeringa hipodérmica de 1 mL previamente
heparinizada y una muestra de musculo para llevar a cabo los analisis fisicoquimicos. Con
las muestras sanguineas se realizaron los ensayos para determinar el dafio al ADN (ensayo
cometa y micronucleos) y de apoptosis (actividad de caspasa-3 y prueba de TUNEL),

empleando las metodologias que a continuacion se describen:

2.4. Ensayo para evaluar el dafio al ADN

2.4.1. Electroforesis unicelular en gel (Ensayo cometa)

Para evaluar el dafio al ADN se empled la metodologia descrita por Tice et al., (2000), se
colocaron 300 uL de agarosa de alto punto de fusidn sobre los portaobjetos y se secaron a
temperatura ambiente, una vez obtenida la muestra sanguinea, 20 pL fueron mezclados
con 150 plL de agarosa de bajo punto de fusién al 0.7 %. Se extendieron 100 plL de la
mezcla sobre los portaobjetos previamente preparados y se solidificaron en hielo. Una vez
secos, se procedid a la extraccion de ADN, los portaobjetos se sumergieron en vasos
copplin que contenian solucién de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM,
dimetilsulféxido (DMSO) al 10%, Triton X-100 al 1%) a pH ajustado de 10 y 4 °C durante
una hora. Los portaobjetos fueron transferidos a una cdmara de electroforesis a 300 mA 'y
25V (4 °C, intensidad de campo: 0.8 V cm-1) con solucién alcalina (NaOH 300 mM y EDTA
1 mM) pH 13 durante 20 min. y se detuvo con un buffer de neutralizacién (Trizma base
0.4 M pH 7.4). Finalmente se tifid el ADN con 50 uL de bromuro de etidio (10 mg mL-1)
para ser observado en un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axiophot-1 equipado con

una camara digital Zeiss AxioCam HRc.
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2.4.2. Ensayo de micronucleos

El ensayo de micronucleos consistid en la incorporacidn y extension de 10 uL de muestra
sanguinea en los portaobjetos, la cual fue fijada con etanol puro. Posteriormente fue
tefiida con giemsa al 10 % durante 10 min seguido de un lavado con agua corriente. Los
portaobjetos fueron observados en un microscopio dptico, determinando el numero de

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

Los criterios utilizados para determinar la presencia de micronucleos (MN) fueron la no
vinculacidn de los pequefos nucleos ovoides o redondos con el nucleo principal, color e
intensidad de tincidn similar al nucleo principal (Kim and Hyun, 2006) y el didmetro de

1/5-1/20 del nucleo principal (Bolognesi et al., 2006).
2.5. Ensayos para evaluar la apoptosis

2.5.1. Actividad de la caspasa-3

2.5.1.1 Preparacion del extracto celular

Con el fin de obtener el control positivo, se cultivaron células Jurkart (ATCC # TIB-152), se
ajusto a la densidad de 10° células por mL y se afiadieron 50 ng/mL de anti-Fas mAb (clone
# CH-11, MBL International, Cat. # SY-001) para inducir apoptosis. Para obtener el control
negativo, se prepard otra solucidn de células Jurkart y se afiadié al mismo tiempo el anti-
Fas mAb y 125 plL de inhibidor de apoptosis Z-VAD-FMK (carbobenzoxi-valil-alanil-aspartil-

(O-metil)-fluorometilcetona).

Ambas muestras se incubaron en una atmodsfera humidificada de 5% de CO, durante 16 h
a 37 °C seguido de una centrifugaciéon a 450 rpm durante 10 min a 4°C. Las células
obtenidas se mantuvieron en hielo y se realizé un lavado con PBS frio, se resuspendieron
en buffer de lisis celular alcanzando una concentracién de 10® células por mL. Las células
lisadas se incubaron en hielo por 15 min y se centrifugd a 15 000 rmp durante 20 min a

4°C guardando el sobrenadante.
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2.5.1.2 Ensayo colorimétrico

Se siguieron las instrucciones del kit colorimétrico (CaspACETM, Promega, Madison, WI),
empleando una microplaca de 96 pozos con fondo plano. El blanco se prepard con 32 uL
de 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 uL ditiotreitol (DTT;
100 mM) y 54 ulL de agua desionizada. En el grupo expuesto se afiadieron 32 plL de buffer
de caspasa, 2 uL de DMSO, 10 uL de DTT, 24 ulL de muestra sanguinea y 54 ulL de agua
desionizada. Finalmente para el control positivo y negativo se afiadieron 32 uL de buffer
de caspasa, 2 uL de DMSO, 10 uL de DTT, 20 uL de extracto celular (para cada caso) y 54

uL de agua desionizada.

A todas las soluciones ya preparadas, se anadieron 2 plL de sustrato DEVD-pNA, se cubrid
la placa con parafilm y se incubé a 37°C durante 4 h. Se leyé la absorbancia a 405 nm y se
calculé la actividad de caspasa-3. Los resultados se expresaron como nM de pNA libre h-1

ug de proteina.
2.5.2 Ensayo de TUNEL

Se siguieron las instrucciones del kit fluoresceina ApopTag $7110. 300 plL sangre fueron
centrifugados a 800 rpm durante 5 min a 4 °C, las células obtenidas se resuspendieron en
50 pL de solucion de montaje, se colocé 1 puL de esta solucion en un portaobjetos
previamente preparado con poli-L-lisina y se secé a 60°C durante 5 min, una vez seco se
fijaron las células con acetona fria por 10 min y se realizé la hidratacién mediante lavados
sucesivos con soluciones de xileno-etanol absoluto de 96, 80, 70, 60, 50 % (v/v) y con
agua destilada. Se afiadié 1 pL de proteinasa K (20 ug/mL) a las células hidratadas y se
realizaron tres lavados de 1 min con PBS (0.138 M NaCl, 0.0027 M KCl) pH 4, se anadieron
60 uL de buffer de equilibrio y se incubaron con 65 pL de enzima TdT durante 60 min a
37°C. Las células fueron lavadas con PBS y se afiadié el conjugado anti-FICT durante 30

min a temperatura ambiente para el marcaje de células y se realizé un lavado con PBS.
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Finalmente las células fueron tefiidas con yoduro de propidio (1.5 ug/mL) para ser

observadas en un microscopio de epifluorescencia equipado con camara digital.

El control negativo se obtuvo como se describié previamente pero sin afadir TdT y el
control positivo se obtuvo con células tratadas con DNasa (1 uL/mL). Se analizaron un
total de 100 células por muestra, expresando a la apoptosis por el porcentaje de células

TUNEL-positivas.
2.6. Ensayos para determinar calidad alimentaria de Cyprinus carpio
2.6.1 Medicién pH

Se tomd una porcién de 10 g de musculo, se mezclé con 90 mL de agua destilada. Se licué
hasta obtener una pasta consistente y uniforme. Se ajustd la temperatura de la pasta a 20
°C £ 0.5 °C. Finalmente se realizd la lectura de pH con un potenciémetro previamente

calibrado. (Método NMX-F-317- S-1978 “Determinacién de pH en Alimentos”)
2.6.2 Capacidad de retencidn de agua (CRA)

Se tomaron 10 g de musculo y se picardn. Se colocaron 5 g en un tubo de centrifuga y se
afadieron 8mL de una disolucion de NaCl 0.6 M. Se agité con varilla de vidrio durante 1
min en bafio de hielo, se dejé reposar 30 minutos. Se agitd 1 minuto. Se centrifugd
durante 30 minutos a 2500 rpm. Se decantd el sobrenadante y se medié el volumen. Se
reporté el volumen de NaCl retenido por 100 g de muestra. Método Honikel y Hamm

(1983) reportado en (Dublan, 2006).
2.6.3 Solubilidad

Se extrajeron las proteinas (5 mg/mL, a pH 7) y se centrifugd a una temperatura de 4 °C
para evitar su desnaturalizacién. Al sobrenadante extraido se le medid la concentracién de
proteinas mediante método biuret. Se reportd la solubilidad como la relacion entre el
contenido de proteinas del sobrenadante y el contenido de la proteina sin centrifugar por

100 (Ternes, 2004).
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2.6.4 Determinacion de grupos sulfhidrilo

Se mezcléd 1 mL de la disolucién proteica (5 mg/mL a pH 7) y 9 mL de urea 8 M disuelta en
un amortiguador de Tris-Glicina-EDTA (10.4 g/L Tris; 6.9 g/L Glicina; 1.2 g/L EDTA; pH 8).
Se dejé reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 30 min. Se tomaron 3 mL de la
mezcla y se afiadieron 50mL de una disolucién del reactivo 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzdico
(4 mg/mL en la misma disolucién amortiguadora). Se dejo reposar durante 30 min en
obscuridad. Se midid la absorbancia a 412 nm. Se transformé el valor de absorbancia

empleando la siguiente ecuacidn. SS o ecuacion 1. SHT = (75,53(DO1 - DO2) 10/ C.
Siendo:

SS o SHT la concentracion de los disulfuros o sulfhidrilos totales en la muestra (umoles SH

0 SS/g proteina)

DO1 la absorbancia a 412 nm de la muestra a los 15 min de agregarse el reactivo.
DO2 la absorbancia a 412 nm del blanco de reactivos.

C es la concentracion de proteina en la muestra (mg/mL).

Método Ellman (1959), reportado en (Dublan, 2006).

2.6.5 Identificacidn de proteinas, concentracion de proteina

Utilizando tubos de ensayo se medié 1mL de las disoluciones de proteina y se agregaron 3
mL del reactivo de biuret. Se homogeneizd y se dejé en reposo durante 30 minutos en la
sombra sin contacto directo con la luz. Se midi6 la absorbancia de la muestra a una A =
540 nm. Los datos obtenidos se relacionaron con respecto a una curva patrén de
Seroalbumina-bovina de concentracion 0-10 mg/mL. Reactivo de biuret de acuerdo a
Gornall (1948). Se disolvié 1.5 g de CuSO4.5H20 y 6 g de tartrato de sodio y potasio
(NaKC4H406.4H20), se transfirid a un matraz volumétrico de 1000mL se disolvié con 500
mL de agua destilada, se agregarén 300 mL de hidréxido de sodio 10 % y se llevo a

volumen con agua destilada. Método biuret reportado en (Dublan, 2006).
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Formacion de gel. Extraidas las proteinas, se vertieron en un contenedor adecuado. Se
colocd el contenedor en un bafio de agua. Se sometid a calentamiento gradual de 1
°C/min hasta alcanzar una temperatura interna del gel de 80 °C para inducir la gelificacion.
Se retiraron los contenedores y se colocaron en bafio de hielo para enfriar. Se almacend
en refrigeraciéon no mayor a 4 °C para madurar la estructura del gel. Se realizd prueba de
penetracién de geles. Se penetrd la superficie del gel con un véastago de acrilico de 8 mm

de didmetro a una velocidad de 25 mm/s.

Anilisis de textura. Método Garcia-Dubldn (2006). Se realizé en geles elaborados a partir
de carne de carpa los cuales fueron medidos instrumentalmente con un texturémetro. Se
definieron los parametros de la muestra como tamafio, temperatura y aplicaciéon de la
fuerza con respecto a la muestra. Se definieron los procesos de evaluacidn de textura

estos pueden ser:
1.- Esfuerzo al corte por medio de la navaja Warner-Bratzler

2.- Andlisis del perfil de textura (TPA), a través de 5 pardmetros: dureza, cohesividad,

masticabilidad, elasticidad, resilencia y adhesividad.
2.7 Determinacion de SUC en agua y plasma de carpa comtn

Para determinar la concentracion de SUC en agua y plasma de Cyprinus carpio, se empled
la metodologia establecida por (Saucedo-Vence et al., 2015). Para lo cual, se prepard una
solucién stock del edulcorante (1000 p/L), empleando metanol y agua ultrapura (50%/
50%). Esta solucién se almacend a -20°C en botellas cubiertas de la luz. Para la
determinacién de este compuesto, se utilizd un equipo HPLC Agilent 1290 Infinity
acoplada a un Agilent 6430 Triple Quadrupole MS equipado con ionizacién por
electrospray (ESI). El volumen de inyeccion fue 50 plL. Las condiciones cromatograficas
fueron: el proceso de separacidén se realizd con un gradiente de elucién con agua
ultrapura acidulada con acido férmico a pH 2.5 (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B)
como fase moévil. El gradiente comenzd isocraticamente a 5% de B por 3 min y luego

incrementd a 75% en 6 min, luego aumentd a 100% en 1 min, permanecid constante

33



durante 1 min y finalmente regresd a 5% de B en 1 min. Se emplearon columnas Eclipse
Plus C18 (2.1 x 50 mm, 1.8 um), la temperatura fue de 252C y el caudal due de 0.4 ml min-
1. El periodo de elucidn de la SUC fue < 8 min. El andlisis de realizé6 en modo negativo de
ionizacion empleando el monitoreo de reaccién multiple (MRM) utilizando las transiciones

de ion precursor/ producto 395/359.

Las condiciones ESI-MS empleadas fueron, presidon del nebulizador de 45 psi, caudal de
gas de secado (N2) de 11 L min -1, temperatura del gas de secado de 350 ° C y voltaje
capilar de 4000 V.

Para la determinacion de SUC en muestras de agua, se emplearon los sistemas utilizados
en la seccion 2.3 y de cada sistema se tomaron muestras de 10 mL, las muestras fueron
acidificadas con HClI 1 M y la SUC se extrajo de muestras de agua de 1 ml con 5 ml de
metanol: agua (1: 1). La mezcla se centrifugd a 1800 rpm durante 10 min, y la capa
orgdnica obtenida se usé para el analisis. Para las muestras de plasma, a las muestras
obtenidas en la seccidn 2.3, se les adiciond acetona fria y se centrifugaron a 2500 rpm

durante 5 min. El sobrenadante se separd y se determind la concentracién de SUC.
2.8 Andlisis estadistico

Se establecié la normalidad de los datos y la homoscedasticidad mediante las pruebas de
Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Posteriormente se utilizdé una prueba post hoc de
Bonferroni para evaluar diferencias significativas. Para dicho anadlisis se empled el

programa Sigmastat v2.03.
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Ill. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Resultados de alteraciones al ADN
3.1.1 Ensayo cometa

En la figura 4, se puede observar que el porcentaje de dafio al DNA incrementa respecto al
tiempo desde las 24 horas y hasta las 72 horas. En ambas concentraciones se observa un
incremento maximo del biomarcador a las 72 horas. En la C1 (0.05 ug/L) hubo un aumento
significativo a las 24, 48 y 72 horas respecto al grupo control de 11.8, 18 y 35%
respectivamente (p<0.05). En la C2 (155 ug/L) se observaron incrementos significativos a

las 48 y 72 horas respecto al control de 17 y 23% respectivamente (p<0.05).

Al comparar los tiempos de exposicion, se puede observar que en la C1 a las 72 horas se
observaron decrementos significativos de 23.9, 18.4, 14.4 y 24.2% con respecto a las 12,
24, 48 y 96 h. En el caso de la C2, se observaron decrementos estadisticamente

significativos a 12, 24 y 96 h con respecto a las 72 h de 22.1%, 13.9% y 13%,

Control m0.05 pg/L W 155 pg/L

respectivamente.
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Figura 4. Determinacién del dafio al ADN mediante ensayo cometa en células sanguineas de
Cyprinus carpio expuestos a concentraciones ambientalmente relevantes de SUC (0.05 y 155 ug/L)
a diferentes tiempos de exposicion. Las barras representan la media + SEM de los valores del
indice de dafio de cinco especimenes por concentracién y por tiempo de exposicidn. El ensayo se
realizd por triplicado. Significativamente diferente de: *grupo control; al2 h; b24 h; c48 h; d72 h;

€96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
3.1.2 Prueba de micronucleos en sangre de C. carpio expuesta a SUC

En la figura 5 observamos un aumento significativo progresivo en la presencia de MN
desde las 12 horas de exposicidon y hasta las 72 horas con respecto al grupo control, en
ambas concentraciones. En la C1 se observé un incremento significativo a las 12, 24, 48,
72 y 96 horas respecto al grupo control de 108.3, 94.1, 168.4, 586 y 50% respectivamente
(p<0.05). En la C2 se presentaron aumentos a las 12, 24, 48 y 72 horas respecto al control
de 75, 52.6, 178.9 y 507 % respectivamente (p<0.05). Al comparar los tiempos de
exposicion, para la C1 observamos decrementos significativos a las 12, 24, 48 y 96 h con
respecto a las 72 h de 252, 166.7, 72.5, y 206.7% (p<0.05). En la C2, observamos el mismo
comportamiento decrementos del 276, 172,49 y 295% a las 12, 24, 48 y 96 h con respecto

alas 72 h, respectivamente.
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Figura 5. Frecuencia de micronucleos en sangre de Cyprinus carpio expuestos a concentraciones
ambientalmente relevantes de SUC (0.05 y 155 p/L) a diferentes tiempos de exposicidon. Los
valores son la media de tres repeticiones + SEM. Significativamente diferente de: * grupo control;

al2 h; b24 h; c48 h; d72 h; €96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
3.2 Resultados de apoptosis en células sanguineas de C. carpio expuesta a SUC
3.2.1 Resultados de actividad de caspasa 3 en sangre de C. carpio expuesta a SUC

La figura 6 muestra la actividad de la caspasa-3. Como se puede observar en la C1 hubo un
incremento estadisticamente significativo con respecto al grupo control a las 24, 48, 72y
96 h de 40.6, 37.5, 65.3 y 271%, respectivamente (p<0.05). En la C2, se observé un
incremento estadisticamente significativo a las 12, 24, 72 y 96 h de 36.1, 293.5, 98.3 y
493.5%, respectivamente (p<0.05). Al comparar, el control positivo con la Cl1 se
observaron decrementos estadisticamente significativos de 146.9, 140.2, 20.3, 34.7 a las
12, 24, 48 y 72 h respectivamente (p<0.05). Sin embargo a las 96 h, para la misma
concentracion se observé un incremento significativo de 63.5% (p<0.05). Cuando se
comparo el control positivo con respecto a la C2 a las 12 y 48 se observd un decremento
de 63.2 y 73.9%, respectivamente (p<0.05). En contraste a la 24 y 96 h se incrementdé

significativamente el biomarcador en 16.5y 161.6% (p<0.05).
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Figura 6. Actividad de caspasa-3 en sangre de Cyprinus carpio expuestos a concentraciones

ambientalmente relevantes de SUC (0.05 y 155 pg/L) a diferentes tiempos de exposicion. El ensayo
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se realizd por triplicado. Significativamente diferente de: *grupo testigo; §Control positive al2 h;

b24 h; c48 h; d72 h; e96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
3.2.2 Resultados de la prueba de TUNEL en sangre de C. carpio expuesta a SUC

La figura 7 muestra los resultados de las células apoptéticas positivas encontradas en la
prueba de TUNEL. Como se puede apreciar, en la Cl se observaron incrementos
significativos con respecto al grupo control de 17.9, 17.9, 27.6, 46.4 y 51.8% a las 12, 24,
48, 72 y 96 h, respectivamente (p<0.05). En la C2 se pudo observar la misma tendencia en
los tiempos de exposicion al incremento en el biomarcador, en este caso dichos aumentos
fueron de 17.9, 50.1, 20.7 60.8 y 72.9%, respectivamente (p<0.05). Al comparar el control
positivo con la C1 se observaron decrementos significativos de 454.5, 463.6, 394.7, 336.6 y
322.9% a las 12, 24, 48, 72 y 96 h, respectivamente (p<0.05). La comparacion entre el
control positivo y la C2 presentd la misma tendencia, sélo que con porcentajes de

disminucion de 454.5, 342.8, 423.2, 306.7 y 271%, respectivamente (p<0.05)
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Figura 7. Porcentaje de células TUNEL-positivas en células sanguineas de Cyprinus carpio
expuestos a concentraciones ambientalmente relevantes de SUC (0.05 y 155 pg/L) a diferentes
tiempos de exposicidn. El ensayo se realizd por triplicado. Significativamente diferente de: *grupo

testigo; §Control positive al2 h; b24 h; c48 h; d72 h; e96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
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3.3. Resultados de pruebas fisicoquimicas en musculo de Cyprinus carpio
3.3.1 Determinacién de pH

En la figura 8 se muestra el pH del musculo de Cyprinus carpio obtenido a los diferentes
tiempos de exposicion. En C1 se observa un aumento del 2.2 % (p<0.05) respecto al grupo
control a las 12 h y una disminucidén significativa a las 72 y 96 horas de 2.8 y 2.2 %
respectivamente (p<0.05); para C2 observamos un incremento a las 12 horas vy
disminuciones significativas a las 48, 72 y 96 horas de 2.1, 2.0 y 2.2% respectivamente

(p<0.05).
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Figura 8. Determinacién de pH en musculo de Cyprinus carpio expuestos a concentraciones
ambientalmente relevantes de SUC (0.05 y 155 pg/L) a diferentes tiempos de exposicion. El ensayo
se realizd por triplicado. Significativamente diferente de: *grupo testigo; al2 h; b24 h; c48 h; d72
h; €96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).

3.3.2 Solubilidad

En la figura 9 observamos la solubilidad de las proteinas; mostrando una disminucién
significativa respecto al control; para C1 a las 12 y 24 horas de 529 y 52.9 %
respectivamente (p<0.05), a las 72 y 96 horas se mostré un incremento de 2.9 Y 0.5 %
respectivamente (p<0.05); para C2 se observd un incremento a las 12, 72 y 96 horas
teniendo valores de 29.4, 2.9 y 11.7 % respectivamente (p<0.05), finalmente se observa

un decremento a las 24 y 48 horas de 29.4y 11.7 % respectivamente (p<0.05).
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Figura 9. Comportamiento de la solubilidad en musculo de Cyprinus carpio expuestos a
concentraciones ambientalmente relevantes de SUC (0.05 y 155 pg/L) a diferentes tiempos de
exposicidn. El ensayo se realizo por triplicado. Significativamente diferente de: *grupo testigo; a12

h; b24 h; c48 h; d72 h; €96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
3.3.3 Determinacidn de grupos sulfhidrilo

En la Figura 10 se muestra el contenido de grupos sulfhidrilos; en C1 se observa una
disminucion significativa con respecto al control, a las 12, 24, 48, 72 y 96 h de 39.3, 12.1,
21.2, 33.3 y 39.3 % respectivamente (p<0.05), a diferencia de C2, donde observamos un
aumento significativo en todos los tiempos de exposicién con respecto al control de 21.2,
33.3, 72.7, 30.3 y 18.1 % (p<0.05). Siendo el tiempo de 48 horas donde se observa un

mayor contenido de grupos sulfhidrilo (p<0.05).
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Figura 10. Contenido de grupos sulfhidrilos en musculo de Cyprinus carpio expuestos a

concentraciones ambientalmente relevantes de SUC (0.05 y 155 pg/L) a diferentes tiempos de
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exposicidn. El ensayo se realizd por triplicado. Significativamente diferente de: *grupo testigo; al12

h; b24 h; c48 h; d72 h; €96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
3.3.4 Capacidad de retencién de agua

En la figura 11 observamos la capacidad de retencién de agua por parte de las proteinas,
mostrando para C1 un aumento significativo respecto al controlalas 12y48 hde 4.2y 1.2
% respectivamente (p<0.05), posteriormente se observa una disminucién significativa a las
72y 96 h de 2.1y 6.0 % (p<0.05). C2 siguié la misma tendencia con un incremento a las
12,24y 48 h de 6.8, 3.6 y 2.5 % respectivamente (p<0.05) y disminucidn significativa a las
96 h de 3.4 % (p<0.05).
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Figura 11. Porcentaje de capacidad de retencién de agua en musculo de Cyprinus carpio expuestos
a concentraciones ambientalmente relevantes de SUC (0.05 y 155 pg/L) a diferentes tiempos de
exposicidn. El ensayo se realizd por triplicado. Significativamente diferente de: *grupo testigo; al12

h; b24 h; c48 h; d72 h; €96 h. (Bonferroni post hoc, p < 0.05).
3.3.5 Analisis de textura (TPA)

En la tabla 4 se observa el analisis de perfil de textura, en el cual se evaluaron cinco

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

Para dureza, en C1 se observa un aumento significativo respecto al control a los tiempos

de 48, 72 y 96 h de 9.1, 10.0 y 14.1 % respectivamente (p<0.05), en C2 se observa esta
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misma tendencia, con aumentos a las 48, 72 y 96 h de 2.5, 11.6 y 15 % respectivamente

(p<0.05), en ambas concentraciones el aumento maximo de dureza fue a las 96 horas.

Se observa un aumento de la elasticidad respecto al control para C1 en los tiempos de 12
y 24, y una disminucion significativa a los tiempos de 48, 72 y 96 h de 5, 2.5y 7.5 %
respectivamente (p<0.05), para C2 la tendencia es igual con disminuciones a las 48, 72 y

96 h de 7.5, 7.5 y 10% respectivamente (p<0.05).

La cohesividad para C1 aumentd significativamente a los tiempos de 24, 48, 72 y 96 h un
27.7, 27.7, 44.4 y 44.4 % respectivamente (p<0.05), en C2 se observa un aumento
significativo a las 48, 72 y 96 h de 33.3, 50 y 55.5 % respectivamente (p<0.05), en los

primeros tiempos de exposicidn no se observa diferencia significativa.

En lo que corresponde a gomosidad se observa un aumento significativo en C1 respecto al
control a las 24, 48, 72 y 96 h de 27.5, 39.0, 58.7 y 64.5 % respectivamente (p<0.05), en C2
aumento significativamente a las 12, 24, 48, 72 y 96 h un 11.1, 11.1, 36.5, 67.0y 78.49 %

respectivamente (p<0.05).

Finalmente la masticabilidad aumentd significativamente en C1 respecto al control a las
24,48,72y 96 h un 26.1, 32.4, 54.9 y 52.2 % respectivamente, mientras que C2 muestra
un aumento significativo respecto al control en todos los tiempos de exposicion 12, 24, 48,

72y96 hde 11.7,17.1, 26.1, 54.9 y 61.2 % respectivamente.

Tabla 4. Andlisis de perfil de textura en musculo de Cyprinus carpio expuesta a dos
concentraciones de sucralosa, 0.05 pg/mLy 155 pg/mL, por 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

Tiempo de exposicion (h)
Atributo Muestra
12 24 48 72 96
Control 15.50 15.50 15.50 15.50 15.50
Dureza 0.05 p/L 15.41 15.52 16.91 17.05 17.67
155 p/L 15.51 15.51 15.88 17.29 17.82
Control 0.40 0.41 0.40 0.40 0.41
Elasticidad
0.05 p/L 0.41 0.40 0.38 0.39 0.37
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155 p/L 0.40 0.42 0.37 0.37 0.36

Control 0.18 0.19 0.18 0.18 0.18

Cohesividad 0.05 p/L 0.19 0.23 0.23 0.26 0.26
155 p/L 0.20 0.20 0.24 0.27 0.28

Control 2.79 2.94 2.79 2.79 2.79

Gomosidad 0.05 p/L 2.92 3.56 3.88 4.43 4.59
155 p/L 3.10 3.10 3.81 4.66 4.98

Control 1.11 1.11 1.11 1.11 1.11

Masticabilidad 0.05 p/L 1.19 1.40 1.47 1.72 1.69
155 p/L 1.24 1.30 1.40 1.72 1.79

3.4 Discusion

Por las actividades cotidianas, el estilo de vida actual y malos hdabitos alimenticios, la
poblacion de todo el mundo estd presentando enfermedades crénico degenerativas y
peligrosas como el sobrepeso, obesidad, diabetes, hipertensién, enfermedades
cardiovasculares, hiperlipidemia e hipercolesterolemia (Jiang et al., 2016; Kim et al., 2019;
Lee et al., 2011). Este panorama, ha generado preocupacién en la poblacion acerca del
estilo de vida y la dieta equilibrada, que ha ocasionado como resultado, un incremento en
el uso de productos light o dietéticos, y como consecuencia el consumo de edulcorantes.
Sin embargo, aunque estos productos han sido considerados como seguros para los seres
humanos, los efectos de su presencia en el ambiente y efectos bioldgicos en organismos
acuaticos no han sido esclarecidos completamente y algunos datos son controversiales.
Como se ha establecido previamente, la SUC es uno de los edulcorantes que se ha
identificado previamente en cuerpos de agua y se ha estudiado en referencia a sus efectos
toxicolégicos en organismos acuaticos, aunque la informacidn es limitada. En este trabajo,
se indago la posibilidad de que la SUC a concentraciones ambientalmente relevantes
generara alteraciones al ADN y apoptosis en células sanguineas de la carpa comun

Cyprinus carpio.

43




El ensayo cometa es una prueba que detecta dafios producidos por la ruptura simple o
doble en el ADN, dafio oxidativo inducido y entrecruzamientos de ADN-ADN/ADN-
proteina (de Lapuente et al., 2015). Los resultados evidenciados por el ensayo cometa se
muestran en la Fig. 4 y demostraron que las dos concentraciones probadas en este estudio
generaron alteraciones al ADN, la maxima expresidn en este biomarcador se observé a las
72h. Estos resultados, podrian ser explicados debido a la oxidacion de bases [por ejemplo,
7,8-dihidrodeoxiguanosina (8-0xoG) y 8-oxoguanine] y por la generacion de interrupciones
en la cadena de ADN por la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS). Como fue
previamente establecido por nuestro grupo de investigacion la SUC a concentraciones de
0.05 y 155 pg/L fue capaz de inducir estrés oxidativo en sangre, higado, cerebro,
branquias y musculo de Cyprinus carpio (Saucedo-Vence et al., 2017). Estos resultados son
consistentes con los obtenidos por Eriksson Wiklund et al., (2014), quienes determinaron
gue SUC a concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000, and 5000 pg L-1
generaron dafo oxidativo evidenciado por incrementos significativos en los niveles de
TBARS en Daphnia magna, asi como un incremento en las concentraciones de
acetilcolinesterasa provocando neurotoxicidad en el daphnido. El mismo grupo de
investigacidn en 2012, habia demostrado que concentraciones de 0.5, 5 and 500 ug L-1 de
SUC afectaban la fisiologia y la locomocidon de D. magna y G. zaddach (Wiklund et al.,

2012).

Es bien conocido, que las ROS, como el radical anidn superéxido (0,*) y el radical hidroxilo
(*OH) tienen la capacidad de abstraer protones o bien de atacar moléculas en sitios con
alta densidad electrénica, generando especies radicalarias secundarias que son capaces de
sufrir reordenamientos intramoleculares. En los acidos nucleicos como el ADN, tanto las
bases puricas y pirimidinicas, asi como el azlcar son susceptibles a ataques de ROS, lo que
conduce a modificaciones en las bases y rupturas en la cadena (Valavanidis et al., 2006;
Zaremba and Oliniski, 2010). En especial el radical hidroxilo *OH, tiene la capacidad de
hidroxilar el C5 y C6 de las bases pirimidinicas y el C4, C5 y C8 de las bases puricas en las

moléculas de DNA (Evans et al., 2004; Gruber et al., 2018). Los anteriores hallazgos,
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explicarian los resultados observados en el ensayo cometa, sin embargo después de las 72
h, se observa un declive del biomarcador a las 96 h, lo que demostraria que en este

tiempo se expresan los mecanismos de reparacién en la carpa (Sassa et al., 2014).

En la evaluacién de la genotoxicidad, también observamos (Fig. 5) que la presencia de
micronucleos tuvo un incremento maximo en ambas concentraciones de SUC probadas a
las 72 h, y posteriormente a las 96 h se observé el mismo comportamiento que el ensayo
cometa. La presencia de micronucleos es un biomarcador de dafio genético que ha sido
ampliamente empleado en ecotoxicologia (de Lima Cardoso et al., 2018). Los
micronucleos (MN) se forman debido a que durante el proceso de division celular, el ADN
contenido en el nucleo, se réplica y se divide equitativamente dando lugar a células hijas
idénticas; cuando este proceso se produce de forma errdnea debido a errores durante el
proceso de replicacion y posterior divisién, a rupturas cromosémicas o a sustancias
genotodxicas (SUC), el material genético se desprende no se incorpora al nucleo de las
células hijas y da origen a nucleos de menor tamafio que son los denominados MN
(Hussain et al., 2017). Los resultados obtenidos en este biomarcador pueden deberse
especificamente a la ruptura del ADN que ya fue demostrada en este estudio con los
resultados del ensayo cometa o bien a la falta de la segregacién de cromosomas que
resulta en efectos aneugénicos y clastogénicos provocados por las ROS. Al igual que en el
ensayo cometa, la disminucidon de MN, puede deberse a que inician los mecanismos de

reparacion en C. carpio.

El dafio al DNA inducido por ROS, pueden generar mutagenicidad o citotoxicidad,
dependiendo de si bloquean al DNA y/o RNA polimerasas, o no. Las consecuencias
bioldgicas de las alteraciones al DNA, pueden ir desde induccion de muerte celular

programada (apoptosis), o bien necrosis (Maynard et al., 2008).
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En el presente trabajo, se demostré que también la SUC fue capaz de inducir apoptosis.
Esto fue comprobado mediante dos biomarcadores la actividad de la caspasa-3 y la prueba
de TUNEL. En ambos biomarcadores, se observaron incrementos significativos con
respecto al control en las dos concentraciones empleadas (Fig 6 y 7), y una maxima
respuesta a las 96 horas. La caspasa-3 es un importante biomarcador debido a que es una
enzima ejecutora de la apoptosis que se encarga del desmantelamiento ordenado y
muerte de la célula. Ademads, la via intrinseca o mitocondrial y la via extrinseca que
implica a los receptores de la muerte como son el receptor 1 de TNF (TNFR-1) y Fas
(CD95), convergen a nivel de la activacion de la caspasa-3, para producir apoptosis (Wang
et al., 2019; Zhou et al., 2019). Hasta el momento, una revision exhaustiva de la literatura
internacional no ha mostrado que la SUC esté involucrada en la induccidn de la apoptosis
en mamiferos y organismos acuaticos, sin embargo la presencia de ROS y dafio al DNA si
han sido asociados con activacién de la caspasa-3 en organismos acuaticos (Gonzalez-
Pleiter et al., 2017; Selvaraj et al., 2013). La induccién de apoptosis por exposiciéon a SUC
fue corroborada por la prueba de TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling)
gue es una técnica para detectar la fragmentacién del ADN marcando el fragmento
terminal de los acidos nucleicos y ademas de ser una prueba confirmatoria de la apoptosis
(Chen et al., 2018; Zeng et al., 2014). Asi mismo, el ensayo de TUNEL es muy eficaz para
identificar dafio al ADN in situ, e identifica en las células sanguineas las etapas iniciales de
la apoptosis y los cuerpos apoptéticos dados por la exposicidon a sustancias xenobidticas
(Quan et al.,, 2019). Como ya se menciond previamente, las ROS generados por el
fendmeno de estrés oxidativo por exposicion a SUC en Cyprinus carpio (Saucedo-Vence et
al., 2017) son las responsables de las alteraciones al ADN y del proceso de apoptosis en las

células sanguineas de la carpa comun.

Aunque la SUC ha demostrado que no se biotransforma en seres humanos, esta ha
demostrado tener una alta estabilidad y ser resistente en el medio ambiente (Grice and
Goldsmith, 2000), que favorece su bioconcentracidon en sangre como fue demostrado en

este estudio, ya que con el paso del tiempo la concentraciéon de SUC va disminuyendo de
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los sistemas de exposicidn, pero va aumentando su concentracién en la sangre de la
carpa. Estos datos, muestran una correlaciéon directa, ya que al ir aumentando la
concentracion de SUC en la sangre van incrementando los biomarcadores de dano al ADN

y de apoptosis.

Los resultados obtenidos en este estudio, permiten esclarecer de manera mas exacta los
mecanismos de toxicidad inducidos por este edulcorante en especies de interés
econémico como Cyprinus carpio. Sin embargo, seria importante valorar estas pruebas a
mayores tiempos de exposicidn, que nos permitan saber en qué momento se activan los
mecanismos de reparacién o bien si los dafos son irreversibles por la exposicién a este

xenobidtico.

pH

En la figura 8 se observé una disminucion del pH respecto al tiempo. Esto puede deberse a
la fase post-mortem del organismo donde se lleva a cabo una glucdlisis anaerobia que se
lleva a cabo en el musculo, disminuyendo el pH por la produccién de acido lactico que
tiene relacién con la cantidad de glucégeno en los tejidos, 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 Morachis
2014), Saucedo et al., (2016) corroboran que la carpa comun presenta estrés oxidativo en

presencia de sucralosa.
Solubilidad

La miosina juega un papel fundamental en las propiedades funcionales del pescado, ya
que es el componente mayoritario de las proteinas miofibrilares, la estabilidad de las
funciones del alimento en carne de pescado esta relacionada al comportamiento de la
miosina, en estudios como el de Maitena et al. (2004) indican que el punto isoeléctrico del
lado acido de la miosina es producto de la pérdida de la carga de lisina por reacciones de

oxidacién con malonaldehido (Estevez, 2011).
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En la figura 9 observamos la solubilidad de las proteinas; mostrando una disminucion
significativa respecto al control en los primeros tiempos de exposicion, sin embargo, al
tiempo de 72 y 96 horas existe un aumento en ambas concentraciones. Un aumento de la
solubilidad puede interpretarse como un dafo a las proteinas, debido a la presencia de
especies reactivas de oxigeno que son generadas como mecanismo de las defensas
antioxidantes ante una sustancia téxica (Halliwell y Gutteridg, 1999), es decir, el dafio a
proteinas estaria obligando a la formacidn de nuevos enlaces entre la proteina, de tal
manera que la proteina soluble disminuye para el caso de la especie expuesta ala 12y 24
horas, probablemente llevando a cabo una conformacién diferente de la estructura

proteica.

La solubilidad de las proteinas (figura 9), van correlacionadas con la proteina soluble, ya
que como se mencioné anteriormente, la presencia de sucralosa, puede actuar a nivel
proteico, pudiéndose dar un cambio en la conformacion de la proteina, formandose
nuevos enlaces proteina-proteina, formaciéon de nuevas redes, enlaces idnicos, enlaces
hidrofdbicos y puentes disulfuro (Kinsella et al., 1985), de esta manera también podria
existir una degradacién proteica (Swaisgood, 1982) dando como consecuencia una mayor

solubilidad.
Determinacion de grupos sulfhidrilo

La presencia de grupos sulfhidrilo disminuyd probablemente por la oxidacidénde grupos SH
en puentes disulfuro, dicha conversién es uno de los primeros eventos observables
durante la formacién de radicales mediados por oxidacidn 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 conformacién 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
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llevar a cabo su funcion, disminuyendo asi la degradacién de las propiedades funcionales

(Pilosoff, 2000).
CRA

La capacidad de retencién de agua se define como la habilidad de la carne de mantener el
agua propia o anadida 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 11 se observé una dismunicidn de la capacidad de retencién
de agua (CRA) a medida que incrementd el tiempo de exposicidn. Lu, Wang, Luo (2016),
menciona que la oxidacidn proteica fue un factor restrictor importante para la capacidad
de las miofibrillas de absorber agua, el incremento de la accién 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 accidon proteolica y el entrecruzamiento

disminyen la capacidad de retencidn de agua.
TPA

La textura es uno de los atributos primarios que junto con el color, sabor y olor conforman
la calidad sensorial de los alimentos. Es una de las caracteristicas de calidad mas

apreciadas por el consumidor (ref. 10, 11).

Los resultados del anadlisis de perfil de textura (TPA) se observan en la tabla 4, donde
existieron diferencias significativas respecto al control para los cinco atributos evaluados:
dureza, elasticidad, cohesividad, gomosidad y masticabilidad. Badii y Howell (2002)

mencionan que una disminucién de la dureza, elasticidad y masticabilidad estan
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directamente relacionados con la desnaturalizacién de proteinas, donde hay un mayor
numero de enlaces de hidréogeno en la matriz proteica, dando como resultado una
disminucion en la capacidad de retenciéon de agua. A partir de las 72 horas hubo un
incremento en dureza cohesividad y masticabilidad lo que estaria indicando la formacién

de enlaces disulfuro.
IV. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran que las concentraciones de sucralosa utilizadas
(0.05 pg/Ly 155 pg/L) son capaces de inducir un dafio a ADN y apoptosis. Ademas de que

estos se relacionan con la calidad de la carne de Cyprinus carpio.

Los parametros fisicoquimicos pH, solubilidad, grupos sulfhidrilo, capacidad de retencién
de agua 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 geno y citotoxicidad.

La presencia de sucralosa en cuerpos de agua va a tener un efecto en la calidad de la carne
de la carpa comun, afectando la funcionalidad de las proteinas y esto a su vez a

modificaciones de los parametros fisicoquimicos de la carne.

Se requieren mas estudios acerca de los efectos de sucralosa sobre organismos acudticos

y como afectan las propiedades alimenticias de estos organismos.
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Abstract

The occurrence of sucralose (SUC) has been demonstrated through the determination of
concentrations in water, which range from ng L™ to pg L. A previous study carried out by
our research team demonstrated that SUC is capable of inducing oxidative stress in
Cyprinus carpio at environmentally-relevant concentrations. With the previously-exposed
background, the objective of this research was to evaluate if this sweetener was capable of
inducing alterations to DNA and apoptosis in the blood cells of C. carpio. The carps were
exposed to two environmentally-relevant concentrations (0.05 and 155 pg L™) of SUC, and
the following biomarkers were determined: comet assay, micronuclei test (MN), caspase-3
activity and the TUNEL assay. The results obtained showed that SUC is capable of
inducing damage to DNA. A maximum increase of 35% was observed for C1 at 72 h and
23% for C2 at 72 h in the comet assay; increases of 586% and 507.7% for C1 and C2,
respectively, were found through the MN test. The activity of caspase-3 showed a greater
response for C1 and C2 at 96 h, with 271% and 493.5%, respectively. The TUNEL assay
also showed a maximum response at 96 h, with 51.8 for C1 and 72.9 for C2. A correlation
between DNA damage biomarkers, apoptosis and plasma levels of SUC in both
concentrations. With the data obtained, we can conclude that SUC, at environmentally-
relevant concentrations, was capable of generating DNA alterations and blood cell

apoptosis in common carp.

Key words: sweeteners, apoptosis, DNA alterations, common carp
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1. Introduction

Sweeteners are defined as food additives and are used to confer a sweet taste to foods,
drinks, medication and health products such as toothpaste, are synthetically-elaborated
compounds, leaving common sugar as the most sweet and a lesser energy supply (Garcia-
Almeida et al., 2013). These products are employed for those who are overweight, in the
treatment of obesity, maintaining body weight, control of diabetes and to prevent cavities
(Calzada-Ledn et al.,, 2013). The artificial sweeteners most employed globally are:
aspartam, neotame, acesulfame, saccharine, cyclamate, SUC and neohespiridin
dihydrochalcone: its high production and consumption by people all over the world makes
it possible for these products to be released into bodies of water, mainly through municipal
and industrial effluents. Recently, these products have been catalogued as emerging
contaminants (Kokotou et al., 2012). Of the aforementioned, only acesulfame, saccharine,
cyclamate and SUC have been studied in bodies of water (Lange et al., 2012). In literature,
there are reports that refer to the fact that SUC enters wastewater treatment plants, without
achieving its removal and favoring its presence in bodies of water (Houtman, 2010). The
occurrence of this sweetener has been evidenced in different studies. For example, at the
discharge point of a wastewater treatment plant, 11 pg L™ were detected; in surface waters,
< 3.6 ug L were found (Brorstrom-Lundén et al., 2008). In Holland’s subterranean waters,
concentrations of 24 ug L™ ' (Van Stempvoort et al., 2011). In 2009, concentrations of SUC
in oceanic and open waters from North Carolina to Florida in intervals of 67-392 ng L™
(Mead et al., 2009). In surface water effluents, in concentrations of < 2.5 ug L' (Ferrer and
Thurman, 2010; Loos et al., 2009; Neset et al., 2010; Scheurer et al., 2009; Torres et al.,

2011), in rivers of 27 countries of Europe, concentrations above 1.0 pg L™ (Richardson,
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2009) were observed. More recently, Arbeldez et al. (2015) of Spain found river water
concentrations of 0.05 and 155 ug L. In regard to the toxic effects of this compound, the
information on toxicity is limited; however, some data reported in international literature
concerning the toxicity of this sweetener are the following: Lillicrap et al. (2011) evaluated
the capacity of bioaccumulation of SUC in algae (Pseudokirchneriella subcapitata), the
crustacean (Daphnia magna) and the zebra fish (Danio rerio) at concentrations of 10 and
100 mg L', obtaining low factors of bioaccumulation and concluding that SUC does not
bioaccumulate in said aquatic life. Huggett and Stoddard (2011) employed concentrations
of 93 and 180 mg L' of SUC with species such as Daphnia magna and Americamysis
bahia. The results obtained demonstrated that these concentrations of sweetener did not
affect the survival, growth and reproduction of these species. In contrast, in another study
with D. magna employed as a biomarker, it was reported for the first time that exposure to
SUC at concentrations of 0.0001-5 mg L ' generated alterations in physiology and mobility
of these organisms. These authors attributed responses to neurological and oxidative
damage (Eriksson Wiklund et al., 2014). In recent times, our research team determined that
SUC, at environmentally-relevant concentrations of 0.05 and 155 pg L', are capable of
inducing oxidative stress in blood, gills, liver, brain and muscle of juveniles of Cyprinus
carpio (Saucedo-Vence et al., 2017). The data previously mentioned and specially those
obtained in the group led to the proposal of the present research, due to the fact that
oxidative stress has been associated with DNA alterations and apoptosis (Garcia-Medina et
al., 2013, 2017; Gomez-Olivan et al., 2017; Islas-Flores et al., 2017). Reactive oxygen
species (ROS) that cause oxidative stress induced by SUC in carp are involved in the

process of damage at the genetic level, not only because they are capable of interacting over
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DNA in a direct manner, but also because they affect the transduction of signals, cell
proliferation and intercellular communication; also, DNA damage is capable of inducing
the expression of the p53 proteins, generating apoptosis or cell death (Canistro et al., 2012;
Chen et al., 2018; Gémez-Olivan et al., 2014; SanJuan-Reyes et al., 2015; Schieber and
Chandel, 2014). The alterations to DNA were monitored through the comet assay
(unicellular electrophoresis) [Jha, 2008], micronuclei test (Bolognesi and Cirillo, 2014;
Bolognesi and Hayashi, 2011) and apoptosis through caspase-3 activity (Kurokawa and
Kornbluth, 2009; Macip et al., 2003) and the TUNEL assay (Formigari et al., 2007). It is
important to note that, in this study, Cyprinus carpio was used as a biomarker, due to the
fact that the species is easy to culture, maintain the laboratory and is sensitive to
contaminants such as SUC (Formigari et al., 2007). For all the aforementioned, the
objective of this study was to evaluate cellular and genetic damage induced by two different
environmentally-relevant concentrations of SUC (0.05 and 155 pg L) in the blood of the
C. carpio sweetwater teleost fish using DNA damage and apoptosis biomarkers.

2. Materials and methods

2.1 Test substance

The sucralose standard (1,6-dichloro-1,6-didesoxy-f-D-fructofuranosyl-4-chloro-4-desoxy-
a-D-galactopyranoside) utilized in the study was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). The purity of the standard was >98%, C;,H;9C30g, with a molecular weight of

397.63 (CAS number 56038-13-2).
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For the determination of SUC in water and blood, the reagents employed were HPLC-
grade. The formic acid for LC-MS analysis was purchased from Merck (Darmstadt,
Germany) and nitrogen gas was obtained from INFRA, S.A. de C.V. (Mexico City,
Mexico). Ultrapure water was obtained using a water purification system provided by
Merck Millipore. The acetonitrile was purchased from Sigma-Aldrich. The reagents
employed in the DNA damage and apoptosis biomarkers were acquired from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO), unless otherwise indicated.

2.2 Obtention and maintenance of the test organism

The test organisms employed were common carp Cyprinus carpio and were obtained from
the carp-breeding center at Tiacaque, State of Mexico, transported in polyethylene bags
with water and oxygen, to the Lab. Of Environmental Toxicology of the Faculty of
Chemistry of the Autonomous University of the State of Mexico. Posteriorly, the organisms
were kept in 160-L-capacity fish tanks for an adaptation time of twenty days, at room
temperature with 12-hour periods of natural light and obscurity, continuous oxygenation,

7.4 pH and daily feeding (Gémez-Olivan et al., 2017).

2.3 Experimental design in order to carry out the studies of DNA damage and
apoptosis

For the experimental design, organisms of 12.01 + 0.27 cm long and a weight of 28.13 +
1.4 g, were used. The toxicity tests consisted in the incorporation of SUC at
environmentally-relevant concentrations of 0.005 pg L™ and 155 pug L (Arbelaez et al.,

2015).
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For said end, fifteen test systems with 7 liters and fifteen fish each, were employed: five of
them were for concentration 1 (0.05 pg L™, five of concentration 2 (155 pg L") and five
corresponding to the control group (without SUC). The times of exposure were 12, 24, 48,
72 and 96 h. The study was carried out in triplicate. In the experiment, a total of 225
organisms were employed. Once each exposure time had been finalized, the organisms of
each system were placed in a tank of eugenol (0.02 mg mL™), with the finality of
anesthetizing and obtaining the blood samples of the tail vein with a hypodermic needle of
1 mL, previously heparinized. With the blood samples, tests were carried out to determine
the damage to DNA (comet assay and micronuclei test) and of apoptosis (caspase-3 activity

and TUNEL assay), employing the methodologies described next:

2.4 Test to evaluate DNA damage

2.4.1 Unicelular electrophoresis (comet assay)

In order to evaluate DNA damage, the methodology employed, described by Tice et al.
(2000), 300 pL of high-fusion point agarose were placed over the slides and were dried at
room temperature, once the blood samples are obtained. Twenty microliters were mixed
with 150 pL of low melting point agarose at 0.7%. One-hundred microliters of the mixture
were extended over the slides previously prepared and were solidified in ice. Once dry,
DNA extraction was carried out and slides were submerged in a Coplin jar which contained
lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% dimethylsulfoxide (DMSO),
1% Triton X-100) at a pH adjusted to 10 and 4 °C for an hour. The slides were transferred
to an electrophoresis chamber at 300 mA and 25 V (4 °C, field intensity: 0.8 V cm™) with

alkaline solution (300 mM NaOH and 1 mM EDTA) pH 13 for 20 min and was stopped
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with a neutralization buffer (0.4 M pH 7.4 Trizma base). Lastly, the DNA was stained with
50 pL of ethidium bromide (10 mg mL™) in order to be observed through a Zeiss Axiophot-

1 epifluorescence microscope equipped with a Zeiss AxioCam HRc digital camera.

2.4.2 Micronuclei test

The micronuclei test consisted in the incorporation and extension of 10 puL of blood sample
in the slide, which was fixed with pure ethanol. Posteriorly, it was stained with 10%
Giemsa for 10 min, followed by a rinse with running water. The slides were observed

through an optical microscope, determining the number of micronucleated cells for each

1000 cells (Cavas and Ergene-Goziikara, 2005).

The criteria used for determining the presence of micronuclei (MN) were the non-linking of
the small ovoid or round nuclei with the main nuclei, color and intensity of stain similar to

the main nuclei (Kim and Hyun, 2006) and the diameter of 1/5-1/20 of the main nuclei.

2.5 Assays to evaluate apoptosis

2.5.1 Caspase-3 activity

2.5.1.1 Preparation of the cell extract

With the finality of obtaining a positive control, Jurkart cells were cultured (ATCC # TIB-
152). The culture was adjusted to a density of 10° cells mL™ and 50 ng mL" of anti-Fas
mAb (clone # CH-11, MBL International, Cat. # SY-001) in order to induce apoptosis. In
order to obtain the negative control, a solution of Jurkart cells was prepared.
Simultaneously, anti-Fas mAb and 125 pL of apoptosis inhibitor Z-VAD-FMK

(carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-(O-methyl)-fluorometihyketone) were added.
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Both samples were incubated in a humidified atmosphere with 5% CO, for 16 h at 37 °C,
followed by a centrifugation at 450 x g for 10 min at 4 °C. The cells obtained were kept in
ice and a rinse with cold PBS, was done; the cells were resuspended in cell lysis buffer,
reaching a concentration of 10® cells mL™. The lysed cells were incubated in ice for 15 min

and were centrifuged at 15000 x g for 20 min at 4 °C, storing the supernatant.

2.5.1.2 Colorimetric assay

The instructions of the colorimetric kits were followed, (CaspACETM, Promega, Madison,
WI) employing a 96-well microplate with a flat bottom. The blank was prepared with 32
uL of caspase buffer [312.5 mM HEPES, pH 7.5; 31.25% saccharose; 0.3125% CHAPS
(3-[(3-Colamidepropyl)-dimethylammonium]-propano sulfonate)], 2 uL. of DMSO, 10 uL
of dithiothreitol (DTT; 100 mM) and 54 pL of deionized water. In the exposed group, 32
uL of caspase buffer, 2 uL of DMSO, 10 uL of DTT, 24 pL of blood sample and 54 pL of
deionized water. Finally, for the positive and negative control, 32 pL of caspase buffer, 2
uL of DMSO, 10 pL of DTT, 20 uL of cell extract (for each case) and 54 puL of deionized

water.

To all the solutions prepared, 2 puL. of DEVD-pNA substrate were added, a plate was
covered with parafilm and was incubated at 37 °C for 4 h. The absorbance was read at 405
nm and the caspase-3 activity was calculated. The results were expressed as nM of free

pNA h™' pg of protein™.
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2.5.2 TUNEL assay

The instructions of the ApopTag S7110 fluorescein kit were followed. Three-hundred of
blood were centrifuged at 800 x g for 5 min at 4 °C, the cells obtained were resuspended in
50 pL of mounting solution, 1 pL of this solution was placed on a slide previously prepared
with poly-L-lysine and was dried at 60 °C for 5 min. Once dry, the cells were fixed with
cold acetone for 10 min and hydration was carried out through successive rinses with
solutions of xylene-absolute ethanol of 96, 80, 70, 60, 50% (v/v) and with distilled water.
One microliter of proteinase K (20 pug mL™) was added to the hydrated cells and three
rinses were carried out for 1 min with PBS (0.138 M NacCl, 0.0027 M KCIl) pH 4, 60 uL of
equilibrium buffer were added and were incubated with 65 puL of TdT enzyme for 60 min at
37 °C. The cells were washed with PBS and the anti-FICT conjugate was added for 30 min
at room temperature for the labelling of cells and a rinse with PBS was carried out. Finally,
the cells were stained with propidium iodine (1.5 pL mL™) to be observed in an

epifluorescence microscope equipped with a digital camera.

The negative control was obtained as previously described, but without adding TdT, and
the positive control was obtained with cells treated with DNasa (1.5 pL mL™"). A total of

100 cells per sample were analyzed, expressing apoptosis through TUNEL-positive cells.
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2.6 Determination of SUC in water and plasma of common carp by liquid

chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS).

In order to determine the concentration of SUC in water and plasma of Cyprinus carpio, the
methodology established by Saucedo-Vence et al. (2017) was used, for which a stock
solution of sweetener (1000 pg L™), using methanol and ultrapure water (50%/ 50%). This
solution was stored at -20°C in bottles covered from the light. For the determination of this
compound, an Agilent 1290 Infinity HPLC system coupled to an Agilent 6430 Triple
Quadrupole MS system capable of ionization by electrospray (ESI). The injection volume
was 50 puL. The chromatographic conditions were: the process of separation was carried out
with an elution gradient with acidulated ultrapure water with formic acid at pH 2.5 (solvent
A) and acetonitrile (solvent B) as a mobile phase. The gradient started isocratically at 5% of
B for 3 min and later incremented to 75% at 6 min. Afterwards, it increased at 100% at 1
min, remained constant for 1 min and finally returned to 5% of B at 1 min. Eclipse Plus
C18 columns (2.1 x 50 mm, 1.8 pm) were employed. The temperature was of 25 °C and the
flow was of 0.4 mL min™. The elution period of SUC was < 8 min. The analysis was
carried out in negative ionization mode employing Multiple Reaction Monitoring (MRM)

using the transitions of the ion precursor/product 395/359.

The ESI-MS conditions employed were: nebulizer pressure of 45 psi, drying gas flow (N3)

of 11 L min™, drying gas temperature of 350 °C and capillary voltage of 4000 V.
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For the determination of SUC in water samples, the systems used in section 2.3 were
employed, and of each system, 10-mL samples were taken. The samples were acidified
with 1 M HCI and SUC was extracted from 1-mL water samples with 5 mL of
methanol:water (1:1). The mixture was centrifuged at 1800 x g for 10 min, and the organic
layer obtained was used for its analysis. For the plasma samples (the samples obtained in
section 2.3), cold acetone was added and was centrifuged at 2500 x g for 5 min. The

supernatant was separated and SUC concentration was determined.

2.7 Correlation between the plasma concentrations of SUC in C. carpio and the
biomarkers of DNA damage and apoptosis

Using the Pearson correlation test, the correlation between the plasma levels of SUC of
both concentrations: C1 (0.05 pg L") and C2 (155 pg L") and the DNA damage
biomarkers (comet assay and presence of MN) and those of apoptosis (caspase-3 activity
and TUNEL assay). Relation was established through the use of the Sigmastat v2.03

program.

2.8 Statistical analysis

The normality of the data was established and the homoscedasticity through the Shapiro-

Wilk and Levene test, respectively. Posteriorly, a Bonferroni post hoc test was used to

evaluate significative differences. For said analysis, the Sigmastat v2.03 was employed.
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3. Results
3.1 Results of DNA alteration

3.1.1 Comet assay

In figure 1, it can be observed that the percentage of DNA damage increased with regard to
time from 24 hours, up to 72 hours. In both concentrations, a maximum increase of
biomarker at 72 h. In C1 (0.05 pg L), there was a significant increase at 24, 48 and 72
hours of 11.8, 18 and 35%, respectively (p<0.05), with regard to the control group. In C2
(155 pg L), significant increases of 17 and 23% were observed at 48 and 72 hours with

regard to the control group, respectively (p<0.05).

After comparing exposure times, it can be observed that in C1 at 72 hours, significant
decreases of 23.9, 18.4, 14.4 and 24.2% were observable with regard to 12, 24, 48 and 96 h.
In the case of C2, statistically-significant decreases were observed at 12, 24 and 96 h of

22.1%, 13.9% and 13%, respectively, with regard to 72 h.

69



B Testigo %0.05 pg L-1 <155 pg L-1

s
o
o
<]

ad a abe
* %

b,c,d cd

% DNA in the tail
%

=

to
=

48 72 96

Exposure time (h)

Figure 1. Determination of DNA damage through the comet assay in blood cells of Cyprinus carpio exposed
to environmentally-relevant concentrations of SUC (0.05 and 155 pg L) at different exposure times. The
bars represented the mean = SEM of the damage index values of five specimens by concentration and by
exposure time. The assay was carried out in triplicate. Significantly different from: *control group; *12 h; "24

h; °48 h; 972 h; °96 h (Bonferroni post hoc, p < 0.05).

3.1.2 Micronuclei test in C. carpio blood cells exposed to SUC

In figure 2, we observed a significant progressive increase in the presence of MN from 12
hours of exposure, up to 72 hours, with regard to the control group in both concentrations.
In Cl1, significant increases of 108.3, 94.1, 168.4, 586 and 50% at 12, 24, 48, 72 and 96
hours were observed with regard to the control group, respectively. In C2, increases of 75,
52.6, 178.9 and 507% at 12, 24, 48 and 72 hours were observed with regard to the control
group, respectively (p<0.05). Comparing exposure times for C1, we observed significant

decreases of 252, 166.7, 72.5 and 206.7% at 12, 24, 48 and 96 h with regard to 72 h,
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respectively (p<0.05). In C2, we observed the same behavior, with decreases of 276, 172,

49 and 295% at 12, 24, 48 and 96 h with regard to 72 h, respectively (p<0.05).
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Figure 2. Frequency of micronuclei in blood cells of Cyprinus carpio exposed to environmentally-relevant
concentrations of SUC (0.05 and 155 pg L) at different exposure times. The values are the mean of three
repetitions + SEM. Significantly different from: *control group; “12 h; *24 h; °48 h; “72 h; 96 h (Bonferroni

post hoc, p < 0.05).

3.2 Results of apoptosis in blood cells of C. carpio exposed to SUC

3.2.1 Results of caspase-3 activity in blood cells of C. carpio exposed to SUC

Figure 3 showed the activity of caspase-3. As can be observed in Cl, there was a
statistically-significant increase of 40.6, 37.5, 65.3 and 271% at 24, 48, 72 and 96 h with
regard to the control group, respectively (p<0.05). In C2, a statistically-significant increase
of 36.1, 293.5, 98.3 and 493.5% at 12, 24, 72 and 96 h was observed with regard to the
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control group, respectively (p<0.05). After comparing the positive control with Cl1,
statistically-significant decreases of 146.9, 140.2, 20.3, 34.7 were observed at 12, 24, 48
and 72 h, respectively (p<0.05). Nonetheless, at 96 h, for the same concentration, a
significant increase of 63.5% was observed (p<0.05). When the positive control was
compared with regard to C2 at 12 and 48 h, a decrease of 63.2 and 73.9% was observed,
respectively (p<0.05). In contrast to 24 and 96 h, the biomarker significantly increased in

16.5 and 161.6% (p<0.05).
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Figure 3. Activity of caspase-3 in blood cells of Cyprinus carpio exposed to environmentally-relevant
concentrations of SUC (0.05 and 155 pg L) at different exposure times. The assay was carried out in
triplicate. Significantly different from: *control group; ‘Positive control *12 h; °24 h; °48 h; “72 h; “96 h

(Bonferroni post hoc, p < 0.05).
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3.2.2 Results of the TUNEL assay in blood cells of C. carpio exposed to SUC

Figure 4 shows the results of the positive apoptotic cells found in the TUNEL assay. As can
be seen, in C1, there were significant increases of 17.9, 17.9, 27.6, 46.4 and 51.8% at 12,
24,48, 72 and 96 h with regard to the control group, respectively (p<0.05). In C2, the same
tendency in the rise of the biomarkers at the exposure times can be seen; in this case, said
increases were of 17.9, 50.1, 20.7, 60.8 and 72.9%, respectively (p<0.05). Comparing the
positive control with C1, there were significant decreases of 454.5, 463.6, 394.7, 336.6 and
322.9% at 12, 24, 48, 72 and 96 h, respectively (p<0.05). The comparison between the
positive control and C2 presented the same tendency, though only with decreasing

percentages of 454.5, 342.8, 423.2, 306.7 and 271%, respectively (p<0.05).
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Figure 4. Percentage of TUNEL-positive cells in blood cells of Cyprinus carpio exposed to environmentally-

relevant concentrations of SUC (0.05 and 155 pg L™) at different exposure times. The assay was carried out
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in triplicate. Significantly different from: *control group; YPositive control *12 h; *24 h; °48 h; %72 h; 96 h

(Bonferroni post hoc, p < 0.05).

3.3 Determination of the concentration of SUC in water and plasma of Cyprinus carpio
The data of the concentrations of SUC present in water, within the different systems of
exposure and the plasma levels in C. carpio are presented in table 1. As can be seen, the
plasma concentrations of SUC rose up to 9% in C1 and 4.9% in C2. On the contrary, in
water, the concentration of SUC decreased once the exposure periods have transpired; for
Cl1, there was a decrease of 60% and 36.8% for C2, with regard to the initial quantity of the

systems at 96 h.

Table 1. Concentrations of SUC in the water of the systems and plasma of common carp C.

carpio at different exposure times.

Exposure Exposure time SUC in water system SUC in blood carp
concentration ng L Cyprinus carpio
ng L'
12 ND ND
24 ND ND
Control group 48 ND ND
72 ND ND
96 ND Nd
12 0.04 £ 0.005 1x10°+1x10™
24 0.04 £ 0.003 1x10°+1x10™
Cl
1 48 0.03 +0.004 2.5x10°+2x10"
0.050 pg L”
72 0.03 £ 0.001 42x107° £3x10™
96 0.02 £ 0.003 45x107 £1x10™
12 131.9+2.7 5.8%£0.6
C2
] 24 128.4 £ 3.1 6.1£0.9
155 pgL”
48 121.4+£3.9 6.5+£0.5
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72

112.6 £4.1

7.6 0.8

96

97.9+2.6

83x0.7

3.4 Correlation of the DNA damage and apoptosis biomarkers with the plasma levels

of SUC in common carp C. carpio

The correlation between the plasma levels of SUC and the DNA damage and apoptosis

biomarkers are shown in table 2. As can be seen, for both concentrations, the correlations

were similar; however, for the comet assay and the micronuclei test, the maximum effect

was observed at 72 h. For apoptosis biomarkers such as caspase-3 activity and the TUNEL

assay, the maximum response was observed at 96 h.

Table 2. Pearson's correlation between plasmatic SUC concentrations and DNA damage and apoptosis

biomarkers in C. carpio. Correlation coefficients >0.5 are significant (shown in bold).
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Biomarkers Time (h) SUC

0.05 gL 155 gL’

Comet assay 12 -0.182 -0.812
24 -0.899 0.198

48 -0.111 -0.755

72 -0.923 0.545

96 0.081 -0.589

Micronucleus test 12 -0.792 1.000
24 -0.960 -0.981

48 1.000 -0.924

72 -0.519 0.866

96 0.866 0.277

Caspase-3 activity 12 -0.990 -0.925
24 0.501 1.000

48 -0.812 1.000

72 -0.501 1.000

96 -0.501 -0.826

TUNEL assay 12 -0.501 0.501
24 0.501 -0.188

48 0.327 -0.263

72 -0.397 -0.501

96 0.240 0.090

4. Discussion

For daily activities, current lifestyle and bad eating habits, the global population has
presented degenerative and dangerous chronic illnesses such as obesity, diabetes,
hypertension, cardiovascular illnesses, hyperlipidemia and hypercholesterolemia (Jiang et
al., 2016; Kim et al., 2019; Lee et al., 2011). This panorama has generated preoccupation in
the population concerning lifestyle and an equilibrated diet, which has led to an increase in
the use of “light” or diet products and, as a consequence, the consumption of sweeteners.
However, although these products have been considered as safe for human beings, the
toxicological effects of its presence in the environment and biological effects on aquatic life
have not been completely cleared up and some data has been controversial. As has been

previously established, SUC is one of the sweeteners which has been previously identified
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in bodies of water and has been studied with regard to its toxicological effects in aquatic
life although information is limited. In this work, the possibility that SUC, at
environmentally-relevant concentrations, generated DNA alterations and apoptosis in blood

cells of the common carp Cyprinus carpio, was inquired.

The comet assay is a test which detects damage produced by a single or double break in
DNA, oxidative damage induced and cross-linking of DNA-DNA/DNA-protein (de
Lapuente et al., 2015). The results evidenced by the comet assay are shown in Fig. 1 and
demonstrated that the two tested concentrations in this study generated DNA alterations.
The maximum expression in this biomarker was observed at 72 h. These results could be
due to the oxidation of bases [for example, 7,8-dihydrodeoxyguanosine (8-0xoG) and 8-
oxoguanine] and for the generation of interruptions in the DNA chain by the reactive
oxygen species (ROS). As was previously established by our research team, SUC at
concentrations of 0.05 and 155 pg L™ is capable of inducing oxidative stress in blood, liver,
brain, gills and muscle of Cyprinus carpio (Saucedo-Vence et al., 2017). Those results are
consistent with those obtained by Eriksson Wiklund et al. (2014), which determined that
SUC, at concentrations of 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 and 5000 pg L'l, generated
oxidative damage, evidenced by significant increases in the levels of TBARS in Daphnia
magna, as well as an increase in the concentrations of acetylcholinesterase, provoking
neurotoxicity in the daphnid. The same research team, in 2012, had demonstrated that
concentrations of 0.5, 5 and 500 pg L™ of SUC affected the physiology and locomotion of

D. magna and G. zaddach (Wiklund et al., 2012).

It 1s well-known that ROS, as well as the radical anion superoxide (Oz*) and the radical
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hydroxyl ("OH) have the capacity of extracting protons or attacking molecules in sites of
high electron density, generating secondary radical species which were capable of suffering
intramolecular rearranging. In nucleic acids such as DNA, puric and pyrimidine bases, as
well as sugar, are susceptible to ROS attacks, which lead to modifications in the bases and
ruptures in the chain (Valavanidis et al., 2006; Zaremba and Olinski, 2010). Specially, the
radical hydroxyl *OH has the capacity of hydroxylating C5 and C6 of the pyrimidine bases
and C4, C5 and C8 of the puric bases in the DNA molecules (Evans et al., 2004; Gruber et
al., 2018). The prior findings explain the results observed in the comet assay; however,
after 72 h, a decrease in the biomarker was observed at 96 h, which would demonstrate that,

at this time, the reparation mechanisms in carp were expressed (Sassa et al., 2014).

In the evaluation of genotoxicity, we also observed (Fig. 2) that the presence of micronuclei
had a maximum increase in both concentrations of SUC tested at 72 h, and posteriorly at 96
h; the same behavior that was observed in the comet assay. The presence of micronuclei is
a genetic damage biomarker which has been widely employed in ecotoxicology (de Lima
Cardoso et al., 2018). The micronuclei (MN) form due to the fact that during the process of
cell division, the DNA contained in the nuclei replicates and equally divides, giving way to
twin daughter cells; when this process is produced in an erroneous form due to errors
during the process of replication and its posterior division, to chromosomic ruptures or to
genotoxic substances (SUC), the genetic material that detaches does not incorporate itself
into the nuclei of the daughter cells and give origin to nuclei of a smaller size which are
denominated MN (Hussain et al., 2017). The results obtained in this biomarker can be
specifically due to the rupture of DNA, which had been demonstrated in this study with the

results of the comet assay or the lack of segregation of chromosomes which result in
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aneugenic and clastogenic effects provoked by ROS. As in the comet assay, the decrease of
MN could be due to C. carpio reparation mechanisms.

The damage to DNA induced by ROS could generate mutagenicity or cytotoxicity,
depending if DNA and/or RNA polymerases are blocked or not. The biological
consequences of the DNA alterations could range from induction of programmed cell death
(apoptosis) to necrosis (Maynard et al., 2008).

In the present work, it was demonstrated the SUC was also capable of inducing apoptosis.
This was shown through the biomarkers of caspase-3 activity and the TUNEL assay. In
both biomarkers, significant increases with regard to the control group in both of the
concentrations employed, was observed, (Fig 3 y 4), with a maximum response at 96 hours.
Caspase-3 is an important biomarker due to the fact that it is an executor enzyme of
apoptosis, which is in charge of the organized dismantling and death of the cell. Also, the
intrinsic or mitochondrial route and the extrinsic route, which implicate the receptors of
death such as receptor 1 of TNF (TNFR-1) and Fas (CD95), converge at the level of
caspase-3 activation in order to produce apoptosis (Wang et al., 2019; Zhou et al., 2019).
Up to this moment, an exhaustive revision of international literature has not shown that
SUC is involved in the induction of apoptosis in mammals and aquatic life; however, the
presence of ROS and DNA damage have been associated with the activation of caspase-3 in
aquatic organisms (Gonzalez-Pleiter et al., 2017; Selvaraj et al., 2013). The induction of
apoptosis by exposure to SUC was corroborated by the TUNEL assay (Terminal
Transferase dUTP Nick End Labeling), which was a technique for detecting the
fragmentation of DNA, labeling the terminal fragment of the nucleic acids and also a
confirmatory test of apoptosis (Chen et al., 2018; Zeng et al., 2014). Likewise, the TUNEL

assay is very efficient in identifying DNA damage in situ, and to identify in blood cells, the
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initial stages of apoptosis and the apoptotic bodies due to exposure to xenobiotic substances
(Quan et al., 2019).

As previously mentioned, ROS generated through this phenomenon of oxidative stress by
exposure to SUC in Cyprinus carpio (Saucedo-Vence et al., 2017) are those responsible for
the DNA alterations and the apoptosis process in the blood cells of common carp.

Although SUC has demonstrated that it does not biotransform in human beings, it has
demonstrated having a high stability and being resistant to the environment (Grice and
Goldsmith, 2000), which favors its bioconcentration in blood, as was demonstrated in this
study since, with the passing of time, the concentration of SUC decreased within the
exposure systems, but increased its concentration in the blood of the carp. These data show
that there is a direct correlation, since increasing concentration of SUC in blood increases

DNA damage and apoptosis biomarkers.

The results obtained in this study allow to clarify, in the most precise manner, the toxicity
mechanisms induced by this sweetener in species of economic interest such as Cyprinus
carpio; however, it would be important to carry out the tests at greater exposure times,
which would allow us to know at which moment the reparation mechanisms are activated

or the damages are irreversible because of the exposure to this xenobiotic.
5. Conclusions

The results obtained in this study allow us to conclude that SUC, at environmentally-
relevant concentrations of 0.05 and 155 pg L', was capable of inducing alterations to DNA
and to generate apoptosis in blood cells of Cyprinus carpio. These phenomena are

associated with the generation of oxidative stress by this sweetener. The comet assay, MN
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test, caspase-3 activity and TUNEL assay demonstrated to be sensitive, dependable and fast

bioassays of the exposure of this sweetener in common carp.
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