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Resumen

La presencia de productos farmacéuticos, como la tetraciclina, en los cuerpos de
agua se ha convertido en un problema potencial, debido a que diversos estudios
han reportado a estos compuestos como causantes de efectos negativos en
organismos acuaticos. El objetivo de este estudio es evaluar la influencia del cambio
de alimentacion en los progenitores de un alimento comercial a un alimento
funcional enriquecido con antioxidantes, vitaminas y minerales sobre los efectos
embriotoxicos y teratogénicos inducidos por la exposicion a concentraciones
ambientalmente relevantes de tetraciclina en embriones de Danio rerio. Un grupo
de peces progenitores fue alimentado con alimento comercial y otro con alimento
enriquecido, posteriormente sus embriones se expusieron a diferentes
concentraciones del farmaco y se evaluo el efecto toxico mediante el calculo de la
CLso, la CEsomaiformaciones, €l indice teratogénico y la identificacién de malformaciones.
Los resultados expusieron que no hubo diferencia significativa en el porcentaje de
mortalidad entre ambos grupos (p<0.05); mientras que en el porcentaje de
malformaciones si hubo diferencias significativas, disminuyd el porcentaje de
organismos malformados en el grupo del alimento funcional. En cuanto a la
evaluacion del desarrollo de acuerdo a la escala de Hermsen, las diferencias se
evaluaron entre las concentraciones a las que fueron expuestos, en el grupo del
alimento comercial las diferencias significativas comenzaron en la concentracién de
150 ng/L hasta la de 450 ng/L; en el grupo de alimento funcional comenzaron en la
concentracion de 300 ng/L hasta la de 500 ng/L. Las CLso calculadas resultaron ser
3,378.966 ng/L y 5,888.049 ng/L, para el alimento comercial y enriquecido,
respectivamente; las CEsomaiformaciones del alimento comercial fue de 799.227 ng/L y
la del alimento enriquecido fue de 1,536.087 ng/L; resultando en los
correspondientes valores del indice teratogénico de 3.833 y 4.228. Se encontro la
prevalencia de 11 principales malformaciones, las cuales fueron edema pericardico,
ausencia de aleta pectoral, ausencia de cabeza, hemorragia, oscurecimiento del
saco vitelino, ausencia de cola, malformacién de cola, no eclosién, malformacion de
ojo, malformaciones craniofaciales y malformaciéon de la corda, todas se

presentaron con mayor frecuencia en el grupo de alimento comercial.



Antecedentes

Contaminantes emergentes

En las ultimas décadas, se ha detectado la presencia de una serie compuestos
contaminantes, cuya presencia en el ambiente no es nueva, sin embargo,
recientemente se han comenzado a considerar como xendbioticos, estos son
llamados contaminantes emergentes (Elizalde, 2017). Las concentraciones de estos
compuestos han ido en aumento como consecuencia de las actividades
antropogénicas y han comenzado a recibir atencién para la realizacién de estudios
sobre su presencia en el ambiente (Carvalho, 2016), asi como sobre sus posibles
efectos ecoldgicos. Los contaminantes emergentes no se encuentran regulados por
una legislacion, pero son candidatos para ello, dicha regulacion depende de los
resultados arrojados por las investigaciones, es decir, los datos de la incidencia de
estos, asi como su capacidad para producir efectos negativos en la salud de los

organismos (Tejada, 2014).

Los contaminantes emergentes comprenden variedad de sustancias, que se
encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente, también persisten en él debido
a que son de uso constante (Carvalho, 2016). Entre ellos se tienen compuestos
como farmacos, productos de higiene personal, edulcorantes artificiales,
retardantes de Illama, pesticidas, metales pesados, surfactantes, aditivos
industriales, esteroides, hormonas, asi como productos de desinfeccién (Tran,
2018; Carvalho, 2016; Diaz, 2013).

Estos contaminantes llegan a los cuerpos de agua a través de diferentes fuentes: la
descarga de aguas residuales domésticas, efluentes industriales y hospitalarios, de
efluentes de las mismas plantas de tratamiento de aguas residuales, fugas y
desbordamiento del alcantarillado, aguas residuales de uso agricola (SanJuan-
Reyes, 2017). Su liberacion continua al medio ambiente, a través de descargas
directas en los cuerpos de agua o por los residuos no eliminados en las plantas de

tratamiento de aguas residuales (PTAR), ha permitido que estos compuestos se



vuelvan pseudopersistentes en el ambiente, este término hace referencia a que la
tasa de introduccion al medio supera la vida media de los contaminantes

emergentes en el ecosistema (Brooks B. M., 2008).

Debido a que este tipo de contaminantes estan siendo recientemente investigados
no hay mucha informacion acerca de sus efectos sobre el ambiente y sobre los
organismos (Brooks, 2008). Por ello se requiere una investigacion exhaustiva para
describir y evaluar las consecuencias de la presencia de contaminantes
emergentes, los cuales se encuentran en un rango de concentracion <100 mg / kg
en suelo y <1 mg / L en agua, ademas en este rango de concentraciones se han
reportado efectos adversos en los organismos (Brooks, 2008). Estudios de este tipo
son los que daran pauta para proponer e implementar nuevas leyes y estrategias

para reducir, regular o remover compuestos que podrian representar un riesgo.

Farmacos

Los productos farmacéuticos, una vez que llegan al medio ambiente, pueden ser
transportados y distribuidos en el agua, aire, suelo o sedimentos dependiendo de
factores tales como las propiedades fisicoquimicas del producto y las caracteristicas
del medio receptor. Los farmacos, ademas de convertirse en un problema
ambiental, representan también un riesgo para los seres vivos, ya que estan
disenados para tener una ruta y una accién especifica tanto en los seres humanos
como en los animales. Una vez que estos productos llegan al medio ambiente
pueden afectar a los animales con 6rganos, tejidos, células o biomoléculas similares
a los de la especie objetivo. Por otro lado, los medicamentos se disefian para que
sean persistentes, lo que significa que pueden mantener su estructura quimica un
tiempo suficientemente grande como para ejercer su trabajo terapéutico, por lo

tanto, una vez que entran en los cuerpos de agua persisten en ellos (Ledn, 2015).

Ante la presencia de farmacos en el ecosistema los organismos tienen como
respuesta efectos adversos, entre los cuales se han reportado: falla renal,

resistencia a antibiéticos, desordenes enddcrinos, fallos en la reproduccion,



cambios en el crecimiento y desarrollo, estrés oxidativo e incluso la muerte
(Quintero, 2017).

Antibidticos

Entre los farmacos se encuentra un grupo en particular, el de los antibiéticos, los
cuales suscitan preocupacién ecoldgica debido a que los principales ciclos de
nutrientes en el medio ambiente dependen de la actividad de las comunidades
bacterianas (Oldenkamp, 2019) y porque son capaces de inducir resistencia

bacteriana a los antibioticos (Leon, 2015).

Desde su descubrimiento, los antibidticos han resuelto la necesidad de tratar las
infecciones bacterianas, tanto en humanos como en animales. Ademas, han sido
empleados como aditivos para estimular el crecimiento y prevenir infecciones en la

cria de animales, estos casos en dosis subclinicas (Hou, 2015; Zhu, 2013).

Actualmente, los antibiticos son ampliamente usados en todo el mundo para curar
enfermedades infecciosas en humanos y animales. Estos compuestos estan
disefiados para inhibir o matar a los microorganismos que producen dichas
enfermedades (Santos, 2016). El consumo total de antibiéticos en 2013 alcanzé las
320.000 t en todo el mundo, sin embargo, la mitad se utilizé en China (162.000 t),

incluidos los de uso veterinario (Zhang, 2015).

Aunque desde 1998 esta prohibido el uso de antibiéticos como aditivos alimentarios
en Europa, en China y USA todavia se usan. Ademas, segun el Departamento de
Agricultura de USA, los TC (antibi6ticos del grupo de las tetraciclinas) representan
el 15.8% de todos los antibidticos utilizados para la alimentacion de los cerdos (Xu,
2019). Una de las areas mas importantes de consumo de antibidticos es la
ganaderia, ya que tan solo en 2015 se utilizaron 63,000 toneladas en todo el mundo
(Alhaji, 2018). El uso de antibidticos sigue en aumento, a pesar del incremento de
medidas de restriccién sobre su uso, y se estima que para el 2030 su uso para uso

veterinario aumentara en un 67%, con respecto al 2010 (Van Boeckel, 2015).



Al ser ampliamente consumidos estos compuestos llegan en cantidades
considerables a los cuerpos de agua y a las plantas de tratamiento de aguas
residuales, donde pueden afectar a las comunidades bacterianas utilizadas para la
degradacion bioldgica y, en consecuencia, disminuir la eficiencia de eliminacion de

otros contaminantes del agua (Oldenkamp, 2019).

Aunque se ha detectado la presencia de antibidticos en cuerpos de agua de todo el
mundo, sus efectos ecolégicos y de desarrollo han sido poco investigados,
particularmente en organismos no objetivo. Los organismos vertebrados muestran
potencial para evaluar la toxicidad cronica y los efectos potenciales de los
antibidticos, en particular en los procesos bioquimicos y los objetivos moleculares
(Liu L. W., 2018).

Algunos de estos farmacos estan siendo considerados por la EPA (Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos) como posibles candidatos a ser incluidos
en la lista de los contaminantes organicos prioritarios en el agua potable (Tejada,
2014).

Vias de entrada de compuestos antibidticos en ambientes acuaticos

La principal via de entrada de los productos farmacéuticos y de cuidado personal
(PPCP’s) a las aguas superficiales es la descarga de las plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) municipales, debido a que el proceso de tratamiento es
inespecifico para eliminar productos farmacéuticos o de cuidado personal, también
pueden ingresar en forma de biosdlidos, lixiviados de rellenos sanitarios, vertidos
de practicas acuicolas o areas agricolas (Brooks, 2008). También llegan a los
cuerpos de agua una vez que se excretan, después de haber completado su funcion
en el organismo objetivo, por lo general, en su forma activa tanto en la orina como
en las heces (Brooks, 2008). Ademas, otra fuente de contaminacion por antibioticos

son los efluentes de aguas residuales de las empresas farmacéuticas (Javid, 2016).



Otra de via importante de contaminacion por antibiéticos y otros medicamentos
veterinarios es, evidentemente, el agua que se ha utilizado para la cria intensiva de
ganado y para la acuicultura (Brooks, 2008). Estos compuestos ingresan al
ambiente por diferentes vias como escorrentias, fugas de lagunas, lixiviacion de
estiércol aplicado a los campos y lixiviacion de granjas de animales. Por ejemplo,
un estudio en China, reportdé que granjas porcinas y lecheras calcularon que un
cerdo y una vaca excretan 18.2 y 4.24 mg, respectivamente, lo que resulta en 3080
y 164 toneladas por afio (Longyao Xu, 2021). Por otro lado, la acuicultura, como las
granjas camaroneras, también son fuentes de este tipo de compuestos,
especialmente de tetraciclinas, que luego se mezclan con el agua de mar y los

afluentes de los rios (Zhang, 2018)

Los medicamentos son contaminantes particularmente diferentes, debido a que se
descargan no solo como el compuesto original, sino que también se excretan como
combinaciones de metabolitos, todos estos compuestos luego se combinan con
otros contaminantes ya presentes en el ambiente. La mezcla de todo lo anterior, su
porcentaje y concentracion especificos dificulta el estudio en condiciones de
laboratorio, ya que es necesario simular cada vez mas posibilidades de

combinaciones para comprender los posibles efectos adversos (Brooks, 2008).
Tetraciclina

Segun su estructura quimica, los antibidticos se pueden clasificar en:
betalactamicos, quinolonas, tetraciclinas, aminoglucésidos, macrdélidos vy
sulfonamidas (Chang, 2015; Daghrir, 2013).

El grupo de las tetraciclinas es de los mas usados a nivel mundial, se ha reportado
en estudios, como el de Xie y col. (2010), que las tetraciclinas ocupan el segundo
lugar mundial en produccién y uso. Este medicamento se usa principalmente para
infecciones de la piel, del tracto genitourinario, gastrointestinales, respiratorias,

entre otras (Lesnik, 2015).



Especificamente, el farmaco de interés de este estudio es la tetraciclina, el cual es
un antibiético de accion corta que inhibe el crecimiento bacteriano al inhibir la
traduccion. Su mecanismo de accion consiste en unirse a la subunidad ribosomal
308S, evitando que el tRNA de amino-acilo se una al sitio A del ribosoma, esto en las
células bacterianas, esta union es reversible. Ademas, la tetraciclina puede alterar
la membrana citoplasmatica de las bacterias y provocar la fuga de los contenidos

intracelulares (National Center for Biotechnology Information, 2020).
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Figura 1. Estructura quimica de la tetraciclina (National Center for Biotechnology
Information, 2020).

En 2010 las tetraciclinas (TC's) ya eran las segundas en produccién y uso a nivel
mundial y las primeras en China (Xie X. Z., 2010), esto posiblemente porque son
algunos de los antibidticos mas baratos (Daghrir, 2013). Por ejemplo, en Japon las
TC’s para uso veterinario representan el 43% del consumo total utilizado en ese
pais ademas, en Alemania, la cantidad de tres grupos principales de antibiéticos
como TC’s, sulfonamidas y penicilinas para uso veterinario alcanza las 542
toneladas por afo, representando solo estos tres grupos el 73% de todos los
antibioticos (Longyao Xu, 2021). Ademas, en Europa se utilizan >2500 toneladas de
TC’s al afo para tratamiento veterinario, siendo las tres mas comunes son

tetraciclina, clortetraciclina y oxitetraciclina (Lundstrom, 2016).

Algunas caracteristicas de las TC’s que afectan su comportamiento en el medio
ambiente son su alta solubilidad acuosa que ronda de 231 a 603 mg /L, dependiendo
del compuesto especifico, su bajo coeficiente de particién octanol-agua (log Kow)
que esta en el rango de —0,02 a —-1,25, eso indica que las TC’s son hidrdfilas, tienen

valores de pKa relativamente bajos, por lo que los compuestos de este grupo son
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relativamente estables en acidos, pero no en medios alcalinos (Azanu, 2018; Jafari
Ozumchelouei, 2020). Segun Lin, 2013, este grupo de compuestos tiene una vida
media prolongada en el medio acuatico de que va de 34 a 329 h. Dichas
propiedades fisicoquimicas tienen un papel importante en el comportamiento de las

TC’s en ambiente, las cuales se resumen en la Tabla 1.

Por otro lado, sus productos de transformacion también son importantes en el medio
ambiente ya que, segun Sengupta, 2016, los productos de transformacion de TC
comienzan a crearse en los primeros cinco dias, a medida que el farmaco original
comienza a disminuir los isomeros ETC (epitetraciclina) y el ATC
(anhidrotetraciclina) aumentan en concentracion, se estima que la TC desaparece

totalmente a los 20 dias.

Algunas consecuencias de la presencia de TC a largo plazo en el ambiente son la
bioacumulacion en los organismos acuaticos a través de la cadena alimentaria y los
riesgos ecologicos. Los factores de bioacumulacion (BAF), que se definen como la
relacion entre la concentracion de contaminantes en el tejido del organismo acuatico
y la del agua; estos BAF al mismo tiempo se ven afectados por otros factores como
Kow, solubilidad en lipidos y muestreo de tejido. Asi mismo, las TC cuyos BAF sean
superiores a 5000 L/kg se consideran bioacumulables, mientras que si estan en el
rango de 2000-5000 L/kg son potencialmente bioacumulables (Gao, 2012). Algunos
ejemplos de BAF’'s son: TC con 1677 L/kg y OTC con 509 L/kg, estos valores,
menores a 2000 L/kg, fueron medidos en peces y cangrejos, por otro lado, la DXC
tiene un valor de BAF de 4,456 L/kg hace es potencialmente bioacumulable en

musculos de invertebrados y peces (Li W. S., 2012).
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de TC (Lin, 2013).

Compuesto Peso Punto de | Solubilidad pKa Kow
molecular fusion en agua
(9/mol) (°C) (mg/L)
(25°C)
Tetraciclina 444 .44 172.5 231 3.3, 7.68, -1.25
9.69

Otro punto a considerar es la asociacion entre las TC’s y la materia organica, la cual
resulté mas fuerte de lo esperado en el estudio de Wang, 2019, esto se puede
explicar a través de las interacciones entre esos dos, como el puente de cationes,
el enlace de hidrogeno y la complejacion de la superficie que contribuyen
significativamente a la alta sorciéon de TC en la materia organica (MO). Ademas,
debido a que las TC tienen un valor de coeficiente de particion MO/agua en un rango
de 1,430-2,060 L/kg, que es elevado, las TC’s que estan asociadas a materia
organica disuelta o particulada aumentan su movilidad en fuentes de agua donde

hay materia organica (Wang, 2019).

Las TC’s y otros antibidticos perduran en el medio ambiente, especialmente en el
agua, debido a que las PTAR convencionales no incluyen procedimientos
especializados que los eliminen, esto, en parte, se debe a la alta concentracion de
materia organica disuelta en las aguas residuales, lo cual contribuye a la
disminucion de la eficiencia de remocién en el proceso de coagulaciéon. Ademas de
que estos compuestos no se consideran como prioritarios a eliminar, incluso con la

resistencia a antibioticos aumentando (Choi, 2008).

Concentraciones de tetraciclina en el ambiente

En cuanto a su presencia en el ambiente, en China, (Chen Y. C.-H., 2018)
reportaron concentraciones en rios de 9.1 a 300.7 ng/L y en sedimentos de 6.0 a
95.7 mg/Kg. Tran (2018), realizaron una revision de las concentraciones promedio

en plantas de tratamiento de aguas residuales, encontrando en Asia
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concentraciones de 12,340y 1,536 ng/L, en Norteamérica de 48,000 y 3,600 ng/L y
en Europa de 850y 790 ng/L, en influentes y efluentes de las plantas de tratamiento,
respectivamente. Guerra, 2014 encontraron concentraciones promedio de 53 ng/L
en influentes de plantas de tratamiento de aguas residuales en Canada. En el
estudio de Shimizu en 2013, informaron concentraciones por debajo de 1000 ng/L
en cinco paises del continente asiatico como Vietnam, Filipinas, India, Indonesia y

Malasia. En la Tabla 2 resumen de las concentraciones de TC’s en el ambiente.

Las TC’s que se administran a los animales generalmente se excretan a través de
la orina y las heces en su forma activa, alrededor del 70-90%, estos antibioticos
ingresan al ambiente a través de las aguas residuales y los sedimentos del suelo de
granjas o sitios de acuicultura (Jjemba, 2006; Halling-Sorensen, 2000). Ademas, Xu,
2021 sugiere que una posible fuente de residuos de TC en agua podria ser la

alimentacion de los peces.

A pesar de que las TC's tienen mayor afinidad con el suelo, si éste se encuentra
saturado de estos compuestos farmacéuticos, se infiltran al agua limpia en los
recursos subterraneos, lo que contribuye a la contaminacion de las fuentes de agua;
esto se conoce como terracumulacion (Miao, 2004; Rooklidge, 2004; Tolls, 2001).
Ademas, dado que las TC permanecen en su forma activa, incluso cuando estan
unidos al suelo, su presencia en las fuentes de agua sigue siendo un problema.
(Javid, 2016).

Las concentracion de TC reportada en América por Batt, 2006, especificamente en
Estados Unidos, fue en efluentes municipales en una PTAR con los siguientes
valores 170-850 ng /L. Mientras, en Canada, Miao, 2004 reportaron un rango de

concentraciones de 150 a 970 ng/L.

Por otra parte, en el continente asiatico fueron los siguientes, en China alrededor
del 10-90% de los antibitticos se vierten en los rios sin tratamiento previo (Tang,
2019; Xie, 2019). En el norte de China, en muestras de agua subterranea cerca de
granjas porcinas se detectaron a 19.9 x 10° ng/L de TC y en muestras una aldea
cercana se detecto a 29.7 x 102 ng/L (Li, 2018). En el estudio de Wang, 2017 se
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encontré TC en los rios cercanos al lago Honghu, en China, a 2,670 ng/L en
noviembre, mientras que en mayo fue de 1,070 ng/L. Ademas, tres rios en Beijing
mostraron presencia de TC, el rio Wenyu reporté una concentracion de 9500 ng/L,
el rio Qinghe de 8860 ng/L y el rio Tonghui de 6800 ng/L (Xu Y. G., 2016). En
muestras de rios en Hong Kong la concentracién de TC reportada fue de 31.5 ng/L
(Deng, 2018). Por otro lado, se reportd clortetraciclina (CTC) en rios de Corea del
Sur en concentraciones de 2,093, 1,236 y 793 ng/L (Kim, 2016). En Singapur, un
efluente de una PTAR report6é un rango de concentracion de TC de 1.24 a 12.34 g
/L (Tran, 2016). Ademas, en Iran, la TC fue el segundo antibiético con mayor
concentracion en los efluentes de una PTAR municipal con 0.011 ug/Lyenla PTAR
hospitalaria fue en un rango de 0.068 a 0.144 ug /L (Kafaei, 2018). En otro influente
de PTAR en Teheran, Iran, se detecté TC en el rango de 0.28 a 0.54 ug /L (Javid,
2016). En las aguas superficiales, en Yaft-Abad, Iran, la TC presento

concentraciones entre 5.4y 8.1 ng /L (Javid, 2016).

En cuanto a la frecuencia, en el estudio de Wang, 2019, la TC y la OTC
(oxitetraciclina) resultaron ser los antibiéticos mas comunes en las fuentes de agua
potable, esto en el bajo del rio Yangtze, la mayor frecuencia se detect6 durante la
estacion seca (enero) con un 27.2%; en segundo lugar, se detectaron DXC y EOTC
con un 14.3%; mientras que en época de inundaciones, DXC y a-OTC obtuvieron la

mayor deteccion con 21.4% y 14.3%, respectivamente (Wang, 2019).

En Europa, en el rio Soeste, en Alemania, se reporté TC a una concentracion de 21
ng /L (Burke, 2016). Y en Paises Bajos, se detect6 OTC a 100 ng /L en aguas

subterraneas (Kivits, 2018).

Tabla 2. Concentraciones ambientales de TC's.

Compuesto Pais Concentracion | Sitio Referencia
TC Uganda 2.7 -70ng/L Muestras de | (Bashahun,
agua del | 2015)

Lago Victoria
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OoTC Espafa 60 ug/kg Muestras de | (Pereira,
peces 2015)
comercial-
mente
disponibles

TC Alemania 21 ng/L Rio Soeste (Burke,

2016)
TC China 12,000 — 3,170 | PTAR de | (Hou J. W,,
ng/L industrias 2016)
farmacéuti-
334,000 - .
oTC cas (influente
32,000 ng/L y  efluente,
CTC 18,000 - 391 respectiva-
ng/L mente)

TC Hong Kong | 30-497 ng/L | Tres rios de | (Selvam,
Hong Kong 2016)

oTC 7 - 104 ng/L

TC Cuencas de | 8.2-50.0 ug/L | Presa abajo | (Topal,

los rios de Keban vy | 2016)
ETC Eufrates vy 9.4 -88.1ug/L lago arriba de
EATC Tigris 8.2-358 uglL | Karakaya
ATC 6.54 —
28.3 yg/L

TC Singapur 1.24 - 12.34 | Influente de | (Tran N. C,,
ng/L PTAR 2016)

TC China 6,800 — 9,500 | Tres rios| (Xu Y. G,
ng/L urbanos en | 2016)

Beijing

TC China 31 - 160 ng/g | Sedimentos | (Xu Y. G,

(peso seco) del mar Bohai | 2016)
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y del mar
Yellow
TC,s Iran 18.6 ng/L abril, | Agua (Zhao, 2016)
28.5 ng/L | superficial de
septiembre la costa norte
del Golfo
Pérsico
TC Iran 01 - 1.0 x10% | Sedimentos | (Zhao, 2016)
ng/g peso seco | de rio
Tetraciclina China 10.14 ng/L Rio Meijiang | (Chen F. Y.,
2017)
Doxiciclina 129.14 ng/L
Oxitetraciclina 15.28 ng/L
Clortetraciclina 4.29 ng/L
TC China 10.8 ng/L Lago Doyang | (Ding, 2017)
Lago Chaohu
OTC 48.7 ng/L Lago Dianchi
CTC 18.1 ng/L Lago
Baiyangdian
DXC 39.7 ng/L Lago
Dongting
Lago Poyang
TC Hong Kong | 0.6 ng/L Agua (Li N. H,
superficial 2017)
TC China 745-1,450 ng/L | Cuatro lagos | (Wang Z. D.,
en Honghu 2017)
oTC 683-2,800 ng/L
CTC 426-1,403 ng/L
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TC,s (TC, OTCYy | Jianghan 7.24 -9.51 ng/L | Muestras de | (Yao, 2017)
CTC) Plain, China | primavera agua
subterranea
1.10-4.84 ng/L
verano
1.2-6.0 ng/lL
invierno
TC, OTC, CTC | Norte y| 184, 237 y 8| Agua (Chen L. L.,
sureste  de | ng/L, subterranea | 2018)
China respectivamen- | poco
te profunda
TC China 16.8 ng/g peso | Sedimentos | (Deng, 2018)
seco de Hong
Kong
TC Iran 10.1 ng/g peso | Sedimentos | (Kafaei,
seco en | costa norte | 2018)
invierno del Golfo
Pérsico
11.7 ng/g peso
Seco en verano
TC's Agua marina | 35.1 —42.4 ng/L | Costa del | (Li S. S,
de China area de | 2018)
Zhuhai
oTC China 1.56 — 87.89 | Rio Weihe (Li Y. F,
ng/L 2018)
CTC
1.07 - 26.78
ng/L
TC China 1.55 ng/L Mar Yellow (Li S. S,
2018)
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TC's China 35.1-42.4ng/L | Muestras de | (Li Y. F,
agua del area | 2018)
costera  de
Zhuhai

TC China 98.3 ng/L Muestras de | (Li S. S,
agua del Mar | 2018)

OTC 270 ng/L Bohai

OTC China La mas alta| Mardelsurde | (Liu H. Y.,

15,100 ng/L, el | China 2018)
promedio 275
TC ng/L
Mas alta 2,310,
421 ng/L
promedio

TC China 21.5 ng/L Lago (Liu H. Y,
Dongting 2018)

CTC 6.5 ng/L

TC China 121 - 1,140 | Sedimentos | (Lu L. L.,

ng/kg peso | del pantano | 2018)
seco en verano | Three Gorges
11.7-347 ng/kg

peso seco en

invierno

TC's Lago Taihu | 44.0-68.6 ng/L | Aguas de uso | (Nkoom,
de acuicultura | 2018)

TC China 0.15 ng/L Efluente de | (Zhang R.
una PTAR en | P., 2018)

OTC 0.42 ng/L Guangdong
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CTC 0.93 ng/L
DXC 0.11 ng/L
TC China 102 pyg/kg peso | Lodo de la|(Zhang R.
seco (ps) provincial P.,2018)
oTC Guangdong
65 ug/kg ps
CTC
128 pg/kg ps
DXC
94 ug/kg ps
TC's Sur de China | Influente 0.18 — | Golfo Beibu (Zhang R.
9.01 pg/L P., 2018)
Efluente 0.11 —
0.93 ug/L
Lodo 65-128
Hg/kg ps
TC China 68.6 - 632 ng/L | Cuenca del | (Bai, 2019)
rio Huaihe
TC Irazg, Turkey | Influente inicial | PTAR (Bisognin,
10.3 pg/L (proceso de | 2019)
lodos
Influente del activados

clarificador
primario  5.92

Mg/l

Influente del
segundo

clarificador 7.12

Mg/l
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Efluente 6.24
Mg/l

Lodo 43.2 ug/kg
ps
OTC China 15,100 ng/L Mardelsurde | (Li X. W.,
China 2019)
TC 2,310 ng/L
OoTC Mar Yellow 7.29 ng/L | Estanques de | (Lu, 2019;
estacion de | maricultura Han, 2020)
lluvias
oTC 1312 nglL
TC estacion seca
0.42 ng/L
estacion seca
TC's Norte de | 36.7 ng/L Bahia (Peng, 2019)
China Jiaozhou
TC's Norte de | 59.8 ng/g peso | Sedimentos | (Sun, 2019)
China seco estacion | del mar
seca Yellow
71,480 ng/g
peso seco
estacion de
lluvias
TC Hanoi, 6 ng/L Canales (Tran N. H.,,
Vietnam urbanos y | 2019)
lagos en
Hanoi
TC China 11.16 ng/L Rio abajo | (Wang Z. C.,
Yangtze 2019)

20



oTC 18.98 ng/ L

DXC 56.09 ng/L

EOTC 19.36 ng/L

CTC 5.86 ng/L

ICTC 8.38 ng/L

TC's China 0.26 — 81.50| Area costera|(Xu D. X,

ng/L de 2019)

Guangdong

TC China 12.8 ng/g ps Sedimento (Lu L. L.,
del lago | 2020)
Changshou

Estudios previos

Con respecto a efectos toéxicos inducidos por la presencia de tetraciclina en

ambientes acuaticos se mencionan algunos estudios.

En Isidori, 2005, realizaron ensayos de toxicidad aguda con seis antibioticos en
organismos acuaticos, uno de ellos perteneciente al grupo de las tetraciclinas, la
oxitetraciclina, los resultados de las pruebas de toxicidad aguda fueron los
siguientes: la CEso que se obtuvieron para cada especie fueron 64.5 mg/L para V.
fischeri, 34.21 mg/L para B. calyciflorus, 25 mg/L para T. platyurus, 22.64 mg/L para
D. magna y 18.65 mg/L para C. dubia. Mientras que los resultados de las pruebas
de toxicidad crénica arrojaron los siguientes valores de CEsp: 0.17 mg / L para P.

Ssubcapitata, 1.87 mg / L para B. calyciflorus y de 0.18 mg / L para C. dubia.

En 2013, Yang et al.,, encontraron una significativa inhibicion de la tasa de
crecimiento de Microcystis aeruginosa a concentraciones de 0.1,0.2, 0.5y 1.0 mg/L,

el farmaco mostré un comportamiento hormético a la concentracion de 0.05 mg/L.
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En un estudio generacional de Kim, en 2012 evaluaron los efectos de la exposicion
a TC sobre la supervivencia, reproduccion y crecimiento en D. magna, durante 21
dias por cada una de las generaciones. Los resultados arrojaron que tanto el
crecimiento somatico como la reproduccion decrecieron en las cuatro generaciones
observadas. El principal efecto negativo en la reproduccion fue la disminucion del
numero total de neonatos, el cual disminuy6 de manera concentracion dependiente,
en la en la generacion parental fue de 180 aproximadamente. Asi mismo, los valores
de NOEC (concentracién sin efecto observado) se redujeron, comenzando en 10
mg/L para la generacion parental o filial (FO) alcanzando solo 0.1 mg/L en la tercera
generacion (F3); también los valores LOEC (concentracion minima a la que se
observa un efecto) fueron disminuyendo en cada generacién, comenzando en
10mg/L en FO, 2 mg/L en F1, 0.1mg/L en F2 y 0.1 mg /L en F3, esta disminucion
en las concentraciones NOEC y LOEC indican un aumento en la sensibilidad por la
exposicion crénica a TC cronica en D. magna. Ademas, la edad de la primera
reproducciéon se atrasé un 43% en la primera generacion en los organismos
expuestos a 10mg/L, con respecto al grupo control finalmente los restrasos se
retrasaron en promedio del 12.4-12.5% en todas las concentraciones de exposicion
en las generaciones F1y F2, por su parte en la generacion F3 observaron un retardo

del 80% en todas las concentraciones de TC (Kim H. L., 2012).

Un estudio previo a este, igualmente en embriones de Danio rerio, es el de Zhang
en 2015, donde de los embriones se expusieron a tres concentraciones de TC (2,
20 y 200 pg/L). Los resultados que obtuvieron fueron disminucién de la longitud
corporal, retrasos de eclosién, aumento de tamano del saco vitelino y ausencia de
vejiga natatoria estos efectos aumentaron de manera concentracion-dependiente.
La CE1o a las 96 h de exposicion resultd ser de 3.16 pg/L, concentracion que es
cercana a las reportadas en el ambiente; es decir que la presencia de TC a las
concentraciones ya presentes en el medio pueden ocasionar efectos negativos en

los organismos.

En otro estudio de Escobar et al. en 2020, evaluaron tanto la embriotoxicidad como

la tertogenicidad inducida por TC en otra especie de pez, Cyprinus carpio, donde

22



reportaron una CLsp de 500.08 mg/L y una CEso de malformaciones de 145.3 mg/L,
con lo cual el indice teratogénico resultoé de 3.44, demostrando que la tetraciclina es
teratogénica a ess concentraciones para los embriones de Cyprinus carpio. Las
principales malformaciones que identificaron fueron malformaciones en la cola,
estructura de cuerda modificada, edema pericardico, escoliosis y malformaciones

del corazon.

Particularmente, los antibiéticos se detectan en el rango de ng/L tanto en PTAR
como en aguas superficiales. Una vez que los medicamentos estan en el ambiente,
pueden ser degradados por la luz en el proceso llamado fotodegradacion, la cual es
la principal via de degradacion de los farmacos, sin embargo, aun no existen
suficientes estudios de toxicologia para determinar si los productos de
fotodegradacion son mas o menos peligrosos para los organismos. Por otro lado
tenemos a resistencia a los antibidticos, la cual repercute directamnete a nivel de
ecosistema, ya que son los microorganismos los responsables de la mayoria de los
ciclos y procesos en el suelo y el agua. En el medio acuatico la ruta mas probable
para los antibidticos es a través de los efluentes de aguas residuales, por lo que es
razonable que sus efectos sean mayores en sistemas acuaticos que reciben estos

insumos (Brooks, 2008)

Los antibiéticos en el medio acuatico también son un problema porque pueden
acumularse en los organismos e integrarse a la cadena trofica, por lo que, estos
compuestos podrian incluso afectar la salud humana (Liu X. Z., 2019; Wilson, 2004).
No obstante, se sabe que los antibidticos son mas téxicos para los microorganismos

o las plantas que para los invertebrados y los vertebrados (Brooks, 2008).

En cuanto a la sensibilidad de los organismos a la presencia de antibidticos, los mas
sensibles son los productores primarios acuaticos, es decir, las cianobacterias
(Brooks, 2008). Por ejemplo, la presencia de TC’'s de los lodos de una PTAR,
reporto inhibicién del crecimiento en microorganismos, las CEs, resutaron 80, 30 y
80 ng /L para tetraciclina, clortetraciclina y oxitetraciclina, respectivamente (Brooks,

2008). Ademas, se ha reportado inhibicion del crecimiento y alteracién en la
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reaccion fisioldgica, en el sistema fotoquimico primario y sistema antioxidante, en
Microcystis aeruginosa y en Selenastrum carpricornutim debido a la exposicion a
TC (Yang W. T., 2013).

En Xu, 2019, reportaron las CEso para el alga verde Chlorella vulgaris, a las 96 h de
exposicion a TC y sus dos principales productos de degradacidon anhidrotetraciclina
(ATC) y epitetraciclina (ETC), los valores respectivos fueron 7.73 mg /L, 5.96 mg /
L y 8.42 mg /L. Ademas, se reporté que la exposicion a bajas concentraciones de
estos tres, <2.5 mg / L, puede causar permeabilidad de las células, pero cuando la
concentracion aumenta a 5 mg/L la permeabilidad ya es significativamente mayor
que en el grupo de control. En el mismo estudio también se observaron
deformaciones y reduccién de tamafo en las laminillas tilacoides (en cloroplastos),
aumento del tamano de las vacuolas y el tamafno de las mitocondrias también
aumentd. Ademas, el citoplasma y el citodermo estaban separados debido a la
contraccion del citoplasma y la citomembrana. Concluyeron que estos dafios en los
tilacoides podrian afectar el sistema enzimatico de la fotosintesis. Sobre el estrés
oxidativo, en el grupo expuesto a 5 mg/L de ATC la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) fue significativamente mayor (p <0.05) en comparacion
con el grupo de control; por otro lado, los expuestos a TC comenzaron a mostrar un
aumento significativo a 10 mg/L (p <0.05), mientras que la exposicion a ETC tuvo
solo un efecto pequeno en la produccion de ROS. La actividad de SOD de las
células de algas aumenté en respuesta a concentraciones crecientes de TC, ATC y
ETC. Ademas, los grupos tratados con 5 mg/L de TC y ATC y 10 mg /L de ATC
mostraron una actividad de SOD significativamente mayor (p <0.01) que el control.
Sin embargo, el aumento en la actividad de SOD no fue significativo en todo el rango
de concentracién de prueba de ETC. La actividad de catalasa (CAT) de las células
de algas expuestas a ATC fue significativamente mayor que la del grupo de control,
excepto para el tratamiento de 2.5 mg/L. La actividad antioxidante de CAT fue
significativamente mayor en los grupos tratados con 5 mg/L y 10 mg/L de TC y la
presencia de malondialdehido (MDA) fue mayor en 5 mg/L de TC y ATC (p <0.01),
con 10 mg/L de ATC y ETC los niveles de MDA fueron mayores (p <0.01). Otro

aspecto evaluado en este estudio fue la permeabilidad de las células, que resultd
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aumentada con la concentracion de 10 mg/L. Los autores concluyeron que todos
los aspectos anteriores finalmente provocaron una disminucién en la tasa de

crecimiento celular (Xu D. X., 2019).

El estudio de 2017, Ye et al. evaluaron la inhibicion del crecimiento de tres
antibidticos del grupo de las tetraciclinas en M. aeruginosa, en orden de mayor a
menor toxicidad resultaron tetraciclina> clortetraciclina> oxitetraciclina, ya que los
valores de CE1o fueron 0.63, 1.86 y 3.02 mg/L, respectivamente, y los valores de la
CE2o fueron 1.58, 4.09 y 4.86 mg/L en el mismo orden (Ye, 2017).

Ademas, los productos de degradaciéon de la TC también han mostrado efectos
toxicos. Por ejemplo, el anhidrido ftalico, con una CEso de 106 mg/L a 96 hpf (horas
post fertilizacidon) en pez, la cual es menor que la de la TC que fue de 760 mg/L,
indicando que el producto de degradacion es mas toxico para los peces que la
misma TC (Liu H. Y., 2018). Igualmente en el estudio de Han, en 2020, se concluy6
que la conversion de OTC aumento la toxicidad en el proceso de oxidacion, asi
como la tasa de inhibicion de luminiscencia de Vibrio fischeri. Otro ejemplo es el
estudio de Wei en 2019, donde los productos de fototransformaciéon de CTC y TC
inhibieron la tasa de luminiscencia de Vibrio fischeri, los valores de CEso de los
productos fotodegradados CTC y TC (15 min sin irradiacién UV) fueron 4.7 y 24.9
mg/L, respectivamente, y después de 15 min de irradiacion UV, los valores de CEsg

fueron 22.6 y 24.5 mg/L, respectivamente.

Por otro lado, en organismos complejos como Daphnia magna, la NOEC a las 48 h
de exposicion a tetraciclina fue de 340 mg/L y la CEsp para la reproduccion fue de
44.8 mg/L (Brooks B. M., 2008).

Ademas, dos estudios previos, Kang, 2005 y Kim, 2007, mostraron que dos
farmacos de este grupo, la oxitetraciclina y la clortetraciclina, indujeron la produccién
de vitelogenina en machos del pez Oryzias Latipes a una concentracion de 10 mg/L,
por lo tanto, lo cual puede causar problemas enddécrinos, por otro lado, a 0.1 mg/L

de clortetraciclina se redujo la vitelogenina en las hembras.
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Adicionalmente, en embriones de Danio rerio se evaluaron los efectos de la
exposicion a TC, en el estudio de Zhang et al. en 2015, los resultados fueron una
CL10de 551 mg/L y CLso de 760 mg/L a 96 hpf. Ademas, encontraron efectos téxicos
sobre el desarrollo, como malformaciones durante las primeras etapas de
desarrollo, entre ellas absorcion retrasada del saco vitelino, vejiga natatoria
desinflada, longitud del cuerpo de larva mas corta, a la concentracion de 20 ug/L.
Por otro lado, la flexion y deformacion de la columna se presenté a 100 pg/L (Zhang
et al., 2015). Otro estudio en embriones de Danio rerio mostré una CEso de 16.4
mg/L de TC a 120 hpfy una CLso de 18.3 mg/L, también a 120 hpf (Ding, 2017).

Con respecto a estudios de estrés oxidativo se han reportado aumentos del
contenido de ROS en especies acuaticas como Oncorhynchus mykiss, Danio rerio
y Sparus aurata, por exposicion a OTC a 20 ug/L durante 14-21 dias, también se
indujo apoptosis en células de la cola a 20 pg/L de TC durante 14-21 dias (Qiu,
2020; Schieber, 2014).

En otro estudio también se reporté dafio al ADN en Eisenia Foetida a una exposicion
de 0.3 mg/L de tetraciclina y clortetraciclina (Dong, 2011). Y se encontré que la TC
en ratas inmaduras es toxico para el higado y los érganos reproductivos (Yin, 2006;
Farombi, 2008).

En humanos, la toxicidad de las tetraciclinas estd asociada a los efectos
secundarios que suele causar, los cuales pueden ser trastornos gastrointestinales,
como malestar e irritacion gastrointestinal, ardor epigastrico, dolor abdominal,
nauseas, vomitos, diarrea y esofagitis. Ademas, forma el complejo tetraciclina-
calcio-ortofosfato en dientes y huesos. También se notifican con frecuencia
reacciones inflamatorias como pancreatitis y en pacientes que reciben altas dosis

puede producirse incluso toxicidad hepatica y renal (Kanwal Rehman, 2020).
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Embriotoxicidad y teratogenicidad

En este trabajo, los efectos toxicos que seran estudiados en los organismos son
aquellos que ocurren durante las primeras etapas de desarrollo, es decir, efectos

embriotoxicos y teratogénicos causados por la exposicidn a compuestos téxicos.

Por un lado, la embriotoxicidad se refiere a la capacidad de una sustancia para
producir efectos toxicos en la progenie durante el desarrollo embrionario temprano,
entre sus efectos se encuentran malformaciones, alteraciones de crecimiento,
disfunciones fisioldgicas e incluso la muerte. Por su parte, la teratogénesis se refiere
especificamente a la produccion malformaciones durante las primeras etapas de

desarrollo (Alvarez, 2011).

Este tipo de estudios in vivo son de importancia debido a que permiten la evaluacion
directa de la toxicidad del farmaco en organismos completos en desarrollo, mediante
las mediciones de absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién (Bambino,
2017). Particularmente, en estudios de embriotoxicidad en peces el efecto del toxico
depende de la permeabilidad del huevo, puesto que, la exposicion en estas etapas
de desarrollo es dérmica, ya que el embridn aun no tiene contacto directo con el

agua, que es donde se agrega directamente el téxico (Bambino, 2017).

Por su parte, el organismo bioindicador elegido, Danio rerio, ha tomado un papel
como modelo vertebrado en estos estudios debido a que estas sustancias afectan

etapas comunes del desarrollo en los animales (Solis, 2013).

Evaluacion del desarrollo embrionario

La realizacion de estudios de embriotoxicidad y teratogenicidad implica la
evaluacion del desarrollo embrionario mediante la obtencién de la CLso
(concentracion letal media), la CLsp (concentracion efectiva media) y la evaluacion

morfoldgica.
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Por su parte, la concentracion letal media (CLso) esta definida como la concentracion
estimada a la que el compuesto toxico es letal para el 50% de los organismos del
ensayo. Por otro lado, la capacidad de un toxico de causar efectos en los
organismos expuestos, es decir, la concentracion estimada a la que el compuesto
afecta al 50% de los organismos expuestos es la concentracion efectiva media. Es
apartir de estos dos datos que se puede calcular el indice teratogénico, el cual
permite determinar la capacidad teratogénica de un agente y se calcula mediante la
division de la CLso entre la CE,, (Alvarez, 2011).

A su vez, la evaluacidén morfologica se determina mediante la evaluacion del
correcto desarrollo embrionario, asi como por la presencia de malformaciones,
retrasos en el desarrollo y anormalidades. La evaluacién semicuantitativa del
desarrollo para embriones de Danio rerio fue propuesta por Hermsen, 2011, en ésta
se califica el desarrollo normal de un embriéon de pez cebra hasta 72 hpf (horas
postfertilizacion), comparando a cada embrion con el de referencia descrito en 1995
por Kimmel, en esta evaluacion se establecen como puntos de corte las 12, 24, 48
y 72 hpf, en cada uno de los cuales se realiza la calificacion de las caracteristicas
distintivas de cada una de estas etapas; las malformaciones se registran

unicamente como presentes o ausentes (Hermsen, 2011).
Danio rerio

Como se menciond anteriormente, Danio rerio, ha resultado ser un buen
bioindicador para investigaciones ambientales, en estudios acerca de los efectos
que tienen los compuestos contaminantes, a concentraciones ambientalmente

relevantes, sobre la salud de los vertebrados (Bambino, 2017).

El pez cebra, Danio rerio, es nativo del sureste asiatico, se trata de un ciprinido
tropical dulceacuicola (Rivera, 2006; Quintero, 2017). Los adultos de esta especie
son de tamafio pequefio, de entre 4 y 6 cm de longitud; con un peso aproximado de
3g; su color de fondo puede ser dorado o plateado, tienen como caracteristica
distintiva cinco bandas longitudinales que comienzan detras del opérculo y terminan

en la aleta caudal; aleta anal rayada; su vida media se encuentra entre los 2y 3
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afnos (Ayala, 2014). Como caracteristicas sexuales se tiene que las hembras son
mas grandes que los machos, asi mismo, el vientre de las hembras es mas
voluminoso (especialmente si esta cargada de huevos) (Wixon, 2000) ambos

alcanzan la madurez sexual hacia el tercer mes de vida.

Este organismo fue propuesto por George Streisinger, en 1982, como modelo
vertebrado para estudiar la respuesta de cancerigenos ambientales (Bambino,
2017). Después de lo cual comenzé a ser utilizado para identificar agentes
teratdgenos, descubrir mecanismos de accidon de sustancias toxicas y en histologia
para evaluar la toxicidad de compuestos en vertebrados (Gamse J. y Gorelick,
2016).

Actualmente, este organismo es considerado como un sistema bioldgico de alerta
temprana para la deteccion de contaminantes en el agua, ya que, al ser una especie
poco exigente puede mantenerse facilmente en laboratorio; sin embargo, reacciona
rapidamente a la presencia de contaminantes en el medio (Quintero, 2017). El
empleo de Danio rerio para la evaluacion de dano teratogénico es uno de los
ensayos mas comunes, pues presenta multiples ventajas: su embriogénesis es
corta (72 h), la membrana del huevo es semipermeable y traslucida (lo cual permite
observar cualquier malformacién) y su ovoposicién puede ser inducida (Pefa,
2008). Ademas, comparte muchos de los genes del desarrollo con otros
vertebrados, lo que lo hace un buen modelo animal para explorar el desarrollo y la
genética de los vertebrados (Solis, 2013), un beneficio adicional es su alta tasa de
descendencia, una hembra pone hasta 200 ovocitos por semana (Alvarez, 2011), lo
cual permite una evaluacién rapida de la toxicidad y la realizacién de estudios

longitudinales a gran escala.

Danio rerio también es de interés para estudios toxicologicos debido a que expresa
86 genes del citocromo P450 (CYP) (Saad, 2016), los cuales son necesarios para
el metabolismo de xenobidticos y para su biotransformacién (Goldstone, 2009),
muchas de estas enzimas estan relacionadas con las humanas, lo que muestra una

fuerte relacion evolutiva con los humanos (Bambino, 2017).
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Alimentacién en peces

En la industria acuicola cerca del 80% de costos corresponde a la dieta de los peces.
Una de las fuentes proteicas para la alimentacion de peces son las algas, ya que
son de facil acceso y de costo relativamente bajo (Abbas, 2020). Ademas, estas se

pueden producir en sistemas a gran escala (Miranda, 1998).

Las algas, especificamente las microalgas, ademas de ser una fuente de proteina
para los peces también aportan a la dieta acidos grasos esenciales, pigmentos
carotenoides, vitaminas y minerales. Igualmente, al proporcionar gran variedad de
nutrientes, este alimento también tiene efectos positivos en aspectos como la
fertilidad, el sistema inmune y mejora el control de peso, asi como mejorar la

apariencia fisica (mejoras en la piel y colores) (Abbas, 2020).

Entre las algas usadas como alimento para peces se encuentra la espirulina, la cual
tiene un contenido proteico elevado, ya que del 55 al 70% de su peso seco es
proteina, del 5-6% son lipidos, de estos ultimos, los acidos grasos poliinsaturados
constituyen del 1.5 al 2%. Continuando con los lipidos presentes en esta alga, el
acido L-linolénico se encuentra en gran porcentaje, representando el 36% del total
de los acidos grasos poliinsaturados. Las vitaminas B1, B2, B3, B6, B9, B12,
vitamina C, D y E estan presentes también y minerales como K, Ca, Cr, Cu, Fe, Mg,
Mn, P, Se, Na y Zn, también algunos pigmentos como clorofila a, xantdfila,
betacaroteno, ficocianina; algunos de los cuales cuentan con actividad antioxidante
y enzimas como la lipasa. Por ejemplo, la ficocianina tiene propiedades tanto
antioxidantes como antiinflamatorias (Abbas, 2020). Debido al creciente interés en
encontrar sustancias eficientes para prevenir el dafio oxidativo causado por los
radicales libres han comenzado a buscarse y estudiarse sustancias y sus fuentes
de obtencion para minimizar el dafio oxidativo a las células (Miranda, 1998). Otra
ventaja de la espirulina es que, a diferencia de otras algas, ésta no tiene pared
celular, lo cual resulta en una mejor digestién y absorcion de los nutrientes. Entre
los cambios visibles en los organismos alimentados con espirulina, como los

conductuales, se han reportado peces con mas apetito que aquellos alimentados
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con alimento comercial, también presentan mayor resistencia a ser cazados y
movimientos mas rapidos ante la caza. Por otro lado, en cuanto a caracteristicas
fisicas se ha observado, en carpa comun alimentada con espirulina pura, que su
piel es mas liviana que la de los organismos alimentados con alimentos comercial
(Abbas, 2020).

Como antecedentes del uso de espirulina en alimento de peces y sus efectos
benéficos se tiene, por ejemplo, el estudio de Abdelkhalek et al. en 2015 se ha
demostrado que la administracion de S. platensis redujo los efectos téxicos
causados por la exposicion a deltametrina en Oreochromis niloticus, en ese estudio

concluyeron que esta disminucion se debe al efecto antioxidante del alga.

Ademas, en el estudio de Abbas, 2020, se report6é que una dieta pura de S. platensis
tuvo incrementa el tamafio en carpa comun, medido en el peso, el valor medio de
peso y desviacion estandar resultaron de 69.34 + 2.83, presentado mayor
significancia que el resto de los tratamientos, los cuales eran T1: dieta de espirulina
100% pura, T2: espirulina al 3%, T3: espirulina al 1.5% y T4: dieta comercial (Abbas,
2020). Segun el mismo estudio, la adicidon de espirulina en dietas de peces mejoro
el crecimiento en términos de aumento de peso, asi como la tasa de supervivencia
de los peces en carpa comun (C. carpio), alevines de O. niloticus y Catla catla
(Abbas, 2020).

La alimentacién y su contenido nutricional tienen efectos directos tanto en el
desarrollo como en la fecundidad gonadal de los peces. De hecho, para Danio rerio
existen recomendaciones especificas para alimentarlos antes del desove. El estudio
de Marcovich, en 2007, realizé pruebas de fecundidad, reporduccion y desarrollo
con cuatro dietas distintas en Danio rerio; la dieta 1 consistié en una mezcla de
Artemia sp., alimento comercial en polvo y pasta de higado; la dieta 2 fue de Artemia
sp. unicamente; la dieta 3 fue un alimento en hojuela y la dieta 4 fue un alimento
para trucha, igualmente comercial. Finalmente, el estudio concluy6 que la dieta del

pez si tiene un impacto significativo tanto en la cantidad de huevos puestos como
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en la longitud de las larvas. Los peces alimentados con la dieta 1 produjeron
significativamente menos huevos que los de las demas dietas; el porcentaje de
huevos de peces alimentados con la dieta 3 fue significativamente mayor que el de
los alimentados con la dieta 4. Sin embargo, la longitud de las larvas fue
significativamente mayor en los alimentados con la 1 (14.5 mm) en comparacion

con las larvas de los alimentados con Artemia sp. (13.7 mm).

La actividad antioxidante de la espirulina se reporté en el estudio de Miranda, en
1998, donde se evalud la capacidad antioxidante in vivo del plasma de ratas que
recibieron una dosis diaria de 5 mg de extracto se espirulina (2 -7 semanas) en
homogenizado de cerebro e higado, dicha capacidad antioxidante se midié en
términos de sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS). La capacidad
antioxidante del plasma resulté ser del 71% para el grupo experimental y del 54%
para el grupo control. En el estudio concluyeron que la espirulina proporciona cierta

proteccion antioxidante (Miranda, 1998).

Planteamiento del problema

El recurso mas importante para la vida sin duda es el agua y, debido a que se hace
un uso intensivo de la misma, su contaminacion se vuelve uno de los mas grandes
problemas ambientales y de salud. Es una de las problematicas mas dificiles de
solucionar actualmente, ya que, con la introduccion de nuevas sustancias en el
ambiente, para las cuales no se cuenta con un tratamiento de eliminacion, es dificil
discernir para cuales de ellas sera prioritaria una regulacion, para ello, se toman en

consideracion los posibles efectos toxicos sobre los organismos acuaticos.

Los compuestos contaminantes llegan a los cuerpos de agua a través de diferentes
vias, como lo son el escurrimiento de las aguas residuales de la ganaderia y la
agricultura, el agua residual de procesos industriales, el agua de uso doméstico y
hospitalario que se mezclan en el alcantarrillado, el cual porteriormente desemboca
esta agua residual sin tratamiento previo en los ambientes acuaticos, principalmente

en paises en vias de desarrollo como lo es México. Por otro lado, aunque el agua
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vaya a plantas de tratamiento, existen contaminantes que no son eliminados de
forma pacial o en su totalidad ya que no se encuentran regulados por la legislacion,
es por esta misma razén, y debido a su uso constante, que se mantienen presentes
en el ambiente. Estos contaminantes, aunque han estado presentes en el ambiente
anteriormente, han sido recientemente notados y se han comenzado a realizar

estudios sobre los mismos, son llamados contaminantes emergentes.

Entre los contaminantes emergentes uno de los grupos que mas preocupacion
causan es el grupo de los farmacos, debido a su constante uso, por lo que su
concentracion en los medios acuaticos va en aumento, al no estar regulados y no
tener un tratamiento especifico para estos, se siguen acumulando. Por su parte, el
grupo de los antibidticos es de los mas usados. Especificamente, el grupo de las
tetraciclinas ocupa el segundo lugar en produccion y uso a nivel mundial. Se ha
reportado la presencia de tetraciclina en cuerpos de agua alrededor del mundo en

concentraciones que van desde 9.1 hasta 48,000 ng/L.

Estudios acerca de estos compuestos han mostrado que son precursores de efectos
negativos en los organismos, si estos efectos se presentan durante el desarrollo
embrionario generan embriotoxicidad y teratogenicidad, manifestandose con la
muerte de los organismos y con malformaciones en los mismos. Estos estudios son
de referencia para la regulacién de sustancias prioritarias y para la creacion de una

normatividad enfocada en dar el tratamiento adecuado a los recursos hidricos.

Debido a lo mencionado anteriormente, al conocerse el riesgo de la presencia de
sustancias exodgenas en el ambiente, se busca la manera en la que se puedan
disminuir los efectos adversos, donde la intervencién de sustancias capaces de
contrarrestar estos efectos seria una alternativa, estas pueden ser vitaminas,
minerales, antioxidantes y antiinflamatorios, los cuales han demostrado proteger a
las biomoléculas del dafo causado por los contaminantes y disminuir los efectos
téxicos de éstos una vez que entran al organismo. Estas sustancias protectoras

podrian llegar a los organismos mediante su suplementacion en la alimentacion.
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Pregunta de investigacion

¢ Qué efecto tiene la suplementacién de un alimento funcional, enriquecido con
antioxidantes, vitaminas y minerales, en los progenitores sobre los efectos téxicos
inducidos por la exposicion a concentraciones ambientalmente relevantes de

tetraciclina en embriones de Danio rerio?
Hipotesis

La alimentacién enriquecida con antioxidantes, vitaminas y minerales de los
progenitores reducira los efectos téxicos inducidos por la exposicion a
concentraciones ambientalmente relevantes de tetraciclina sobre los embriones de

D. rerio.
Objetivos
Objetivo General:

Evaluar la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida por concentraciones
ambientalmente relevantes de tetraciclina en embriones de Danio rerio y determinar
la influencia de un alimento funcional enriquecido con antioxidantes, vitaminas y

minerales sobre los efectos toxicos.
Objetivos Especificos:

a) Determinar la concentracion letal media (CLso), la concentracion efectiva
media de malformaciones (CEsomaiformaciones) Y €l indice teratogénico (IT) para
embriones de Danio rerio expuestos a concentraciones ambientalmente
relevantes de tetraciclina, antes y después de la suplementacién subcronica del

alimento en los progenitores.
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b) Evaluar los efectos teratogénicos producidos por concentraciones
ambientalmente relevantes de tetraciclina en embriones de Danio rerio antes y

después de la suplementacidén subcronica del alimento.

Metodologia
Variables
Variable Tipo de variable Definicion de la
variable
Concentracion del Independiente Cuantitativa, continua
farmaco
Alimentacion Independiente Cualitativa, nominal
Mortalidad Dependiente Cuantitativa, discreta
] Malformaciones Dependiente Cuantitativa, discreta
Indice teratogénico Dependiente Cuantitativa, continua
Puntuacién de Dependiente Semicuantitativa,
morfologia discreta
Reactivos

El clorhidrato de tetraciclina, ((4S, 4aS, 5aS, 6S, 12aR) -4- (dimetilamino) -
1,6,10,11,12a-pentahidroxi-6-metil-3,12-dioxo-4,4a, 5, 5a-tetrahidrotetraceno-2-
carboxamida (hidrocloruro), se adquirié de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), con una
pureza del 98%, C22H24N20s - HCI, un peso molecular de 480.90 (numero CAS 66-
75-5).

Este estudio se baso en la Guia de la OCDE para la prueba de productos quimicos

236: Prueba de toxicidad aguda en embriones de pez.

Mantenimiento de los progenitores

Los progenitores fueron peces en edad reproductiva (mayores a 3 meses de edad),
obtenidos de manera comercial, de tipo salvaje, de entre 4 y 5 cm de longitud, libres
de sintomas de infeccidén y enfermedad. Primero se estandarizaron las condiciones
necesarias para mantenerlos y las condiciones para asegurar la reproduccion, se

realizaron pruebas previas para conocer la tasa de fertilidad del grupo. Los
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reproductores se mantentuvieron en acuarios de 80L, manteniendo un pez por cada
1L de agua, en peceras distintas machos y hembras, con un fotoperiodo natural y
temperatura de 27°C. Los peces reproductores se dividieron en dos grupos, uno de
ellos se alimento con alimento en hojuelas comercial, el otro grupo se alimenté con
el alimento funcional enriquecido con antioxidantes, vitaminas y minerales durante
seis meses previos a la fecha de desove. Se realizé limpieza y recambio de agua
cada tres dias (OECD, 2013).

Producciéon de huevos

Se colocaron tanques de desove, los cuales constaron de un contenedor
transparente de 15L de capacidad, donde se colocaron 10L de medio (agua
corriente, sales marinas de la marca comercial Instant Ocean a la concentracion
indicada por el fabricante de 0.09 mg/L y anticloro) previamente aireado, un
termostato para mantener una temperatura de 27°C. Dentro de estos contenedores
se colocd una caja de malla con un poro de 5 mm, donde permanecieron los
progenitores, esto sirvio como trampas de desove, evitando que los adultos

depredaran los huevos.

En los tanques se colocaron los organismos adultos: hembras y machos en una
proporcion de 2:1 respectivamente. Los tanques se colocaron a las 17 horas del dia
previo a la prueba. Se usaron tres tanques de desove para evitar el sesgo genético.
El apareamiento, desove Yy fertilizacion tuvieron lugar después de 30 minutos del
inicio de la luz del dia siguiente. Los huevos fueron recolectados, mezclados y

seleccionados al azar.

Para la recoleccion de los huevos se retiraron las trampas de desove
cuidadosamente. Después, mediante succion con bulbos de plastico se colectaron
todos los huevos, se transfirieron directamente a solucién fisiolégica para
enjuagarlos, después fueron colocados en placas Petri con medio (anteriormente
mencionado). En seguida se observaron al microscopio para separar los viables de

los no viables, estos ultimos se desecharon, Unicamente se usaron para exposicion
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al toxico aquellos embriones que estaban fertilizados y no coagulados, como se

muestra en la (Fig. 2).

Figura 2. a) Huevo viable de Danio rerio y b) Huevo no viable (Pena, 2008).

Exposicion al téxico

Se realizaron pruebas de letalidad a distintas concentraciones, posteriormente se
elegieron diez concentraciones y los organismos se expusieron a éstas. Esto en
placas de 24 pozos, con 2 ml de medio con las distintas concentraciones y para el
control negativo unicamente el medio, el cual estaba previamente aireado durante
las 48 horas anteriores a la colocacién de los huevos. Los huevos se incubaron a
temperatura contante de 27°C + 5°C. La prueba se inici6é a las 4 horas después de

la fertilizacion de los huevos vy finalizé a las 96 horas de exposicion.

Las concentraciones que se usaron en las pruebas fueron 0, 50, 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450 y 500 ng/L de tetraciclina para ambos grupos de embriones.

Embrioletalidad

La CLso se determiné al observar los embriones en el microscopio estereoscopico
para determinar su viabilidad, esto en cada una de las concentraciones y en un
grupo control libre del toxico, la cuantificacion del total de organismos vivos y
muertos en cada tratamiento se obtuvo a las 96 horas post-fertilizacion (hpf). A los
diferentes tiempos de observaciéon (12, 24, 48, 72 y 96 hpf) se cuantificaron los
embriones coagulados (son de color blanco y oscuros) o muertos (sin latido del
corazén ni movimiento). Con estos datos la CLso, se obtuvo al realizar el analisis

Logit, con un limite de confianza del 95%, usando el software SPSS. Por otro lado,
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la CEso se determind con los datos de la cuantificacion de organismos malformados,
ésto también a lo largo de los diferentes tiempos de observacion, el total de
organismos malformados se obtuvo a las 96 hpf; después de lo cual se realizd

igualmente el analisis Logit.

El indice teratogénico se calculé como el cociente entre la CLsg y la CEsomaiformaciones,
el valor obtenido determina si el compuesto se considera como teratogénico, es
decir, un resultado >1 indica que el farmaco es considerado como teratogénico; de
lo contrario se considera que el farmaco produce principalmente efectos letales
(Luja, 2019).

Evaluacion del desarrollo embrionario

Durante cada uno de los tiempos de observacion (12, 24, 48, 72 y 96 hpf), se realizo,
a la par de la cuantificacién de organismos muertos y malformados, la evaluacion
del desarrollo de cada uno de los embriones, ésto basado en la escala propuesta
por (Hermsen, 2011). La evaluacién fue semicuantitativa, se evalué la presencia,
ausencia o correcto desarrollo de caracteristicas morfolégicas especificas de cada
uno de los puntos de desarrollo, esto mediante la comparacién de los embriones
expuestos contra el embridon de referencia descrito por Kimmel en 1995, los
embriones recibieron o perdieron puntos por cada uno de los factores a evaluar
acuerdo con la tabla de puntajes de Hermsen, 2011. Las caracteristicas que fueron
evaluadas son las siguientes, cada una al tiempo en el que debia comenzar a
evaluarse: desarrollo de la cola, desarrollo ocular, formacién de somitas,
movimiento, latido de corazon, circulacion sanguinea, pigmentacion cabeza-cuerpo,
pigmentacion de la cola, aparicion de aleta pectoral, protuberancia bucal y eclosion;

por cada anormalidad o retraso se resté un punto (Hermsen, 2011).

Evaluacion de malformaciones y efectos teratogénicos

La cuantificacion de los organismos con efectos teratogénicos, asi como la

cuantificaciéon de cada una de las malformaciones, igualmente se realizé a través
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de la observacion en el microscopio. Se observaron los organismos, tanto del grupo
testigo como los expuestos al farmaco, para buscar la presencia de malformaciones
que han sido reportadas en Danio rerio: edema pericardico, edema ocular, edema
del saco vitelino, malformacion de la cabeza, malformacién de cola, malformacion
de corazdn, estructura de cuerda modificada (escoliosis), malformacién de otolitos,
raquisquisis y deformacion de la yema (Hermsen, 2011). Finalmente, se tomaron

fotografias como evidencia de las malformaciones mas representativas.

Analisis estadistico

La comparacion estadistica entre la mortalidad y la cantidad de organismos
malformados en ambos grupos se realizé con una prueba t de Student. Para
comparar el desarrollo, evaluado mediante el puntaje de morfologia general de
Hermsen, 2011, entre los organismos expuestos y el grupo control se realizo el
analisis estadistico ANOVA en el programa estadistico SPSS, con un nivel de

confianza del 95%.

Consideraciones bioéticas

Segun el Consejo Canadiense de Cuidado de Animales (Canadian Council on
Animal Care, Guidelines on: Procurement of animals used in science, 2007), en
2007, los estandares éticos y el muestreo de larvas de peces que no se han
desarrollado mas alla de la dependencia exclusiva de sus propios nutrientes, no
requiere una aprobacion ética. Por otro lado, segun el SABS (South African Bureau
of Standards, 2008), los vertebrados vivos, incluidos los huevos, fetos y embriones
de peces, deben ser utilizados de manera cientifica, técnica y humanamente
apropiada. Ademas, ya que las investigaciones con embriones y larvas de peces
implican el sacrificio de un gran numero de organismos, se debe considerar
minimizar los tamafos de muestra (Canadian Council on Animal Care, Guidelines

on: The care and use of fish in research, teaching and testing, 2005).

39



En cuanto a los métodos de eutanasia aceptables para larvas de peces son la
inmersion en hielo o en un fijador como etanol o formalina; con los organismos

previamente anestesiados (Craig, 2006).

Resultados

La mortalidad de los embriones esta reportada en las Tabla 3. y Tabla 4. En la
primera se presenta la cantidad de organismos muertos en cada una de las
concentraciones de TC a las que se expusieron los embriones procedentes de los
progenitores alimentados con el alimento funcional, asi como el porcentaje
representativo de los mismos con respecto al numero total de organismos
expuestos, se puede observar que la mortalidad de los embriones aumenta de
manera dosis-dependiente, asi el maximo porcentaje de mortalidad fue del 31.67%
y se presento en las tres concentraciones mas elevadas. El analisis Logit, en el
software SPSS, estim6 que la CLsp de tetraciclina, para éste grupo, resulté de
5,888.049 ng/L. En la Tabla 5. se resumen el numero de organismos con al menos
una malformacion, el porcentaje que representan con respecto al numero total de
organismos expuestos a cada una de las concentraciones de TC a las que se
expusieron los organismos cuyos padres fueron alimentados unicamente con
alimento comercial. En este caso el numero de embriones con malformaciones no
tuvo un comportamiento dosis-dependiente, ya que fue en aumento en las primeras
concentraciones, desde los 50 ng/L hasta los 300 ng/L, llendo del 33.33% al 56.67%,
respectivamente, para después disminuir en la concentracion de 350 ng/L al 31.67%
y comenzar nuevamente a aumentar desde los 400 ng/L hasta los 500 ng/L de TC.
Asi mismo, el analisis Logit permitié calcular la CEsomaiformaciones, que resulté ser de
1,536.087 ng/L. Con los valores obtenidos de la CLsg y la CEsomalformaciones S€ calculd
el indice teratdgenico de la tetraciclina en este grupo de embriones y resulté de

4.228, lo cual indica que este compuesto es teratogénico.

Por otro lado, en la Tabla 4. se observan los resultados de la mortalidad de los
organismos cuyos progenitores fueron alimentados con alimento comercial, en este
caso el mayor porcentaje de organismos muertos resulté de 38.33% y se presento

a las concentraciones de 350 y 400 ng/L de TC, de manera que en este grupo la
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mortalidad fue en aumenté de manera dosis-dependiente desde a primera
concentracion (50 ng/L) hasta 350 ng/L, el porcentaje se mantuvo en la siguente
concentracion y finalmente disminuye en las dos concentraciones mas altas. La
realizacién del analisis Logit, en el software SPSS, permitié estimar la CLso de
tetraciclina, la cual resulté ser de 3,378.966 ng/L, para éste grupo. El porcentaje de
mortalidad es expresado graficamente en la Figura 3. Donde se puede observar
que hay un mayor porcentaje de organismos muertos en el alimento comercial en
casi todas las concentraciones. En el alimento comercial se puede observar un
aumento en la mortalidad de manera dosis-dependiente desde la concentracion de
50 ng/L hasta los 400 ng/L y comenzd a disminuir en las ultimas dos
concentraciones. Por otro lado, en el uso del alimento funcional con espirulina el
porcentaje de mortalidad fue en aumento con la concentracién de TC en este caso
desde la primera concentracion de 50 ng/L hasta la ultima de 500 ng/L. La prueba t
de Student arrojé que no existen diferencias estadisticamente significativas, con un
nivel de significancia del 5%, ya que el valor de resulté p=0.284, y el valor t= 1.101,
en una prueba de t de dos colas para muestras independientes suponiendo
varianzas iguales. El analisis Logit permitié calcular la CEsomaiformaciones, que resultd
ser de 799.227 ng/L. En este grupo, igualmente, con los valores obtenidos de la
CLso y la CEsomaformaciones S€ calculd el indice teratogenico de la tetraciclina, el cual
en éste caso resulté de 3.833, indicando que también en este grupo la tetraciclina

es considerada como teratogénica.
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Tabla 3. Mortalidad de embriones, alimento funcional.

MORTALIDAD ALIMENTO ESPIRULINA

CONCENTRACION TC Numero de % de Organismos
(NG/L) muertos muertos expuestos

0 2 3.33 60

50 11 18.33 60
100 14 23.33 60
150 13 21.67 60
200 14 23.33 60
250 15 25.00 60
300 16 26.67 60
350 16 26.67 60
400 19 31.67 60
450 19 31.67 60
500 19 31.67 60

Tabla 4. Mortalidad embriones, alimento comercial.

MORTALIDAD ALIMENTO COMERCIAL

CONCENTRACION TC Numero de % de Organismos
(NGIL) muertos muertos expuestos

0 2 3.33 60

50 11 18.33 60
100 16 26.67 60
150 16 26.67 60
200 18 30.00 60
250 22 36.67 60
300 22 36.67 60
350 23 38.33 60
400 23 38.33 60
450 19 31.67 60
500 15 25.00 60
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Figura 3. Grafica de comparacion entre el porcentaje de mortalidad de ambos grupos de

embriones.
Tabla 5. Malformaciones en embriones, alimento comercial.

MALFORMACIONES ALIMENTO COMERCIAL

CONCENTRACION ' Numero de malformados % de malformados Organismos expuestos

0 0 0 60
50 20 33.33 60
100 19 31.67 60
150 25 41.67 60
200 25 41.67 60
250 27 45.00 60
300 34 56.67 60
350 19 31.67 60
400 23 38.33 60
450 28 46.67 60
500 31 51.67 60
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Del mismo modo, el resumen del numero y porcentaje de organismos con al menos
una malformacion cuyos padres fueron alimentados con el alimento funcional se
presenta en la Tabla 6. Para este caso el numero de embriones con malformaciones
aumento desde la primera concentraciéon de 50 ng/L hasta la de 150 ng/L, llendo del
1.67% al 23.33%, respectivamente, pero posteriormente fue disminuyendo con la
concentraciéon de TC, llendo desde el 15.00% a los 200 ng/L hasta alcanzar el 5.00%
en la concentracion de 400 ng/L para finalmente, en las dos ultimas
concentraciones, de 450 y 500 ng/L aumentar ligeramente a un 6.67% en ambas.
La CEsomarformaciones, calculada mediante el analisis Logit en el software SPSS, resultd
de 1,536.087 ng/L.

La Figura 4. muestra de manera grafica la comparacion entre el porcentaje de
organismos malformados de ambos grupos de embriones. Se observa un aumento
en el porcentaje de organismos malformados en el alimento comercial en todas las
concentraciones. En los embriones de padres alimentados con el alimento
comercial se puede observar que el aumento en el porcentaje de organismos con al
menos una malformacion fue de manera dosis-dependiente desde la concentracion
de 50 ng/L hasta la de 300 ng/L, disminuy6 en la de 350 ng/L y comenzé a aumentar
nuevamente a partir de la concentracion de 400 ng/L. Por otro lado, en el caso de
los embriones del alimento funcional el porcentaje de organismos malformados fue
en aumento solo desde la primera concentracién de 50 ng/L hasta la de 150 ng/L,
para posteriormente comenzar a disminuir de desde los 200 ng/L hasta la ultima de
concentracién. Finalmente, la prueba t de Student arrojé que si existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, con un nivel de significancia del
5%, el valor de p resultante fue < 0.001, y el valor de t = 5.432, en una prueba de t

de dos colas para muestras independientes suponiendo varianzas iguales.
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Tabla 6. Malformaciones en embriones, alimento funcional.

MALFORMACIONES ALIMENTO CON ESPIRULINA

CONCENTRACION Numero de % de Organismos
malformados malformados expuestos

0 0 0 60

50 1 1.67 60
100 10 16.67 60
150 14 23.33 60
200 9 15.00 60
250 11 18.33 60
300 8 13.33 60
350 7 11.67 60
400 3 5.00 60
450 4 6.67 60
500 4 6.67 60
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Figura 4. Grafica de comparacion entre el porcentaje de organismos malformados de

ambos grupos de embriones.
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En la Tabla 7. y la Figura 5. se muestran el resumen y los datos en grafica de los
promedios obtenidos en la evaluaciéon de Hermsen, 2011, a los cinco distintos
tiempos de observacion (12, 24, 48, 72 y 96 hpf) en cada una de las concentraciones
de TC a las que fueron expuestos, en este caso del grupo de embriones del alimento
comercial. De acuerdo con la prueba estadistica ANOVA, donde se obtuvo un valor
de p <0.001 y un valor critico para F de 3.819, se concluye que si existen diferencias
estadisticamente significativas en al menos uno de grupos, con un nivel de
significancia del 5%. Posteriormente, la prueba Post Hoc de eleccién fue la prueba
de Tukey, la cual arrojé que las diferencias entre grupos estaban dadas entre el
grupo control y las concentraciones 150, 200, 250, 300, 350, 400 y 450 ng/L.

Tabla 7. Promedios de las puntuaciones de la escala de desarrollo, de acuerdo con
Hermsen, 2011, a los distintos tiempos de observacion, en cada una de las

concentraciones, en el grupo de embriones del alimento comercial.

HERMEN COMERCIAL 12 HPF 24 HPF 48 HPF 72 HPF
CONTROL 0.967 6.767 11.600 14.500
50 NG/L 0.850 5.600 9.500 11.867
100 NG/L 0.683 5.050 8.033 10.783
150 NG/L 0.783 6.200 10.533 10.783
200 NG/L 0.633 5.717 9.383 9.483
250 NG/L 0.567 6.467 7.300 8.783
300 NG/L 0.667 4.517 7.383 8.583
350 NG/L 0.633 4.217 7.500 8.733
400 NG/L 0.600 4.633 7.817 8.717
450 NG/L 0.583 4.750 8.067 9.733
500 NG/L 0.667 6.600 10.917 10.867

Por otra parte, en la Tabla 8. y la Figura 6. se muestran el resumen y los datos en
grafica de los promedios obtenidos en la evaluacién de Hermsen, en cada una de
las concentraciones de TC pero este caso del grupo de embriones del alimento
funcional. La prueba estadistica ANOVA arrojo6 un valor de p= 0.006 y un valor critico

para F=2.510, se concluye que si existen diferencias estadisticamente significativas
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entre al menos uno de los grupos, con un nivel de significancia del 5%.

Posteriormente, en la prueba Post Hoc, prueba de Tukey, se encontré que las

diferencias entre grupos estaban dadas entre el grupo control y las concentraciones

300, 350, 400, 450 y 500 ng/L.

Tabla 8. Promedios de las puntuaciones de la escala de desarrollo, de acuerdo con

Hermsen, 2011, a

concentraciones, en el grupo de embriones del alimento funcional.

los distintos tiempos de observacion,

en cada una de las

HERMSEN ESPIRULINA 12 HPF 24 HPF 48 HPF 72 HPF
CONTROL 0.983 6.883 11.800 14.750
50 NG/L 0.900 5.833 9.967 12.050
100 NG/L 0.700 5.483 9.517 11.300
150 NG/L 0.700 5.600 9.383 11.300
200 NG/L 0.767 5.700 9.350 11.350
250 NG/L 0.900 6.533 9.400 11.167
300 NG/L 0.950 4.883 8.567 10.450
350 NG/L 0.950 5.250 8.600 10.633
400 NG/L 0.917 4.750 8.167 10.133
450 NG/L 0.933 4.983 8.400 10.100
500 NG/L 0.950 6.767 8.200 9.950
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Puntaje general de Hermsen dieta enriquecida
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Figura 5. Puntuaciones de la escala de desarrollo, de acuerdo con Hermsen, 2011, en el
grupo de embriones del alimento comercial.
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Fig. 6. Puntuaciones de la escala de desarrollo, de Hermsen, 2011, en el grupo de

embriones del alimento funcional.
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La Tabla 9. muestra fotografias de las malformaciones mas comunes reportadas
en los embriones de ambos grupos las cuales son: edema pericardico, ausencia de
aleta pectoral, ausencia de cabeza, hemorragia, oscurecimiento del saco vitelino,
ausencia de cola, malformacion de cola, no eclosionado, malformacion de ojo,

malformaciones craniofaciales y malfomacion de corda.

Tabla 9. Malformaciones frecuentemente encontradas en los organismos expuestos a
tetraciclina en ambos grupos de alimento.
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En la Tabla 10. Se muestran las malformaciones que se presentaron a cada una
de las concentraciones de tetraciclina, en cada uno de los grupos de manera
comparativa.

Tabla 10. Malformaciones presentadas en cada concentracién, comparacion de ambos
grupos.
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Discusién

La relevancia de los resultados de este proyecto radica en que se mostré que
concentraciones ambientalmente relevantes de TC (ng/L), son capaces de generar
alteraciones en el desarrollo embrionario y efectos teratogénicos en embriones de

Danio rerio.

En cuanto a estudios de embriotoxicidad y teratogenicidad, se tiene el de Escobar
et al. en 2020, en este caso en C.carpio, donde reportaron una CLso y una CEso de
500.08 y 145.3 mg/L, respectivamente y un IT de 3.44, que resultan ser bastante
mas elevadas que las concentraciones a las que fueron expuestos los embriones
durante este estudio. Es decir, se reportaron malformaciones en Danio rerio desde
concentraciones inferiores que van en el orden de los ng/L, mientras que en C.
Carpio se observan efectos en concentraciones que van en el orden de los mg/L. A
pesar de que las concentraciones fueron muy distintas entre si las malformaciones
identificadas fueron muy similares, siendo las mas recuerrentes en ambos estudios
las malformaciones en la cola, de corda, edema pericardico, escoliosis y

malformaciones del corazon.

En el estudio de Zhang et al. en 2015 la tetraciclina afect6 el desarrollo de los
embriones de manera dosis-dependiente, como en este estudio, sin embargo, ellos
si reportaron un aumento significativo en la mortalidad a la concentracion de 500
mg/L, aunque sus concentraciones fueron mas elevadas (en el orden de los mg/L).
Asi mismo, la CLso que obtuvieron fue de 759.71 mg/L. Por otro lado, comenzaron
a observar efectos desde los 10 ug/L con un aumento considerable en la actividad
de caspasas. En el mismo estudio observaron retraso en el desarrollo, retraso en la
eclosion, acortamiento del cuerpo, deformacion de la cola y deformacion del saco
vitelino a 20 ug/L de TC. De acuerdo con este mismo estudio, Zhang, 2015, el
desarrollo embrionario es especialmente sensible a las especies reactivas de
oxigeno, contribuyendo a un desarrollo anormal de los organismos. Por otro lado,
se sabe que la espirulina induce la actividad antioxidante, lo cual puede contribuir a
disminuir los efectos adversos causados por formacion de ROS, producto del
metabolismo de farmacos por el sistema CYP450 (Abdelkhalek, 2015).
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Asi como los beneficios del alimento en lo embriones se pueden observar en la
disminucion de la presencia de malformaciones, también pueden tener su origen en
las gonadas de la madre, desde donde se puede presentar cierta actividad
antioxidante y protectora por parte de los componentes del alga. Es el caso del
estudio de Mills, en 2005, en el que se realizaron analisis morfoldgicos y
determinacion inmunohistoquimica de vitelogenina (Vtg) en ovarios de pez cebra, la
Vtg al ser un precursor proteico del vitelo es clave para el éxito reproductivo de las
hembras; en condiciones normales, las hembras maduras, producen estrégenos
suficientes para inducir la vitelogénesis, pero la exposicion a quimicos puede
provocar alteraciones (Mills, 2005); sin embargo, une buena alimentacion, asi como
la presencia de antioxidantes en la dieta de las madres podrian disminuir los efectos

adversos en los huevos una vez que éstos son expuestos a contaminantes.

En cuanto al enriquecimiento del alimento, se eligié el alga espirulina, porque se ha
utilizado anteriormente como ingrediente en dietas complementarias para la cria de
peces, camarones y pollos y se ha comercializado como suplemento proteico y
vitaminico para especies acuicolas. Una de las caracteristicas que la hacen de
interés alimentario es que no contiene celulosa en su pared celular y contiene
mureina (mucopolimero de facil digestion por las enzimas digestivas del pescado)
(Teimouri et al., 2013). Ademas es un recurso alimenticio rico en vitaminas,
aminoacidos esenciales, minerales, acidos grasos esenciales (como el acido
linolénico) y pigmentos antioxidantes como los carotenoides y la ficocianina (Lafarga
et al., 2020).

Al contener enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa, asi como sistemas de defensa no enzimaticos (carotenoides,
los tocoferoles, el acido ascérbico y los derivados de la clorofila (Farag et al., 2016)
que ayudan a contrarrestar los efectos de las ROS, la espirulina tiene la capacidad
de prevenir el dafo celular (Abd EI-Baky et al., 2009; El-Tantawy, 2016; Kepekgi et
al., 2013).
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Ademas, la dieta enriquecida con espirulina tiene como beneficio un aumento en la
producciéon de ovocitos en un 220%, asi como un aumento en los ovocitos
fertilizados obtenidos en un 442%, en este estudio, estos datos concuerdan con los
de Gulroy et al.,, 2012, en cuyo estudio la tasa de produccién de ovocitos en
comparacion con el grupo control aumentdé de 101 a 346 ovocitos por hembra y

aumento la tasa de eclosion del 71.28% al 97.68%.

Sin embargo, se debe destacar que el efecto protector del alimento sobre la
embriotoxicidad y teratogenicidad no se debe solo al enriquecimiento con espirulina,
sino que la dieta también contiene otros componentes ayudan a contrarrestar la
toxicidad del farmaco, como vitaminas (A, B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12, D3y E) y
minerales (Ca, Cu, Mg), estas sustancias también actuan como captadores de las
ROS en células y en las macromoléculas susceptibles a la oxidacion. La dieta
también contiene selenio que se ha asociado con actividad antioxidante y con el
fortalecimiento del sistema inmunoldgico (Chu et al., 2010; Farag et al., 2016;
Ramadan et al., 2008; Sahin et al., 2002) .

Aunado a lo anterior, en 2020, el estudio de Calabrd reporté que una alimentacion
con espirulina durante 40-60 dias en hembras de Danio rerio propicié un mayor
numero de ovocitos maduros en la gonada de las hembras adultas, esto en
comparacion con el grupo control, que no fue alimentado con espirulina:
concluyendo que, efectivamente, los aditivos alimentarios pueden mejorar la
fertilidad en los peces, e incluso podria estar relacionado con una mayor tasa de

supervivencia de estos ovocitos una vez que son fecundados.

Una de las malformaciones que se encontré con mayor prevalencia fue el retraso
en la eclosion o la no eclosion, la cual esta definida como la incapacidad de los
embriones para romper el corion (Osman, 2007). Asi mismo, estas alteraciones en
la eclosién induciran la muerte de los embriones, ya que no podran alimentarse una
vez que agoten las reservas del saco vitelino. Esta incapacidad para eclosionar
puede ser causada por diferentes factores, entre ellos se encuentran las

malformaciones en la cola, debido a que, al no estar en la posicion adecuada o con
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la longitud necesaria, no tiene la fuerza para romper el corion y asi poder eclosionar.
Ademas, la enzima corionasa (responsable de la descomposicién del corion) se

inhibe ante la presencia de ROS o de dano oxidativo.

Las posibles causas de las malformaciones se describen a continuacién. De
acuerdo con estudios previos la exposicion a concentraciones bajas y continuas de
TC puede generar una inhibicion de las enzimas involucradas en el desarrollo como
CYP26, conduciendo a alteraciones en los procesos de migracion, diferenciaciéon y
maduracion de las células de la cresta neural. Y ya que estas células son las
responsables de la formacion de cartilago y hueso en el esqueleto de la cabezay la
formacién del sistema esquelético en los peces lo anterior podria explicar las
alteraciones como la ausencia de cabeza y de cola, asi como las malformaciones
en las mismas estructuras (Hermsen et al., 2012; Menegola et al., 2006; Staal et al.,
2018). También en el estudio de Zhang et al. en 2015 se observaron células
apoptoéticas en la cola, posible causa de las malformaciones de cola o de un

acortamiento de ésta.

Por otra parte, la expresién del gen df6 (factor de diferenciacion del crecimiento 6)
es fundamental para el desarrollo y buen funcionamiento del ojo de D. rerio, y
anteriormente, en el estudio de Zhang en 2015, se reporté que la exposicién a TC

a concentraciones de 5, 10 y 20 ug/L en embriones de pez cebra inhibe dicho gen.

Otra de las malformaciones observadas fue malformacion del saco vitelino, la cual
podria generar un mantenimiento deficiente del gradiente osmotico en el embrion,
resultando en una absorcién excesiva de agua y por lo tanto en edema (Kimmel et
al., 1995), de esta manera se puede explicar la presencia de edema pericardico
también (Hollert et al., 2003). El edema pericardico es una malformacién que
compromete la integridad del embridn, debido a que la acumulacion de liquido en el
intersticio del pericardio aumenta el tamafio del corazén y su contraccién cardiaca,
lo que puede tener como consecuencia la muerte del organismo (Zodrow et al.,
2004).
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Por otro lado, la hiperpigmentacién del saco vitelino puede explicarse por la
formacién de ROS por exposicion a TC, la presencia de estas especies favorece la
alteracion de la proteina scl24a5, generando la acumulacion de calcio y alterando
los canales de calcio transmembrana, afectando el proceso de melanogénesis, que
se pueden observar como una acumulacion de melanocitos y melanoblastos en el
saco vitelino (Lamason et al., 2005; Mugoni et al., 2014). También estas especies
prooxidantes tienen la capacidad de generar dafio cardiovascular con el desarrollo
de trombos y alteraciones en los niveles de fibrindgeno lo que favorece hemorragias
(Han et al., 2015).

El desarrollo embrionario fue evaluado de manera semicuantitativa con la escala de
Hermsen, los efectos adversos que tuvo el aumento de la concentracion del
farmacos sobre las carcateristicas a evaluar pueden estar relacionados con la
capacidad de TC para alterar la senalizacion REDOX (Wang et al., 2020; Yang et
al., 2020; Zhang et al., 2015), ya que esta juega un papel fundamental en el proceso
de embriogénesis. Debido a que en este periodo se producen modificaciones del
potencial REDOX, las cuales conducen a las células hacia la proliferacion o la
diferenciacion, muerte celular programada o necrosis, sin embargo las alteraciones
en el estado oxidativo de la célula pueden modificar las etapas antes mencionadas
(Dennery, 2007; Hansen, 2006; Schieber et al., 2014; Timme-Laragy et al., 2018).

Ademas, la exposicion a TC se ha asociado en estudios anteriores con dafio al ADN,
alteracion del estado de las enzimas antioxidantes, alteraciones de la microbiota
intestinal en varias especies de peces, entre ellos Onchorynchus mykiss, Labeo
rohita, Oreochromis niloticus y Danio rerio (Almeida et al., 2019; Ambili et al., 2013;
Limbu et al., 2018; Rodrigues et al., 2018; Yu et al., 2019). Este dafio al material
genético y las alteraciones, se han relacionado con el aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y con la apoptosis celular. Por su parte el aumento en
las ROS durante el desarrollo embrionario puede afectar al gen p53, el cual actua
como modulador y coordinador del ciclo celular (Li et al., 2011). Ademas, el aumento

de ROS se relaciona con alteraciones en la respuesta antioxidante innata lo cual
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propicia condiciones prooxidantes en las células, favoreciendo la lipoperoxidacion,
dafo al ADN, alteracion de diferentes cascadas de sefalizacion, disrupcién en la

expresion génica y alteracion de proteinas (Gémez -Olivan et al., 2012).

Los resultados de este trabajo muestran que la presencia de TC en el medio
representa un riesgo es para las especies acuaticas, y debido a que es un antibiético
ampliamente consumido que se encuentra presente en cuerpos de agua en
concentraciones desde los ng/L hasta los ug/L se debe considerar de importancia y
prioridad la necesidad de establecer un marco regulatorio para este tipo de

sustancias.
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Conclusiones

La alimentacion enriquecida de los progenitores redujo los efectos toxicos inducidos
por la exposicion a tetraciclina sobre los embriones de D. rerio, al disminuir la
frecuencia de malformaciones en los organismos.

Se encontrod la prevalencia de 11 principales malformaciones presentes en ambos

grupos expuestos a TC.
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