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RESUMEN
En la ultima década, los B-bloqueadores como el MTP han sido frecuentemente
detectados en las aguas superficiales de cuerpos de agua, asi como en las aguas
municipales, en concentraciones que van desde ng/L a pg/L. Existen pocos estudios
de los efectos téxicos que este grupo de medicamentos puede producir en
organismos acuaticos. Por lo anterior el objetivo de este estudio es evaluar el riesgo
toxicoldgico inducido por metoprolol en la carpa comun Cyprinus carpio empleando
biomarcadores de estrés oxidativo. Para dicho fin se determinaron marcadores de
oxidacion celular: como el contenido de hidroperéxidos (HPC), grado de
lipoperoxidacion (LPX) y contenido de proteinas carboniladas (PCC) y la actividad
de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT).
Ademas, se determiné la concentracion del metoprolol y O-desmethyl metoprolol
por la técnica de electroforesis capilar (EC) en agua, branquias, higado, rifion,
cerebro y sangre de la carpa y los factores de bioconcentracién parciales de estos
compuestos. Los resultados mostraron que la carpa bioconcentra el metoprolol y su
metabolito en los diferentes 6rganos evaluados, principalmente en higado vy
branquias. En referencia a los biomarcadores de estrés oxidativo: HPC, LPX, PCC
y las enzimas SOD y CAT se incrementaron de manera significativa en la mayoria
de los diferentes tiempos de exposicion y en los 6rganos evaluados. Los resultados
de este estudio demuestran que el metoprolol y su metabolito generan estrés
oxidativo en el teledsteo Cyprinus carpio y que la presencia de estos compuestos

en los cuerpos de agua son un riesgo para las especies acuaticas.

11
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ABSTRACT
During the last decade, [3-blockers such as metoprolol (MTP) have been frequently
detected in surface water, aquatic systems and municipal water at concentrations of
ng/L to pg/L. Only a small number of studies exist on the toxic effects induced by
this group of pharmaceuticals on aquatic organisms. Therefore, the present study
aimed to evaluate the toxicological risk associated with MTP in the common carp
Cyprinus carpio, using oxidative stress biomarkers. To this end, indicators of cellular
oxidation such as hydroperoxide content (HPC), lipid peroxidation (LPX) and protein
carbonyl content (PCC) were determined, as well as the activity of the antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). Concentrations of MTP
and its metabolite O-desmethyl metoprolol were determined by capillary
electrophoresis (CE) in water as well as carp gill, liver, kidney, brain and blood, along
with the partial bioconcentration factors of these compounds. Results show that carp
bioconcentrates MTP and its metabolite in the different organs evaluated,
particularly liver and gill. As regards the oxidative stress biomarkers: HPC, LPX, PCC
as well as SOD and CAT activity all increased significantly at most exposure times
in all organs evaluated. Results indicate that MTP and its metabolite induce oxidative
stress on the teleost C. carpio and that the presence of these compounds in water

bodies constitutes a risk for aquatic species.

12
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l. INTRODUCCION

1.1 Agua
El agua es un elemento fundamental en el planeta, es indispensable; no tiene
sustituto y no se conoce forma de vida que prescinda de ella. El agua es un factor
gue regula el clima del planeta, esculpe y permite la existencia de los ecosistemas

y de la humanidad (Garcia-Rodriguez, 2009).

En el planeta, la proporcion de agua representa el 75% de la superficie total, pero
no toda esta presente en el planeta en condiciones O0ptimas para el uso humano. El
97% es salada, y solo el 2.5% restante es dulce y esta distribuida en rios, lagos,

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

No sabe, no huele, no tiene color son quizds algunas de las caracteristicas mas
conocidas del agua. Debe recordarse que las cualidades de inodora, insipida e
incolora corresponden al agua quimicamente pura (que en la naturaleza no se
encuentra como tal, pues siempre tiene sales minerales y otros compuestos en

distintas proporciones) (Garcia-Rodriguez, 2009).

El rapido desarrollo de la humanidad ha conllevado al uso descontrolado del agua
gue es empleada para distintas actividades tales como: agricultura, mineria,
industria, uso doméstico, y uso en hospitales. El deterioro en su calidad por el

ingreso de contaminantes ha generado impacto en los ecosistemas acuaticos, asi

13
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como en la disponibilidad para su consumo humano (CONAGUA, 2015; Hiriart,

2015: SAGAN, 2007).

1. 2 Contaminacién
La contaminacion es la introduccion de cualquier sustancia o forma de energia con
potencial para provocar dafos, irreversibles o no, en el medio inicial (Alloway &

Ayres, 1993).

Se denomina contaminacién ambiental a la presencia en el ambiente de cualquier
agente (fisico, quimico o biolégico) o bien de una combinacién de varios agentes en
lugares, formas y concentraciones tales que sean o puedan ser nocivos para la
salud, la seguridad, el bienestar de la poblacion, o que puedan ser perjudiciales para
la vida vegetal y/o animal, impidiendo el uso normal de las propiedades y lugares

de recreacion y goce de los mismos (Alloway & Ayres, 1993).

La contaminacién ambiental es una consecuencia indeseable que se presenta en
formas muy diversas, asi como asociaciones y sinergismos dificiles de prever, que
afectan no solo la salud humana, sino también a la integridad de los ecosistemas,
pudiendo ocasionar dafios ecoldgicos irreversibles, como la perdida de la

biodiversidad de flora y fauna.

Debido a que los contaminantes afectan al ecosistema, suelen clasificarse de

diversas formas, entre ellas por el tipo de contaminante, por su origen o por el medio

14
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gue contamina, destacando dentro de estos, el medio acuético debido a su

importancia para la vida.

1. 2. 1 Contaminacion del agua
Los niveles de contaminacion en los cuerpos de agua han ido creciendo de manera
peligrosa debido a las actividades urbano-industriales y representa un problema
ambiental para las sociedades del mundo (Alloway & Ayres, 1993). Se considera
contaminacion a la adicion de cualquier sustancia al agua en cantidad suficiente
para producir dafio alguno a la flora y fauna. (SAGAN, 2007). Debe considerarse
que el agua estd contaminada, cuando su composicién o su estado estan alterados
de tal modo que ya no reldnen las condiciones para su uso a las que se hubiera

destinado en su estado normal (OMS, 1997).

La aparicion de elementos no deseables y toxicos, y la variacion en la concentracion
de los constituyentes comunes tiene su origen en el denominado ciclo de agua
(Figura 1), en el cual confluyen distintos compartimentos ambientales y actividades
humanas donde se produce la contaminacion del agua, o mejor dicho la alteraciéon
de su calidad. De acuerdo con este, las principales vias de entrada de
contaminantes en el medio ambiente acuatico son las aguas residuales, entre las
gue se incluyen las urbanas, industriales y las de origen agricola o ganadero

(Barcel6 & de Alda, 2009).

15
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Figura 1. Ciclo del agua (Barcel6 & de Alda, 2009

1. 2. 2 Tipos de contaminantes del agua
El agua contaminada presenta alteraciones (1) quimicas, (2) fisicas y (3) bioldgicas.
Los contaminantes quimicos comprenden tanto productos quimicos organicos como
inorganicos. El aspecto fundamental resultante de la contaminacién por compuestos
organicos es la disminucion de oxigeno como resultante de la utilizacion del
existente en el proceso de degradacion biolégica de dichos compuestos (Ramalho,
1996). Lo que corresponde a contaminantes fisicos incluyen cambios térmicos
(contaminacién térmica), el color, la turbidez, suspensiones, espumas y reactividad.
Los contaminantes biolégicos son seres vivos que provocan enfermedades en el
hombre u otras especies. Dentro de este tipo de contaminantes se encuentran las
bacterias, parasitos situados en desechos biologicos que estan presentes en el

ambiente (Nemerow, 1971).

16



ESTRES OXIDATIVO Y GENOTOXICIDAD INDUCIDO POR METOPROLOL EN Cyprinus carpio

La contaminacién de las aguas puede tener un origen natural o un origen antropico.
Este ultimo se produce a causa de las diversas actividades desarrolladas por el ser
humano, las cuales son la principal fuente de contaminacién de las aguas, ya que
el desarrollo y la industrializacion conllevan un mayor uso del agua y una gran

generacion de residuos, muchos de los cuales van a parar a ésta.

Las principales fuentes de contaminacion de origen antrépico de las aguas son:
Los vertidos de aguas residuales urbanas, como son las domiciliarias, las

negras y la de limpieza, fundamentalmente.

Los vertidos de explotaciones ganaderas. Aportan estiércol y orines con
contaminantes como microorganismos patdgenos, solidos en suspension,

materia organica, nitrégeno y fosforo.

Los vertidos de aguas residuales agricolas. Incluyen fertilizantes inorganicos,

plaguicidas diversos (DDT), herbicidas, sales del agua de riego, etc.

Los vertidos industriales. Las industrias utilizan agua para varios fines

(procesado, refrigeracion, transporte, disolvente, etc.).

Algunas industrias son especialmente contaminantes: la del refinado del petrdleo,
gue genera aguas con cianuros, grasas, fenoles, solidos, téxicos diversos y alcalis,
la industria papelera, textil y de curtidos que general residuos quimicos organicos,
y las industrias quimicas y farmacéuticas, que vierten metales pesados, material

guimico toxico y biologico (Garcia-Rodriguez, 2009).

17



ESTRES OXIDATIVO Y GENOTOXICIDAD INDUCIDO POR METOPROLOL EN Cyprinus carpio

1. 2. 3 Contaminacion del agua en México
En México los problemas de calidad del agua son severos y tienen un fuerte rezago
en su atencion comparados con los relativos a la cantidad y a la provision de
servicios a la poblacion. México ocupa el lugar 106 entre 122 paises evaluados a
partir de un indicador de calidad del agua por el Programa de las Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (PNUMA). Esta evaluacién coloca a México como un pais
cuya calidad del agua debe ser una prioridad de la politica hidrica. México enfrenta
actualmente graves problemas de disponibilidad, desperdicio y contaminacion del

agua (SEMARNAT-CNA, 2015).

1. 3 Contaminantes Emergentes

El estudio de los contaminantes emergentes, se encuentra entre las lineas de
investigacion prioritarias de los organismos dedicados a la proteccion de la salud
publica y medioambiental, tales como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la Agencia para la Proteccién del Medio Ambiente de Estados Unidos (EPA), o la

Agencia Europea de Medicina (Petrovic et al., 2003).

El término de contaminantes emergentes se utiliza para referirse a compuestos de
distinto origen y naturaleza quimica, cuya presencia en el medio ambiente no se
considera significativa en términos de distribucion y/o concentracion, por lo que
pasan inadvertidos y no se encuentran legislados ambientalmente; no obstante,

ahora estan siendo ampliamente detectados y tienen el potencial de producir

18
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impacto ecoldgico, asi como generar efectos adversos sobre la salud de los

hidrobiontes (Barcelé & Lopez, 2007).

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

incluidos en la lista de sustancias prioritarias en el agua (Petrovic et al., 2003).

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

posibles consecuencias de su presencia en el medio ambiente) se encuentran:

Los retardantes de llama bromados
Los farmacos
Las drogas de abuso, y

Los metabolitos y/o productos de degradacion

Los farmacos, de entre todos los contaminantes emergentes, son los que
probablemente suscitan mayor preocupacion. El consumo de farmacos en los
paises de la Union Europea y Continente Americano se cifra en toneladas (Jones et
al., 2002), de entre los farmacos mas prescritos destacan los

analgésicos/antiinflamatorios como el ibuprofeno, los antibiéticos como la
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amoxicilina, y los antihipertensivos como el metoprolol (MTP) (Hernando et al.,

2006).

1. 3. 1 Contaminacion del agua por productos farmacéuticos
Los farmacos son componentes biolégicamente activos, empleados para
restablecer la salud tanto de los seres humanos como de los animales. Estas
sustancias pueden tener respuestas inesperadas en organismos menores debido a

diferencias farmacocinéticas y farmacodindmicas (Fent et al., 2006).

Los farmacos pueden ser introducidos al ambiente (Figura 1) después de su uso en
pacientes y animales, ya que son excretados de forma inalterada o como
metabolitos a través de la orina o las heces en las descargas de agua doméstica
hacia rios y lagos. Aunque una pequefia parte de estos productos puede ser
removida por plantas de tratamiento de agua (Jemba, 2006; Zuccato et al., 2006;

Lange y Dietrich, 2002).
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Figura 2. Destino de los productos farmacéuticos hacia el ambiente (Jones et al.,

2004).

1. 3. 2 Legislacion ambiental en materia de contaminantes emergentes
Los requerimientos legales en algunas regiones como Estados Unidos, Europa y
Canada, exigen una valoracién del riesgo ambiental para los nuevos farmacos que
van a ser introducidos al mercado, para la cual se les realizan estudios toxicolégicos

(Lange & Dietrich, 2002).

La agencia europea de medicina publicé una guia para la evaluacion del riesgo
ambiental de productos farmacéuticos de uso humano, en la cual se especifican las

condiciones generales y los procedimientos para su realizacion (EMEA, 2006).
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En la actualidad en México no se cuenta con una legislacion que regule la presencia
de productos farmacéuticos tales como el metoprolol en el medio ambiente, y

muchos menos limites permisibles para estos.

En los ultimos afos el gobierno Mexicano ha realizado esfuerzos para mejorar su
politica ambiental, como su inclusion a finales de la década de los noventas a la
“Red Internacional para la Estandarizacion e Inter-calibracion de una Bateria de
Métodos para probar la Toxicidad Acuatica” (WaterTox Network) y la publicacién en
2007 por parte del Instituto Nacional de Ecologia de metodologias detalladas de
bioensayos en organismos acuaticos y terrestres, incluyendo muchas especies
nativas, para la medicion del riesgo ambiental; sin embargo los avances en el campo
de ecotoxicologia son lentos comparandolos con los paises desarrollados debido a
los limitados recursos econdémicos y a los escasos recursos humanos y de

infraestructura destinados para este fin (Mendoza Cantu et al., 2007).

La gran mayoria de contaminantes provienen de los desechos industriales y vertido
de plantas tratadoras de agua, es importante mencionar que en México no existen
programas que evaluen la toxicidad de los efluentes de plantas tratadoras de agua,
simplemente se evalla la calidad de los efluentes a través de parametros
fisicoquimicos. Por ley, las regulaciones ambientales deben ser revisadas cada
cinco afios y actualmente se esta analizando el uso de una bateria de bioensayos,
como una mejor opcién y mas barata para proteger los ambientes acuaticos y sus

organismos (Mendoza Cantu et al., 2007).
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1. 4 Antihipertensivos
Los antihipertensivos se mantienen como una de las drogas mas prescriptas en
Estados Unidos de América para tratar complicaciones del sistema cardiovascular,
principalmente la hipertension arterial. Estos constituyen un grupo muy amplio de
farmacos dentro de los cuales se destacan: el calcio-antagonista, los inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los [3-bloqueadores, entre otros (He

& Whelton, 1997).

1. 4. 1 B-Bloqueadores
Los p-bloqueadores son también llamados agentes bloqueadores beta-
adrenérgicos, antagonistas beta-adrenérgicos o antagonistas beta. La mayoria de
los betabloqueadores son antagonistas puros, es decir, la unién del medicamento
al receptor no lo activa, aunque algunos son antagonistas parciales, causando
activacion limitada del receptor, aunque es una activacion considerablemente

menor que los agonistas completos (Katzung, 2007).

Los betabloqueantes son antagonistas de las acciones enddgenas de las
catecolaminas adrenalina y noradrenalina, en particular sobre el receptor
adrenérgico-3, parte del sistema nervioso simpatico. Existen tres tipos de receptores

3, designados como 31, B2y 3.

El receptor B1 esta localizado principalmente en el corazon y los rifiones, el 2 en
los pulmones, tracto gastrointestinal, higado, utero y la vasculacion del musculo liso

y musculo cardiaco, mientras que el receptor 33 esta localizado en el tejido adiposo.
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El acebutolol (tiene actividad simpaticomimética intrinseca), atenolol, betaxolol,
bisoprolol, celiprolol, esmolol, nebivolol y metoprolol, son algunos (-bloqueadores 1

selectivos o cardioselectivos que actuan preferentemente sobre receptores 1.

1. 5 Metoprolol

HsCO

Figura 3. Estructura quimica del metoprolol

Nombre quimico: (RS)-1-(isopropylamino)-3-[4-(2-methoxyethyl)phenoxy]

propan-2-ol.

Férmula quimica: CisH2sNOs

Peso molecular: 267.364 mg/mol

Log Kow (coeficiente de reparto octanol-agua): 1.88
Log D (Coeficiente de distribucion) (pH 7.4): 1.88
Solubilidad en agua: 10 mg/mL (20 °C)

Dentro de los B-blogueadores se encuentra el metoprolol (MTP), un -blogqueador

adrenérgico, B1-selectivo (cardioselectivo), recetado para tratar la presion arterial
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alta (hipertension), también es indicado para aliviar la angina (dolor de pecho) y para
prevenir que se presenten ataques al corazon (Fang et al., 2004). Posee un caracter
moderadamente lipofilo, carece de actividad simpaticomimética y tienen una débil

actividad como estabilizador de membrana.

1. 5. 1 Estabilidad del metoprolol
Lubes (2009) realiz6 un modelaje molecular para explicar la biotransformacién del
MTP empleando el método semiempirico PM3 (Parametric Method 3), considerando
los mapas de potencial electrostatico, energias LUMO-HOMO, momentos dipolares,
calores de formacion y coeficiente de particion. Ellos concluyen que los tres
principales metabolitos del MTP son O-desmethyl metoprolol (O-DMM), N-dealkyl

metoprolol, y el a-hydroxy metoprolol (a-OHM).

Ellos también concluyen que los metabolitos del MTP poseen entalpias de formacion
mas negativas que el mismo MTP sugiriendo que este farmaco puede ser
degradado facilmente en cualquiera de sus metabolitos ya que son mas estables

termodindmicamente.

El proceso de biotransformacion del MTP es llevada a cabo por la intervencién del
CYP450. Belpaire et al. (1998), reportaron que la biotransformacion del MTP en
microsomas humanos es realizada especificamente por la isoenzima CYP2D6. Asi
mismo Hoffmann et al., (1980) reportaron que la subfamilia CYP2D6 es responsable

de la biotransformacion del aproximadamente el 70 % del MTP y que los principales
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metabolitos de biotransformacién son: O-DMM (65%), a-OHM (10%) y NDAM

(<10%).

Stegeman y Livingstone (1998), han identificado familias de genes del CYP450 en
diversas especies de peces, entre ellas la carpa comun, las subfamilias encontradas
fueron CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP11, CYP17 y CYP19, y especificamente la
subfamilia CYP2D6. Los resultados de nuestro estudio comprueban que el MTP se
biotransforma a O-DMM, sugiriendo que la via de transformacién en la carpa es

similar a la de los humanos.

H
o -hydroxylatson

E OH -
)\X/ . ﬁ -
: CYP2IDs HCH

(T HS

O =Y DO Y ME TP RO O

L) |
AIE TP RO, CNEETNG, S

CYP3A,
CYPT?T

oxidative '\I
deamination OH
CHH
+ OO oxidation
4

CHEH

{MCH 3

MN=IDEALKYLNMNMETCYPROYLOYL. L‘H"C{}-C}I-[

METOPROLOL ACTINIC
MAFE T ATCYLITE

Figura 4. Biotransformacion del metoprolol en el citocromo p450
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En la fase | de la biotransformacion, el MTP sufre una O-desmetilacion. En este
proceso, se forma un complejo terciario denominado oxicitocromo P450 (Oq-
CYP450-Fe?*-MTP), este complejo puede disociarse dando lugar al radical anién
superodxido (O2-), regenerandose la proteina férrica (CYP450-Fe3*-MTP) con la
subsecuente liberacion de H202 (Park et al. 1995). Al final del proceso se produce

el principal metabolito O-desmetilmetoprolol.

En lo que respecta a los procesos abiodticos, se ha ampliamente reportado la
importancia de la radiacién solar o fotocatalisis en la degradacién del metoprolol. En
la literatura se reporta que el metoprolol requiere estar 620 horas a la accion de la
luz solar para alcanzar su degradacién completa, horas que superan por mucho a
lo reportado en otros bloqueadores como los son el atenolol y propanolol, ambos

con un tiempo estimados de 100 horas aproximadamente.

Romero y colaboradores en el 2011 investigaron la degradacion de metoprolol y
propranolol por fotocatélisis. Los experimentos fotocataliticos se llevaron a cabo con
0,4 g/L de TiO2 como catalizador, 50 mg/L de ambos farmacos y una lampara de

xendén como fuente de irradiacion.

El metoprolol y propranolol se eliminaron por completo después de 300 y 360 min
de irradiacion, respectivamente. Se realizaron ensayos de biodegradabilidad y
toxicidad para evaluar la idoneidad del tratamiento fotocatalitico. Las muestras no
tratadas no eran biodegradables mientras que las muestras tratadas eran

biodegradables a través de la oxidacion promovida por los radicales hidroxilo. La
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biodegradabilidad del metoprolol fue mas rapida en comparacion con el propranolol.

La toxicidad de la metoprolol se redujo desde el principio del tratamiento.

1. 5. 2 Farmacodinamia
El metoprolol es un antihipertensivo, antianginoso y antiarritmico, bloqueador 31
adrenérgico (cardioselectivo) con nula actividad simpaticomimética intrinseca y
escasa o0 nula accion estabilizadora de membrana. El blogueo 3 le confiere actividad

cronotropa e inotropa.

Este farmaco reduce el efecto de las catecolaminas en el musculo cardiaco
causando una reduccion de la frecuencia y contractibilidad cardiaca, dando como
resultado la reduccién del gasto cardiaco, la presion arterial y el consumo de

oxigeno miocardico (Carretero, 2008).

1. 5. 3 Farmacocinética
Absorcion: se absorbe rapido y completamente en el tracto gastrointestinal.

Posee importante efecto de primer paso.

Distribucion: Biodisponibilidad de 40 a 50 %. Las concentraciones
plasmaticas maximas varian ampliamente y se alcanzan entre 1,5y 2 h
después de una dosis oral Unica. Es moderadamente liposoluble. Se
distribuye de manera amplia, atraviesa las barreras hematoencefalica y
placentaria y alcanza la leche materna. Se une poco a proteinas plasmaticas

(8-12 %).
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Biotransformacion: Se metaboliza principalmente en el higado por el
CYP450 subunidad 2D6 a traves de O-desmetilacion, O-desalquilacion,

seguida de oxidacion e hidroxilacion alifatica.

Excrecion: Los metabolitos se eliminan por la orina con pequeias
cantidades de metoprolol inalterado. La velocidad de hidroxilacion esta
determinada por polimorfismo genético, el tiempo de vida media en

hidroxiladores rapidos es 3-4 h, mientras que los lentos es 7 h.

1. 6 Mercado del metoprolol
Se estima que el consumo de B-bloqueadores a nivel mundial se encuentra entre
100,000y 200,000 toneladas anuales. En los ultimos afios, el MTP se incluyé dentro
de las 200 drogas mas vendidas en Estados Unidos de América, con una produccion
anual de entre 100-150 toneladas, con una derrama econdmica de $21,8 billones
de ddlares (Lamb, 2007). En el afio 2004, solamente en Alemania fueron vendidas
alrededor de 98,1 toneladas de MTP (Schwabe & Paffrath, 2004), siendo una de las
drogas mas administradas después del propanolol dejando una ganancia estimada
de $1,7 billones de euros (Lemmer, 2006). Con respecto a Latinoamérica, México
es el pais con mayor demanda y consumo per capita de metoprolol, con un mercado
de 69 toneladas anuales (ProMéxico, 2013). Este elevado consumo esta
relacionado con el alto indice de obesidad y enfermedades cardiovasculares en la

poblacion que presenta el pais.
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El reporte de ventas, consumo y producciéon de metoprolol a nivel mundial se

representa en la siguiente tabla:

Tabla 1
Ventas de metoprolol alrededor del mundo
Localidad Cantidad (kg) Referencia
Estados Unidos 100-150 (Lamb, 2007).
Alemania 98.1 (Schwabe & Paffrath, 2004)
México 69 ProMéxico, 2013

1. 7 Ocurrencia del metoprolol en el agua
En base a los datos anteriores es importante destacar que, durante la Ultima década,
los B-bloqueadores como el MTP han sido frecuentemente detectados en las aguas
superficiales de cuerpos de agua, asi como en las aguas municipales,
principalmente en Estados Unidos, Alemania y México, reportando concentraciones

gue van desde ng/L a pg/L (Kimmerer, 2010).

Actualmente los datos de ocurrencia de este compuesto en el ambiente son
escasos, debido a que no hay una legislacion que promueva el seguimiento de su
presencia y concentracién en el ambiente, por lo mismo adn no existe una
metodologia establecida para su determinacion en las diferentes matrices

ambientales.

En la siguiente tabla se muestran hallazgos de diversos autores de la presencia de

metoprolol en distintos cuerpos de agua (Ver tabla 2).
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Tabla 2. Concentraciones de metoprolol encontradas en distintas
localidades
Pais Cuerpo de Agua Concentracion Referencia
Estados Unidos Aguas Residuales 170-520 ng/L Temes (1998)
Alemania 220 ng/L
Italia 0.1 pg/L
: Efluentes de plantas Andreozzi
Francia 0.8 pg/L
tratadoras de agua (2003)
Suecia 0.39 ug/L
Grecia 0.1 ug/L
México Valle del Mezquital 200-290 ng/L Siemens (2007)

1. 8 Toxicidad del metoprolol en diversas especies acuaticas
A pesar de contar con diversas concentraciones reportadas de MTP alrededor del
mundo, en los ambientes acuaticos, pocos estudios han constatado los efectos
toxicos de este compuesto en organismos presentes en los cuerpos de agua,
probablemente porque no esta descrita como una sustancia téxica importante en la

literatura cientifica.
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Tabla 3
Efectos toxicos del metoprolol en distintas especies

Autor Investigacion

CLso de 150 mg/L en embriones de Danio rerio.
Van den Brandhof, 2010 _
Reportando malformaciones en cabeza y cola.

Modificacion de la actividad enzimatica
Contardo-Jara et al., 2010 antioxidante de Dreissena polymorpha expuesta a
534.37 ug/L durante 4y 7 dias.

CLso de 167 mg/L en embriones de Danio rerio.
Sun et al., 2013 Reportando variaciones en los latidos del corazén,

malformaciones en los embriones.

CLso de 130 mg/L en trucha arcoiris Oncorhynchus

Moermond, 2014 .
mykiss y NOEC de 32 mg/L.

LOEC de 15 mg/Ly NOEC de 7,5 mg/Lalas 72 h

Moermond, 2014 _ _ _
en Pseudokirchneriella subcapitata o alga verde.

1. 9 Ecotoxicologia y bioensayos
La ecotoxicologia es la disciplina a partir de la ecologia y la toxicologia que se ocupa
del estudio del efecto y destino de los agentes toxicos en los ecosistemas,

incluyendo el ciclo completo de la contaminacién (Larrain, A., 1995).

La liberacion de sustancias toxicas en los ecosistemas acuaticos produce una
variedad de respuestas complejas en los organismos, las cuales deben de ser
evaluadas y controladas mediante “bioensayos de toxicidad”, que son técnicas de
evaluacion de los efectos toxicos agudos o cronicos, tanto de sustancias quimicas
conocidas como de muestras ambientales de composicion incierta. Estas pruebas

de toxicidad tienen como objetivo medir el efecto de uno o mas contaminantes sobre
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las especies y consiste en la exposicion de los organismos de ensayo a
concentraciones crecientes de un agente téxico con el objetivo de determinar algun
cambio en éstos en cierto periodo de tiempo (Castillo et al., 2000; Larrain, A., 1995).
Actualmente se han desarrollado una gran variedad de bioensayos en muchos
diferentes paises; estos bioensayos son generalmente, rapidos, simples y
econdémicos de realizar, ademas de que permiten evaluar los diferentes tipos de
respuestas (aguda, crénica, reproductiva, genotdxica, entre otras) en especies de

diferentes niveles tréficos.

Los ensayos en animales tienen mudltiples ventajas; una de ellas es que son
realizados bajo condiciones rigurosamente controladas y se puede establecer una
relacion causal entre la exposicion al agente y el efecto producido de forma
concluyente. Ademas, es posible identificar el mecanismo de accion de los toxicos
por el andlisis del dafio producido tanto a los animales de ensayo como a sus tejidos
(Moreno, 2003). Los bioensayos se llevan a cabo frecuentemente en especies
aisladas, que se eligen considerando su distribucion geografica, su importancia
ecoldgica y econOmica, la duracién de su ciclo de vida, su talla maxima, asi como

la sensibilidad de su respuesta (Espina & Vanegas, 1996; O connor, 1994).

Los objetivos principales de los bioensayos son:

Predecir los efectos toxicos agudos y subletales de los contaminantes de

los ambientes acuaticos.
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Comparar la sensibilidad de una o mas especies a varios toxicos o al

mismo.

Establecer la toxicidad de las sustancias y de los efluentes.

Proporcionar elementos para la regulacion de las sustancias evaluadas

(Valdés Alanis et al., 2009).

1. 10 Bioindicador
La denominacién de una especie como indicadora requiere de conocimiento previo
respecto a su composicion comunitaria bajo condiciones normales, incluyendo el
ciclo de vida de las especies, su estacionalidad y sus variaciones naturales, de
manera que sea posible comparar las condiciones antes y después de una

perturbacion ambiental (Raz-Guzman, 2000).

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

su especificidad y facil monitoreo (Washington, 1984).

Las ventajas del uso de bioindicadores como herramienta para determinar la calidad
del agua e implementar acciones sobre la recuperacién son variadas (Cairns &
Dickson, 1971):

Las comunidades biolégicas reflejan las condiciones del sistema (fisica,

quimica, bioldgica y ecologica)
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El biomonitoreo permanente de las comunidades resulta ser econdémico

comparado con los analisis fisicoquimicos.

La informacion resultante puede expresarse por medio de indices Bidticos

que expresan la calidad del agua mediante escalas numéricas.

Los peces son considerados como excelentes bioindicadores de la calidad del
medio acuatico, debido a que tienen una gran interaccion con el agua y sus

sedimentos (Ondarza et al., 2010; De la Lanza et al., 2000).

En el caso concreto de los organismos acuaticos, la carpa es una de las especies
mas antigua del mundo, criada para consumo humano. En México, de acuerdo a
estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO por sus siglas en ingles), es la especie de mayor cultivo en el
mundo y de mayor consumo alimenticio en la poblacion (FAO 2011; Zsigmond et

al., 2009; Balon, 2006).

En 2007 la produccion mundial de carpa comun alcanzo los 2.9 millones de
toneladas; ese mismo afilo México ocup6é el segundo lugar como mayor productor
de carpa comun en el Continente Americano y séptimo lugar a nivel mundial (Fig.

5) (FAO 2009a).
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Figura 5. Principales productores de Cyprinus carpio en 2007 (FAO 2009a).

La carpa posee proteinas de alto valor biolégico, es decir, proteinas que contienen
todos los aminoacidos esenciales, su contenido en colesterol es discreto y su grasa
destaca por el predominio de acidos grasos mono-insaturados, con aporte muy
significativo de los acidos omega 3; aunado a esto es de sefalar su alto contenido
de la vitamina liposoluble D y vitamina Bi2. En cuanto a los minerales la carpa es el

pescado mas rico en fosforo, hierro y selenio (USDA 2013).

Cyprinus carpio funge como un excelente bioindicador de la calidad del agua, esto
se debe a su facil reproduccion, mantenimiento bajo condiciones de laboratorio,
sensibilidad a diversos xenobibticos, y resistencia a altas temperaturas, asi como
su importancia econémica, nutricional y distribucion geogréfica (Ondarza et al.,

2010; De la Lanza et al., 2000).
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1. 10. 1 Cyprinus carpio

Orden: Cypriniformes

Familia: Cyprinidae

Especie: Cyprinus carpio Linneaus, 1758

Nombre comun: Carpa comdn

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

escamas grandes.

Coloracion: La coloracion es variable, o adultos generalmente son verde

olivo y amarillo en el vientre.

Talla: Alcanza los 29 a 70 cm de longitud total.

Habitat: Dulceacuicola. Vive en rios, arroyos, estanques y embalses,
generalmente en cuerpos de agua con lodo fangoso, abundante vegetacion

sumergida, del tipo lirio acuatico.

Biologia: Las carpas se reproducen durante casi todo el afio, madurando
primero los machos. En condiciones naturales la hembra deposita los
huevos, que son transparente o amarillos, en varias capas adheridas a un

sustrato vegetal, donde son cuidados por el macho.

Tipo de alimentacion: Omnivoro
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Distribucion: Es una especie originaria de Asia, introducida a Meéxico;

actualmente se encuentra en todos los cuerpos de agua dulce.

Importancia: Es importante por su alta produccion y buen alimento a bajo

precio. Se consume de manera local y regional. (De la Lanza et al., 2000).

Figura 6. Cyprinus carpio

1. 11 Biomarcadores
La respuesta toxica se representa mediante la seleccion adecuada de
biomarcadores. Estos son definidos como cambios cuantificables representativos
en la respuesta biologica, fisica o quimica, que pueden estar relacionados con los
efectos toxicos o la exposicion a quimicos ambientales, y cumplen con las siguientes
caracteristicas (van der Oost et al. 2003):
Indican la presencia de un contaminante biodisponible, mas que la forma

inerte del mismo.

Pueden revelar la presencia de un contaminante que no se sospecha que

existe en el lugar de estudio.
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Son mas faciles de innovar y mas economicos que los analisis quimicos

comunes.

Los biomarcadores de pueden clasificar en tres grupos (van der Oost et al. 2003):
De exposicion: la deteccion y calculo de sustancias exdgenas 0 sus
metabolitos o el producto de una interaccion entre un toxén y una célula
blanco, y es calculada dentro del organismo. Este tipo de biomarcador es
usado para confirmar la exposicién de individuos o poblaciones a una

sustancia en particular.

De susceptibilidad: indica la habilidad adquirida por un organismo para
responder a los cambios producidos por la exposicibn a un agente
especifico, incluyendo factores genéticos y cambios en receptores los

cuales alteran la susceptibilidad del organismo expuesto.

De efecto: incluyen la valoracion bioquimica, fisiolégica y otras
alteraciones dentro de un tejido o fluidos corporales de un organismo que

puedan ser reconocidos y asociados con deficiencia de la salud.

En los estudios de toxicologia ambiental se utilizan para (Valdés Alanis et al., 2009):

Detectar la presencia de la exposicion a contaminantes ambientales.

Determinar las consecuencias bioldgicas de la exposicion.

Detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patolégico

producto de la exposicion.
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Identificar los individuos sensibles de una poblacion.

Fundamentar la decision de intervenir, tanto a nivel individual como mundial.

1. 11. 1 Estrés oxidativo
Es el desbalance entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la
defensa antioxidante que se ve superada, esto trae como consecuencia una
variedad de cambios fisiolégicos y bioquimicos los cuales ocasionan deterioro y

muerte celular (Rodriguez et al., 2001).

El estrés oxidativo esta relacionado con diferentes enfermedades cronico
degenerativas tales como el céancer, diabetes mellitus, ateroesclerosis,
enfermedades neurodegenerativas, artritis reumatoide, isquemia, apnea obstructiva
del suefio y otras enfermedades. Los mecanismos por los cuales producen todas
estas patologias aun no han sido del todo dilucidados. Sin embargo, estos
compuestos son extremadamente reactivos por lo que su generacion puede dar
como resultado la oxidacion de biomoleculas como lipidos, proteinas y acidos

nucleicos (Valdés Alanis et al., 2009).

1. 11. 2 Radicales libres
Se consideran radicales libres aquellas moléculas que en su estructura atémica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuracion espacial que genera una inestabilidad, alta reactividad y una gran

capacidad de combinarse inespecificamente con biomoléculas como carbohidratos,
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lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos (Valavanidis

et al., 2006; Hangsber, 2002; Rodriguez et al., 2001).

Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubiquitarias y difusibles
gue se producen continuamente como producto del metabolismo normal de la célula
por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena transportadora de electrones a nivel microsomal y en los
cloroplastos, y las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular
(oxidativo) al interactuar con las principales biomoléculas del organismo. Asi mismo
son inactivados por un conjunto de mecanismos (unos enzimaticos y otros de
captura). Sin embargo, durante el proceso metabdlico una pequefa parte (2-3%) de
los radicales libres pueden evadir el mecanismo redox y causar dafio oxidativo a los
componentes celulares (Hansberg 2002; Venero & Justo, 2002; Rodriguez et al.,

2001).

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular, estos tienen una
funcidn fisioldgica en el organismo como la de participar en la fagocitosis, favorecen
la sintesis de colageno, y la sintesis de prostaglandinas, activan enzimas de la
membrana celular, disminuyen la sintesis de catecolaminas, por las glandulas
suprarrenales, modifican la biomembrana y favorecen la quimotaxis (Venero &

Justo, 2002).
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1. 11. 2. 1 Especies reactivas de oxigeno
Se consideran ERO o sustancias prooxidantes al oxigeno atémico (O) y al ozono
(03), el oxigeno singlete (*O2) que se produce con la excitacién de uno de los
electrones desapareados del Oz y al superdxido (O2--), al peréxido de hidrégeno
(H202) y al radical hidroxilo (-OH) que son especies parcialmente reducidas

(Konigsberg,2008). Las principales especies reactivas del oxigeno son:

Radical Hidroxilo (-OH)
Peroxido de hidrégeno (H202)
Anidn superéxido (Oz-¢)
Oxigeno singlete (*O2)
Oxido nitrico (NO)
Oxigeno atémico (O)
Ozono (03)

Las ERO juegan un rol fisioldgicamente importante, y al mismo tiempo pueden
ejercer efectos toxicos. Todas las ERO son producidas como consecuencia del
metabolismo y juegan un papel vital en la transduccion de sefales, la cual es
importante para la comunicacién y funcién de las células (Konisgberg, 2008; Helaine

& Hagerman, 2006).
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El Os reacciona con los acidos nucleicos, las proteinas, rompe las olefinas en los
lipidos insaturados, oxida el NADPH, el &cido ascoérbico y el acido drico. También

forma otras especies reactivas como él OH (Konisgberg, 2008).

El oxigeno singlete (*O2) reacciona con la mayoria de los compuestos celulares, con
la membrana plasmatica, los acidos nucleicos, las proteinas, los lipidos y los
carbohidratos muy cerca del sitio donde se forma. Interacciona con las bases
nitrogenadas de los acidos nucleicos siendo el producto principal la 8-

hidroxiguanidina (Konisgberg, 2008).

El O2-- es a la vez un anién y un radical, se produce principalmente en la cadena
respiratoria. Es toxico para la célula porque a partir de él se puede originar el

oxigeno singlete (*0O2) y el H202 (Konisgberg, 2008).

El H202 se forma cuando uno de los dos electrones del O2 se ha apareado con un
electron de giro contrario. Puede formar aductos con algunos carbohidratos,
aminoacidos y bases nitrogenadas. Es téxico ya que puede formar el oxigeno
singlete (102) y -OH, aunado a la reaccion con algunos metales de transicion con
los que se produce el radical -OH el cual interacciona de forma irreversible con

proteinas (Konisgberg, 2008).

El -OH es uno de los compuestos mas reactivos que existen, puede oxidar tanto las

bases puricas como las pirimidicas. También reacciona con cualquier aminoacido
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en el sitio que se origina, incluso con los acidos grasos poliinsaturados (Valavanidis

et al., 2006).

Los contaminantes quimicos son una fuente importante para la generacion de ERO
en los organismos, tal es el caso de los metales de transicion, los herbicidas, las
quinolonas y los componentes nitroarométicos, ampliamente conocidos por su

potencial para causar estrés oxidativo (Valavanidis et al., 2006).

El proceso de biotransformacién del MTP por la intervencion del CYP450 esté
directamente relacionada con la produccién y liberacién de especies reactivas de

oxigeno (ERO), tales como el radical anién superoxido y peréxido de hidrégeno.

En la fase | de la biotransformacion, el MTP sufre una O-desmetilacion. En este
proceso, se forma un complejo terciario denominado oxicitocromo P450 (Oo-
CYP450-Fe?*-MTP), este complejo puede disociarse dando lugar al radical anién
superodxido (O2-), regenerandose la proteina férrica (CYP450-Fe3*-MTP) con la
subsecuente liberacion de H20:2 (Park et al. 1995). Tanto el radical anién Oz- y H20>
formados en el proceso de biotransformacion del MTP pueden ser responsables de

generar estrés oxidativo.
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1. 12 Efecto del estrés oxidativo sobre biomoléculas

1. 12. 1 Lipoperoxidacion
La actividad de los radicales libres (RL) y las especies reactivas de oxigeno (ERO)

con los lipidos de las membranas bioldgicas ocasiona la produccion de diversos
compuestos toxicos, altera su fluidez y permeabilidad, asi como la actividad de las
proteinas, las enzimas, los receptores o canales idnicos asociados a ellas, situacion

que compromete la estructura y funcion celular (Konisgberg, 2008; Berthon 2002).

Las membranas celulares contienen fosfolipidos que contienen acidos grasos con
varias ligaduras dobles, estos acidos grasos poliinsaturados son mas labiles a la
oxidacion que los saturados y los monosaturados, ya que los metilenos entre dos
dobles ligaduras pueden perder facilmente un hidrégeno (Berthon 2002; Hansberg

2002).

La peroxidacion de los lipidos de membrana puede ocurrir tanto por la via
enzimatica como por la no enzimética. Durante la no enzimatica las ERO inician el
dafio oxidativo en los lipidos de membrana y los RL de los lipidos resultantes

propagan el proceso de la peroxidacion.

En la lipoperoxidacion enzimatica los &cidos grasos oxidados son liberados de los
lipidos de las membranas por fosfolipasas. El acido araquiddnico es un acido graso
liberado por la fosfolipasa A2, el metabolismo de éste es una fuente de ERO que

puede producir estrés oxidativo por tres vias: por la de la lipooxigenasa, que hace
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posible la formacion de prostaglandinas; por la via de la ciclooxigenasa que permite

la formacién de prostaglandinas y por la via catalizada por el citocromo P450, que

interviene en los procesos de detoxificacion de diversas sustancias (Konigsberg,

2008).

1.12. 1. 1 Etapas de la lipoperoxidacion

El proceso de lipoperoxidacion es un conjunto de reacciones en cadena sobre los

acidos grasos poliinsaturados, procede en tres diferentes etapas (Valavanidis et al.,

2006):

Iniciacion: Un acido graso poliinsaturado es atacado por una ERO que es
capaz de absorber o retirar un atomo de hidrégeno de un grupo metileno. El
metileno queda como radical libre que se estabiliza mediante un re-arreglo
molecular que da origen a un dieno que reacciona con el oxigeno molecular

y forma el radical peroxilo.

IlH+ R; OH Y. L+ RH; HO0

Propagacion: La molécula a la que se le ha abstraido un hidrégeno, hara lo
mismo a la molécula de acido graso poliinsaturado adyacente, estableciendo
una reaccion en cadena y de esta forma se propaga la lipoperoxidacion a

través de la membrana.

L- + 02 > Loo: (Radical lipido peroxilo)

LH + LOO- > |- + LOOH (Lipido hidroperoxilo)
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Terminacion: La terminacion de la lipoperoxidacion es resultado de la
interaccion de los radicales lipidicos y/o la formacidn de especies no radicales
por los radicales lipidoperoxilo, para formar un dimero o un agregado que
queda dentro de la membrana y altera sus funciones, principalmente la
fluidez como la permeabilidad. Las reacciones mas comunes suelen ser de

la siguiente manera (Konisgberg, 2008; Valavanidis et al., 2006):

ROO- + ROO- » ROO-O0R
ROO- + RO- » ROO-OR
RO- + RO- > RO-OR

1. 12. 2 Dafno a proteinas
Muchas proteinas son capaces de tolerar una gran cantidad de oxidaciones sin que
aparentemente se vea afectada su funcién. La oxidacion parcial y selectiva en
algunos casos produce proteinas modificadas que pueden actuar como
moduladores en algunas reacciones, favoreciendo la homeostasis celular, en este

caso la oxidacion tiene una finalidad fisiologica.

El estrés oxidativo puede causar modificaciones reversibles o irreversibles en las
proteinas. Habitualmente este tipo de modificaciones tienen la funcion de proteger
ante el dafo irreversible o de modular la funcion de las proteinas (regulacion redox).
Las modificaciones irreversibles no pueden ser reparadas, de forma que las

proteinas inactivas se acumulan o son degradadas.
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Las especies reactivas producidas en la biotransformacién de MTP pueden afectar
a las proteinas. Se sabe que las ROS son capaces de unirse a los grupos sulfihidrilo
de las proteinas, generando cambios en la estructura de los aminoacidos, alterando

su funcién y por lo tanto la integridad de la proteina (Parvez & Raisuddin, 2000).

Por otro lado, es bien conocido que el radical anién superdxido reacciona con el
oxido nitrico proveniente del metabolismo de la arginina, generando la especie
reactiva de nitrdgeno, peroxinititrito (ONOO-) (Halliwell, 1997; Doi et al., 2002, Jifa
et al., 2006), que tiene una alta afinidad por los grupos sulfihidrilo de las proteinas
favoreciendo su oxidacion y nitracion en ausencia de GSH, y provocando la
disfuncion mitocondrial y a la larga produciendo un dafio irreversible y la pérdida

severa de ATP celular (Jaeschke et al., 2003).

También pueden ser introducidos por reacciones con aldehidos (malondialdehido,
4-hidroxi-2-nonenal) producidos durante la lipoperoxidacién o al incorporar un grupo
carbonilo a la proteina al reaccionar residuos de lisina con azlcares reductores o

de sus productos de oxidacion (Konigsberg, 2008; Hangsber, 2002).

1.12. 3 Dafno al ADN
Existen diversos estudios donde reportan que tanto las especies reactivas de
oxigeno como las especies reactivas de nitrdgeno, asi como otros agentes
enddgenos o exdégenos, pueden modificar al ADN celular. Las especies reactivas
de oxigeno y de nitrégeno estan involucradas en los procesos de dafio, no sélo

porque son capaces de interactuar de manera directa sobre al ADN, sino también
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porque afectan la transduccion de sefiales, la proliferacion celular y la comunicacion

intracelular.

La pérdida de bases, la desaminacion de la citosina en uracilo y la 5-metilcitosina
en timina y la ruptura de una o de las dos hebras de ADN son eventos que ocurren
normalmente, siendo su tasa de produccion muy baja pero continua. Sin embargo,
estos procesos pueden ser inducidos, elevando su tasa de produccion por efecto de
las ERO. Como ejemplo, el radical hidroxilo (OH-) tiene gran reactividad y tiene la
capacidad de abstraer atomos de hidrogeno de la molécula de ADN, asi como
pegarse a las bases formando aductos. La heterogeneidad de la molécula de ADN
permite al radical hidroxilo (OH-) atacar tanto a las bases purinas como a las

pirimidinas, asi como a la desoxirribosa y ademas generar rupturas en su cadena.

El Oz es mas selectivo y generalmente interacciona con las bases nitrogenadas de
los acidos nucleicos, siendo el producto principal el 8-hidroxiguanina. Esta tltima se
puede formar también con el radical hidroxilo, quien es también el responsable de
la ruptura en una hebra. La 8-hidroxiguanina puede hacer puentes de hidrégeno con
una adenina en vez con una citosina 0 con una guanina en lugar de con timina.
Otros hidroxiradicales pueden reaccionar con las uniones azucar-fosfato del ADN
causando diferentes lesiones, incluyendo sitios sin purinas, donde las bases han

sido removidas, fragmentacién de desoxirribosa u oxidacion del azucar.
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El dafio al ADN tiene consecuencias bioldgicas serias como mutaciones y
transformaciones carcinogénicas, e incluso puede llevar a la muerte celular

(Konisgberg, 2008; Valavanidis et al., 2006; Hansberg 2002).

1. 13 Defensas antioxidantes
Los organismos cuentan con diversos sistemas de defensa que les permiten
contrarrestar los efectos del estrés oxidativo generado por RL y ERO. A estas
defensas se les denominan antioxidantes y se consideran como tal a cualquier
sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad mayor que

cualquier otra molécula para interaccionar con un RL (Mayor Oxilia, 2010).

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustancias que,
al estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable,
retrasan o previenen significativamente la oxidacion de éste. La accion del
antioxidante es de sacrificio de su propia integridad molecular para evitar
alteraciones de moléculas (lipidos, proteinas, acidos nucleicos) funcionalmente

vitales 0 mas importantes (Venero & Justo, 2002).

Las defensas antioxidantes pueden subdividirse en antioxidantes enzimaticos y en
no enzimaticos y estos a su vez se clasifican en endégenos (se encuentran en los
organismos y son sintetizados por las células) y exdgenos (ingresan a través de la

dieta) (Mayor Oxilia, 2010; Gregus & Klaassen, 2001).
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1. 13. 1 Enzimas Antioxidantes
1. 13. 1. 1 Superdéxido dismutasa (SOD)
La superdéxido dismutasa (SOD), cataliza la dismutacién del radical superéxido (Oz2-)
en una especie de menor toxicidad y reactividad como el peréxido de hidrogeno
(H202) y Oz (Figura 7). Esta familia de enzimas esta formada por tres miembros:
La SOD1 que tiene en su centro catalitico Cu* y Zn*? y se encuentra en el

citoplasma y el nucleo.

La SOD2 que se encuentra en la membrana interna de la mitocondria y en

su centro catalitico tiene Mn (l11).

La SOD3 se encuentra en el exterior de la célula y también tiene Cu*?y Zn*?

en su centro catalitico (Konigsberg, 2008; Hangsber, 2002).

1. 13. 1. 2 Catalasa (CAT)
Las catalasas (CAT) son enzimas capaces de descomponer el H202 a H20 y O2
(Figura 7) a cualquier pH entre 4 y 11. Estan formadas por cuatro subunidades
asociadas a un grupo hemo cada una. Emplean dos moléculas iguales de H202, una
como agente reductor y otra como agente oxidante, el H202 al entrar en el sitio activo
de la enzima, toma un electrén del fierro y otro del hemo para generar una molécula
de agua, una segunda molécula de H202 cede un electrén al ferroxilo y otro al hemo,
restituyendo el estado inicial de la enzima y liberando una molécula de oxigeno y

otra de agua (Hangsber, 2002).

51



ESTRES OXIDATIVO Y GENOTOXICIDAD INDUCIDO POR METOPROLOL EN Cyprinus carpio

—_—
02 + O2-
NS
GSSG +
H.0 | + O2
GSH

Figura 7. Reacciones de las enzimas antioxidantes (Gregus & Klaassen, 2001).

1. 14 Genotoxicidad
La genotoxicidad es el estudio de los xenobi6ticos que inducen cambios en el

material genético y contempla la identificacion de los contaminantes que pueden
alterar el ADN y la consecuencia de la progresion y expresion del dafio al ADN en

genes mutados, que pueden ser hereditarios.

La deteccion y cuantificacion de dichos eventos puede emplearse como
biomarcadores en organismos expuestos. Debiéndose enfocar en tres niveles:
Primeramente identificar el grado y frecuencia de las enfermedades genéticas, en
un segundo punto evaluar los posibles agentes que pueden generar un dafo
genético y finalmente estudiar los mecanismos de accién de los toxicos que causan

desordenes genéticos (van der Oost et al., 2003).

Muchos contaminantes pueden causar lesiones en el ADN de organismos
acuaticos, incluyendo rompimientos, modificaciones en las bases vy
entrecruzamientos, causando efectos adversos en la estabilidad del ecosistema, por
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lo que técnicas como el ensayo cometa han sido excelentes herramientas para

detectar dafios al ADN en especies acuaticas.

En el ensayo cometa se puede evaluar el dafio al ADN en células individuales,
incluyendo rompimientos simples o dobles, sitios &lcali labiles y la escision
incompleta de los eventos de reparacion. Esta técnica posee una alta sensibilidad
por lo que es ampliamente usada en el area de genética toxicolégica y como

biomarcador ambiental.
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. JUSTIFICACION
El agua es indispensable para todos los organismos vivos, sin embargo, su uso
desmedido y la contaminacién generada por diversos procesos antropogénicos
ponen en riesgo la preservacion de este recurso, la salud humana y la integridad de

los ecosistemas.

En México algunos medicamentos son utilizados de forma irracional y uno de los
grupos de farmacos mas empleados son los [3-bloqueadores, entre los que se
encuentra el metoprolol, farmaco altamente recetado para el tratamiento de
hipertension, infarto de miocardio y como ayuda en el tratamiento de hipertiroidismo.
Todas estas aplicaciones y su uso descontrolado hacen que el metoprolol sea
depositado en grandes cantidades en los ambientes acuaticos, cantidades no

reguladas en el ambiente, clasificandose como un contaminante emergente.

Este metoprolol llega a ser depositado en los cuerpos de agua pudiendo ocasionar
algun efecto toxico sobre los hidrobiontes presentes en el ambiente. Debido a lo
anterior, es de gran importancia realizar estudios de toxicidad para evaluar y
conocer el impacto que el metoprolol puede producir al ambiente, ya que no se
cuenta con datos suficientes sobre su toxicologia en especies acuaticas. El uso de
la carpa comun ademas de ser una especie de importancia comercial nos ayudara
a evaluar y caracterizar los efectos toxicos de este farmaco permitiendo regular y

predecir la presencia de este contaminante en cuerpos de agua.
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Il. HIPOTESIS

El metoprolol es capaz de producir estrés oxidativo y genotoxicidad en Cyprinus

carpio a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno.
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V.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el estrés oxidativo y genotoxicidad inducido por metoprolol en Cyprinus

carpio.

V.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto prooxidante inducido por metoprolol en Cyprinus carpio a
través de la determinacion del grado de lipoperoxidacion, contenido de

hidroperoxidos y contenido de proteinas carboniladas.

Evaluar el efecto antioxidante inducido por metoprolol en Cyprinus carpio a

través de la actividad de las enzimas superoxido dismutasa y catalasa.

Evaluar el dafio genotdxico inducido por metoprolol en Cyprinus carpio a

través de la técnica de electroforesis celular (ensayo cometa).

Determinar la concentracion de metoprolol y O-desmetilmetoprolol en los
diferentes sistemas de aguas sintéticas a través de la técnica de

electroforesis capilar.

Determinar la concentracion de metoprolol y O-desmetilmetoprolol en los
diferentes érganos de Cyprinus carpio a través de la técnica de electroforesis

capilar.
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VI.  METODOLOGIA

Obtencion y
aclimatacion de
Cyprinus carpio

/ - Exposicion: \

12, 24, 48, 72 'y 96 horas

Concentraciones:

10ng/L (C1), 10ug/L (C2)
y 10mg/L (C3).

N

Determinacion de Determinacion
estrés oxidativo electroforesis capilar
/ x \ de metoprolol
Determinacion Determinacion Determinacion
de dafio a de la activad de dafio
biomoléculas enziméatica genéticos

4 I

- Contenido de
hidroperéxidos - Superodxido
- Grado de dismutasa
lipoperoxidacion - Catalasa
- Contenido de

proteinas
carboniladas

- Ensayo
cometa

Figura 8. Disefio experimental
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6. 1 Materiales y reactivos
A menos que se indique lo contrario, los reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO).

6. 2 Sustancias de Prueba
Metoprolol Tartrato (MTP) (Numero de CAS: 56392-17-7, >98 % pureza)
C34H56N2012, 684,81 MW y el metabolito O-desmethyl metoprolol (O-DMM)
(Numero de CAS: 62572-94-5, >98 % pureza) C14H23NO3, 253,34 MW. Cada uno
de estos compuestos se disolvieron en agua desionizada para preparar soluciones

madre de las cuales se obtuvieron todas las concentraciones de prueba.

Se utilizé agua desionizada a lo largo de los experimentos. El tetraborato de sodio
decahidratado se adquiri6 de Caledon (Ontario, Canadd); el hidréxido de sodio,
acido clorhidrico y metanol (grado HPLC) se obtuvieron de Fisher Scientific

(Nepean, ON, Canada).

6. 3 Cuantificaciéon de MTP y O-DMM por electroforesis capilar (P/ACE
MDQ)
La determinacion especifica del MTP y O-DMM en muestras de tejido y agua se
realizé utilizando un sistema de electroforesis capilar P/ACE MDQ (Beckman
Coulter, Brea, CA) equipado con detectores de matriz UV y fotodiodos (PDA). Las
separaciones de aniones se llevaron a cabo a través de un capilar de silice fundido
revestido con polibreno (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ) de 50 um (1.D.) x

365 um (O.D.) x 60 cm (LT). El capilar se colocé en un cartucho con una ventana
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de deteccidon de 100 x 800 um (10 cm al detector, inyeccién de extremo corto). Las

muestras se inyectaron hidrodindmicamente durante 10 s a 1,0 psi.

Durante todo el experimento, el capilar se enjuagé secuencialmente con NaOH 0,1
M durante 4 min, agua desionizada de 18 MQ durante 1 min y buffer de
funcionamiento por 5 min. Se equilibré6 durante 11 min en las condiciones de

separacion hasta que se obtuvo una linea de base AU constante.

El extremo de entrada del capilar se mantuvo en un potencial positivo, y el extremo
de salida se mantuvo en negativo. La distancia entre el electrodo de trabajo y la
salida del capilar se fij6 en 150 um con ayuda de un microscopio 6ptico. El tubo
fotomultiplicador (PMT) situado bajo la célula de deteccidn, se polarizd a 900 Vy la

absorcion UV se registré a 214 nm.

Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Se utilizé el
software 32 Karat Version 8,0 para controlar el sistema P/ACE MDQ, tanto para

todas las determinaciones, asi como los tratamientos de datos.

6. 4 Preparacion de muestras
De los diferentes tiempos de exposicion (12, 24, 48, 72 y 96 h) se analizaron
muestras de cerebro, branquias, higado, rifidn y sangre extraidos del bioindicador
Cyprinus carpio y agua de las 3 concentraciones utilizadas: 10 ng/L, 10 pg/L y 10

mg/L haciendo un total de 360 muestras.
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El método de homogenizacién-desproteinizacién para la extraccion de MTP y O-
DMM se adapt6 a la técnica de Brooks (1983), primeramente, se homogeneizaron
muestras de érganos frescos y se mezclaron con solucién buffer de fosfato (PBS),
se congelaron a -20 °C y se protegieron de la luz natural hasta la determinacion.
Las muestras congeladas se llevaron a temperatura ambiente y se suplementaron
con 150 pL de agua Milli-Q y 50 pL de acido perclorico al 70 %. Todas las soluciones
se filtraron utilizando filtros de membrana de PTFE de 0,45 mm. (Canadian Life

Science). Se analiz6 por P/ACE MDQ para la determinacion de MTP y O-DMM.

6. 5 Preparacion de soluciones estandar
Se prepararon soluciones estandar de MTP y O-DMM usando cantidades
apropiadas de cada farmaco. Los farmacos se disolvieron en agua desionizada de
18 MQ para producir una concentracion final de 10 mg/mL. Las soluciones stock de
ambos farmacos se almacenaron a 4 °C y se mantuvieron a temperatura ambiente

antes de su uso.

6. 6 Optimizacion del método por electroforesis capilar (P/ACE MDQ)

6. 6. 1 Eleccion del aditivo en el buffer de funcionamiento
Dado que las propiedades fisicoquimicas y estructurales del MTP y O-DMM son
similares, la eleccién del aditivo para el buffer de funcionamiento fue el mismo para
ambos. Los resultados experimentales preliminares muestran que la separacion de
la linea base y la deteccién de MTP y O-MTP no se alcanz6 cuando se uso fosfato

de sodio monohidrato monobasico como buffer de funcionamiento. Con el fin de
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obtener una buena separacion y alta intensidad de ECL, se trabajo con tetraborato

de sodio decahidratado en el buffer de funcionamiento.

6. 6. 2 Optimizacion del pH y concentracion del buffer
La influencia del pH del buffer de funcionamiento se prob6 dentro del intervalo de
pH de 5.0 a 12.0. La intensidad de la AU aumenté a medida que el valor del pH
cambio6 de 9.0 a 11.0, y luego disminuyé cuando el valor del pH excedié pH 11.0.
Se estudi6 el efecto de la concentracion del buffer de funcionamiento de 40 a 60
mM y se encontré que la mayor intensidad de AU se dio a la concentracion de 40

mM.

6. 6. 3 Optimizacioén del voltaje de separacion
El voltaje de separacion influye directamente en el tiempo de migracion, la
resolucién y la intensidad AU de los analitos. Los efectos del voltaje de separacion
se examinaron variando de 12 a 18 kV. Tanto para MTP como para O-MTP, tanto
la intensidad de AU como la resolucién alcanzaron un valor maximo a 15 kV y luego

disminuyeron. Asi que se selecciond 15 kV.

6. 6. 4 Optimizacion del potencial de deteccion
Se consideraron los efectos del potencial de deteccion en la intensidad AU de MTP
y O-MTP. Cuando el potencial de deteccion cambié de 1.10 a 1.35 V, la intensidad
AU tanto de MTP como de O-MTP alcanz6 un méaximo de 1.25 V. Por lo tanto, se

utilizé 1.25 V.
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6. 6. 5 Optimizacion del método analitico
Dado que las propiedades fisicoquimicas y estructurales del MTP y su metabolito
O-DMM son similares, las condiciones Optimas de deteccion por el método de
electroforesis capilar para estos analitos fueron los siguientes: tetraborato de sodio
decahidratado (pH 11,0) a una concentracion de 40 mM como buffer de
funcionamiento, voltaje de separacion éptimo de 15 kV durante 11 min y un potencial

de deteccion de 1,25 V.

6. 7 Determinacion del factor de bioconcentracion de MTP y O-DMM
Se determinaron los factores de bioconcentracion parciales a diferentes tiempos de
exposicion 12, 24, 48, 72 y 96 h del MTP y O-DMM en los diferentes érganos
evaluados: branquia, higado, cerebro, sangre y riidn, mediante la siguiente

ecuacion:

BCF= Concentracion de MTP o O-DMM en 6rganos evaluados /

Concentracion de MTP o O-DMM en agua

6. 8 Mantenimiento y cultivo de los organismos de prueba
Se obtuvieron las carpas (Cyprinus carpio) del centro acuicola Tiacaque, Estado de
México, los organismos empleados fueron juveniles de 3 meses de edad. Cada
organismo de prueba presentd una medida de ente 18,4 + 0,31 cm de largo y un
peso de 50,7 £ 7,8 g. Las carpas fueron transportadas al laboratorio, en bolsas de
polietileno completamente selladas, y con suficiente oxigeno para garantizar la

supervivencia de los mismos y posteriormente se almacenaron en peceras de 120
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L con agua del grifo desclorada (previamente reconstituida con sales) y se

aclimataron a las condiciones de prueba durante 30 dias antes del experimento.

Durante la aclimatacion, los peces fueron alimentados con alimento de la marca
Pedregal Silver™, y tres cuartos del agua del tanque fueron reemplazados cada 24
h con el fin de mantener un ambiente saludable para la vida del pez. Las
caracteristicas fisicoquimicas del agua del grifo reconstituida con sales se
mantuvieron constantes: una temperatura de 20 + 2 °C, concentracién de oxigeno
80 - 90 %, pH 7,5 - 8,0, alcalinidad total 17,8 £ 7,3 mg L y dureza total 18,7 + 0,6
mg/L. Se mantuvo un fotoperiodo luz/oscuridad natural (12:12). Durante el periodo
de aclimatacioén, los peces no fueron expuestos a ningun producto farmacéutico, ni

ningun otro contaminante.

6. 9 Evaluacion de la toxicidad subletal a través de la valoracion del
estrés oxidativo
Los ensayos de toxicidad subletales implicaron la adicion de MTP a agua
acondicionada (agua de grifo y sales) utilizando concentraciones ambientalmente
relevantes en el ambiente, 10 ng/L, 10 ug/L; y una concentracion alta de 10 mg/L
en 3 sistemas experimentales con seis carpas cada uno. Se realiz6 una cinética

para los siguientes tiempos de exposicion: 12, 24, 48, 72y 96 h.

Se establecié un sistema de control sin MTP con seis carpas para cada tiempo de
exposicion, y se realizaron ensayos subletales por triplicado. Se utilizaron un total

de 180 peces en los ensayos subletales.
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Finalizando cada tiempo de exposicién, los peces fueron retirados de los sistemas
y colocados en un tanque que contenia 50 mg/L de aceite de clavo que serviria
como anestésico (Yamanaka et al., 2011). Las muestras anestesiadas se colocaron
en una posicion lateral y se obtuvo la sangre con ayuda de una jeringa hipodérmica
heparinizada de 1 mL por puncién del vaso caudal realizado lateralmente cerca de
la base del pedunculo caudal, a media altura de la aleta anal y ventral a la linea

lateral.

Después de la puncion, las carpas se sacrificaron por dislocacion cervical y se
colocaron en un bafio de hielo. Se extrajeron branquias, cerebro, higado y riiidn; se
colocaron en un buffer de fosfato (NaCl 0,138 M; KCI 0,0027 M) a pH 7,4 y los
organos se homogeneizaron por separado. El sobrenadante se centrifugé a 12,500
rpm, a una temperatura de -4 °C durante 15 min. Las muestras de tejidos se

almacenaron a -70 °C antes del analisis.

Se recolectaron muestras de sangre en tubos heparinizados, se colocaron en un
buffer de fosfato pH 7,4, y fueron sometidas a sonicacion. Las muestras de sangre

se almacenaron a -70 °C antes del analisis.

Para la evaluacibn de la oxidacion celular se emplearon los siguientes
biomarcadores: contenido de hidroperoxidos (HPX), grado de lipoperoxidacion
(LPX), contenido de proteinas carboniladas (PCC) y para la evaluacién de la
actividad de enzimas antioxidantes se determinaron la superéxido dismutasa (SOD)

y la catalasa (CAT). Todos los bioensayos se realizaron con el sobrenadante.
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6. 10 Evaluacion de indicadores de oxidacion celular

6. 10. 1 Determinacion del HPC
El contenido de hidroperéxidos fue determinado a 560 nm usando el método de
Jiang et al., (1992). 100 uL de sobrenadante previamente desprotonizado con &cido
tricloroacético fueron mezclados con 900 pl de una mezcla de reaccion integrada
por 0,25 mM FeS0O4, 25 mM H2S04, 0,1 mM de naranja de xilenoly 4 mM 90 % de
butilhidroxitolueno en metanol. La mezcla se mantuvo en reposo durante 60 min a
temperatura ambiente y protegida completamente de la luz. Los resultados se
interpolaron en una curva tipo y el resultado se expresé en nanomoles de

hidroperoxido de cumeno por miligramo de proteina.

6. 10. 2 Determinacion del LPX
El método de Bliege y Aust (1978) fue utilizado para la determinacién del grado de
lipoperoxidacion A 100 pl de sobrenadante se le adicionaron solucién buffer Tris-
HCI, pH 7,4 hasta alcanzar un volumen de 1 mL. Las muestras se incubaron a 37
°C durante 30 min; se afladieron 2 mL de reactivo de &cido tiobarbittrico (TBA) -
acido tricloroacético (TCA) [0,375 % de TBA (Fluka, Sigma-Aldrich, Toluca, México)
en TCA al 15 % y se homogeneizaron las muestras. Posteriormente se calentaron
hasta alcanzar el punto de ebullicion durante 45 min en bafio maria, pasado este
tiempo se dejaron enfriar. El precipitado se eliminé por centrifugaciéon a 3,000 rpm
durante 10 min. La absorbancia se leyé a 535 nm frente a un blanco de reaccion. El
contenido de malondialdehido (MDA) se calcul6 usando el coeficiente de extincion

molar (MEC) de MDA (1,56 x 105 / M / cm -1). Los resultados obtenidos se
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expresaron como mM de malondialdehido por miligramo de proteina usando la

extincién molar coeficiente de 1,56 x 105/ M/ cm -1.

6. 10. 3 Determinacion del PCC
150 pL de 2,4-dinitrofenil hidracina (10 mM de DNPH en HCI 2M) fueron mezclados
con 100 pL de sobrenadante, esta mezcla fue incubada durante 60 min a
temperatura ambiente y protegida de la luz. Después se afiadieron 500 pL de acido
tricloroacético al 20 %, y la muestra se dejé en reposo durante 15 min a 4 °C.
Posteriormente fueron centrifugadas a 1,100 rpm por 5 min. Se deseché el
sobrenadante y el precipitado recibid 4 lavados con 1 mL de etanol: acetato de etilo
(1:1). El precipitado se disolvié en 1 mL de guanidina 6 M, pH 2,3, y se incub6 a 37
°C durante 30 min, como se describe en el método de Levine et al. (1994),
modificado por Parvez y Raisuddin (2005) y Burchman (2007). El contenido de
proteinas carboniladas fueron medidas a 366 nm y los resultados se calcularon
mediante el coeficiente de extincidn molar de 21,000 M/cm. Los datos se expresaron
como nanomoles de carbonilos reactivos (C=0) formados por miligramo de

proteina.

6. 11 Evaluacion de la actividad de las enzimas antioxidantes

6. 11. 1 Determinacion de SOD
La actividad de SOD se determiné usando el método de Marklund et al. (1974)
basado en la capacidad de la enzima SOD para inhibir la autoxidacién de pirogalol,
cuya forma oxidada absorbe la luz a 420 nm. Primero, las muestras pasaron por un

proceso de deslipidacion, adicionando a 100 pL de muestra 30 pL de cloroformo y
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50 pL de metanol, agitando un minuto y centrifugando por 15 min a 6,000 rpm, se
recolecto el sobrenadante y se congel6 hasta el momento del ensayo. En una celda
se mezclaron 100 uL muestra deslipidada, 2,8 mL de soluciéon amortiguadora Tris-
HCI pH 8,20 y 50 pL de la solucion de EDTA. Antes de la lectura, se adiciono6 50 pL
de la solucion de Pirogalol y después de 10 s de reaccién se determind la diferencia

de D.O. en un minuto.

6. 11. 2 Determinacion de CAT
La actividad de la catalasa fue medida a 240 nm y evaluando la disminucion de la
absorbancia de perdxido de hidrogeno. 20 yL de sobrenadante fueron mezclados
con 420 pL de solucion buffer de aislamiento a base de 0,3 M de sacarosa, 1 mM
EDTA, 5 mM de HEPES, y 5 mM de KH2PO4; mas 0,2 mL de una solucion de
peréxido de hidrogeno (20 mM, H202), como se describe en el método de Radi et
al. (1991). Los resultados se expresaron como mM de H202 por miligramo de

proteina.

6. 12 Determinacion de proteinas totales
Las proteinas totales se determinaron mediante el método de Bradford (1976). A 25
uL de sobrenadante se afladieron 75 pL de agua desionizada y 2,5 mL de reactivo
de Bradford (0,05 g de colorante Coommassie Blue, 25 mL de etanol al 96 %, 50
mL de H3PO4 y 500 mL de agua desionizada). Las soluciones se homogeneizaron,
después se dejaron reposando durante 5 min antes de la lectura de absorbancia a

595 nm e interpolacion en una curva de albumina bovina.
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6. 13 Ensayo genotoxico

6. 13. 1 Electroforesis unicelular (ensayo cometa)
El dafio al ADN fue determinado usando el método de Tice et al. 2000. Se limpiaron
perfectamente las laminillas con solucion de Extran al 5% y se dejaron secar.
Posteriormente se les extrajo sangre no heparinizada a los organismos de pruebay
se diluyeron con solucién buffer de fosfatos (1:15), posteriormente 25 uL de esta
solucion se mezclaron con 75 pL de agarosa de punto de fusion normal, esta mezcla
se coloco sobre las laminillas, y se dejaron solidificar. Enseguida las laminillas se
colocaron en solucidn de lisis en una charola de peltre y se dejaron reposar a 4 °C

por 1 hy sin exposicién a la luz.

Posteriormente las laminillas se colocaron en solucién de electroforesis, se dejaron
reposar por 20 min en frio y en oscuridad, después de esto se corrio la electroforesis
(25 V, 300 mA) por 20 min. Se enjuagaron las laminillas tres veces con solucién
reguladora de neutralizacién, y se dejaron secar. Las laminillas se tifieron con 20 yL
de bromuro de etidio y se observaron en un microscopio de epifluorescencia

adaptado a un analizador de imagenes con un programa para medir los nicleos.

Para evaluar el dafio a ADN en cada muestra se cuantificaron 100 nUcleos, en los

gue se midiod la longitud de cola del cometa (T) y el diametro del nucleo (N), para

establecer el indice de dafio (T/N).
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6.14 Andlisis estadistico
Los resultados de los biomarcadores de estrés oxidativo fueron evaluados
estadisticamente por un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido por
el test de comparaciones multiples (Bonferroni), con una varianza del >0,05. Las
determinaciones estadisticas fueron realizadas con SPSS v10 software (SPSS,

Chicago, IL).

VII. RESULTADOS

7. 1 Cuantificacion de MTP y O-DMM por electroforesis capilar
Bajo las condiciones Optimas de deteccidn, se evalud el tiempo de migracion de
MTP y O-DMM, que fue 3,62 min y 3,69 min, respectivamente. Las curvas de
calibracion se calcularon tranzando los valores del area del pico frente a la
concentracion de MTP y O-DMM. Las caracteristicas de rendimiento del método se
presentan en la Tabla 4. Los coeficientes de regresion de las curvas de calibracion
para MTP y O-DMM son de 0,9855 y 0,9972, respectivamente y se consider6é LOD

de 0,0001 pg/L y el LOQ de 0,0002 pg/L para ambos casos.

Tabla 4. Caracteristicas de rendimiento del método propuesto

Calibration Curves

Linear Range
(ug/L)

LOQ (ung/L) in

Drugs samples

Slope | Intercept R LOD (ug/L)

MTP 0,00002 - 0,0002 1187 16368 0,9855 | 0,0001 pg/L 0,0002 pg/L

O-DMM | 0,00002 - 0,0005 2944 13830 0.,972 | 0,0001 pg/L 0,0002 pg/L
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En la tabla 5 se reportan los resultados de la determinacion de MTP y O-DMM por

electroforesis capilar en las diferentes matrices. Se observé un porcentaje de

degradacion similar en las 3 concentraciones (10 ng/L, 10 pug/L y 10 mg/L) con

respecto al tiempo.

Tabla 5. Determinacion de MTP y O-DMM por el método de electroforesis capilar
12 h 24h 48 h 72h 96 h

MTP | O-DMM | MTP | O-DMM | MTP | O-DMM | MTP [ O-DMM | MTP | O-DMM

Agua 2.6 £0.09 1.8+0.12 2.1+0.05 1.7+0.11 2.0+0.09 1.2+0.10 1.3+0.13 0.7 £0.07 0.5+0.09 0.2+0.09

Cerebro 0.2+0.07 0.2+0.04 0.3+£0.09 0.3+£0.08 0.3+£0.06 0.2+0.08 0.3+0.12 0.3+£0.09 0.5+0.09 0.4 £0.06

= .

B’ Branqwas 0.2+0.08 0.2+0.08 05+0.08 | 0.2+ 0.03 | 0.6+0.06 0.5+0.02 0.4+0.12 0.5+0.04 0.7+0.11 0.7 £0.08
c
a

Higado 0.4+0.11 0.2+0.05 0.4+0.11 0.3+0.09 0.4+0.08 0.5+0.07 0.4+0.14 0.7 £0.07 0.6 £0.10 0.7+0.10

Rifi6N 0.2+0.09 0.2+0.07 0.2+0.12 0.2+0.04 0.3+0.04 0.3+0.04 0.2+0.12 0.3+0.10 0.2 +0.06 0.2+0.10

Sangre 0.3+£0.10 0.3+£0.07 0.4+£0.09 0.3+0.06 0.3+£0.03 0.6 £0.10 0.2+0.08 0.6 £0.04 0.5+0.11 0.3+0.06

Agua 1.9+0.10 1.0+0.10 1.7+£0.09 1.0+0.12 1.3+0.07 0.8 £0.09 1.1+0.12 0.3+£0.09 0.7 £0.09 0.3+£0.10

Cerebro 0.2+0.08 0.2+0.03 0.4+0.09 0.2 +0.06 0.4+£0.05 0.3+0.09 0.4+0.10 0.4 £0.05 0.8+0.12 0.2+0.09

Branquias 0.3+0.09 0.2+0.06 0.3+0.06 0.3+0.08 0.7 £0.07 0.7+0.08 0.5+0.09 0.5+0.10 1.0+0.14 0.5+0.05
S
g

o Higado 0.2+0.07 0.2+£0.06 0.4+0.08 0.2 £0.05 0.6 £0.10 0.6 +£0.06 05+0.11 0.4 £0.05 0.9+0.13 0.7 £0.09
-

Rifi6Nn 0.2+0.11 0.2+0.07 0.2+£0.06 0.2+0.08 0.2+0.11 0.4 £0.09 0.2+0.03 0.3+£0.06 0.5+£0.12 0.6 £0.07

Sangre 0.2+0.06 0.2+0.07 0.2+0.04 0.2+£0.04 0.4+0.13 0.2 £0.05 0.2+0.11 0.2+0.10 0.3+0.08 0.2+£0.09

Agua 2.6+0.12 1.3+0.10 24+0.16 1.2+0.09 2.1+0.09 0.8 £0.07 1.1+0.10 0.4+0.08 0.7+0.13 0.3£0.10

Cerebro 0.2+0.07 0.2+0.07 0.2+0.08 0.2+0.08 0.4+£0.04 0.3 +0.06 05+0.11 0.2+0.09 0.5+0.09 0.4+0.08

) Branquias 0.3+£0.07 0.2+0.04 0.5+0.07 0.3+£0.08 0.8+0.11 0.6 £0.09 0.6 £0.09 0.4+£0.10 0.6 £0.11 0.5+0.09
5

o Higado 0.3+£0.09 0.2+£0.06 0.6 £0.10 0.2 £0.05 0.7 £0.09 0.6 £0.07 0.8+0.10 0.5+0.09 0.7 £0.09 0.8+0.10
-

Rifi6N 0.2+0.10 0.2+0.06 0.3+0.07 0.2+0.03 0.3+0.05 0.3+0.06 0.4+0.11 0.4 £0.05 0.4+0.10 0.5+0.10

Sangre 0.2+0.09 0.2+0.05 0.3+0.06 0.2+0.03 0.6 £0.07 0.2+0.05 0.4+0.09 0.2+0.06 0.3 +0.06 0.2+0.06
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En los sistemas de exposicion donde se trabajé con la concentracion mas baja (10
ng/L), a las 12 h se registro la mayor concentracion de MTP en agua de 2,6 ng/L,
sin embargo, el porcentaje de pérdida del MTP en agua fue incrementando con
respecto al tiempo llegando a un 80 % (0,5 ng/L) a las 96 h. Los principales 6rganos
donde se observo la bioconcentracion de MTP a las 12 h fueron cerebro, branquias
e higado, con 0,2, 0,2 y 0,4 ng/L, respectivamente. A las 96 h, la bioconcentracion
de MTP en estos érganos aumentd con respecto a lo reportado a las 12 h, en
cerebro 150 %, en branquias 250 % y en higado en un 50 %. En el caso del
metabolito O-DMM se observo el mismo comportamiento, a las 12 h en agua se
registro la concentracion mas alta de 1,8 ng/L, y a las 96 h esta concentracion fue
disminuy6 en un 88 % (0,2 ng/L). En cerebro, branquias e higado a las 12 h se
observo una bioconcentracién de O-DMM de 0,2 ng/L y ésta aument6 en un 100 %,

250 % y 75 % respectivamente a las 96 h.

En la concentracion media (10 pg/L), la matriz donde se registr6 la mayor
concentracion de MTP fue en agua (1,9 ug/L) a las 12 h de exposicion, pero esta
disminuy6 hasta un 63 % (0,7 pg/L) a las 96 h. En cerebro, branquias e higado se
registrd una bioconcentracion inicial baja de 0,2, 0,3y 0,2 ug/L respetivamente a las
12 h, y ésta aumentd en un 300 % en cerebro, 233 % en branquias y 350 % en
higado, a las 96 h. El metabolito O-DMM, mostré el mismo comportamiento, siendo
el agua la matriz donde se registré la mayor concentraciéon con 1,0 pg/L, y se
observé un porcentaje de pérdida a las 96 h de un 70 %. La bioconcentracion en

branquias, higado y rifidén a las 12 h fue de 0,3, 0,2 y 0,2 ug/L, respectivamente. A
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las 96 h se observé un incremento en la bioconcentracion de O-DMM en branquias

de 66 % (0,5 pg/L), en higado de 250 % (0,7 ug/L) y en rifion de 200 % (0,6 ug/L).

En la concentracion méas elevada 10 mg/L, en el agua se encontr6 una
concentracion de MTP de 2,6 mg/L alas 12 hy se observé una tendencia de pérdida
con respecto al tiempo, siendo mayor a las 96 h en un 77 % (0,7 mg/L). Los
principales érganos donde se registro bioconcentracion a las 12 h fueron el cerebro
con 0,2 mg/L, branquias e higado con 0,3 mg/L. A las 96 h de exposicion se observo
un incremento en la bioconcentracion de MTP, en cerebro de un 150 % (0,5 mg/L),
en branquias de 100 % (0,6 mg/L) y en higado un 133 % (0,7 mg/L). El metabolito
O-DMM a las 12 h en agua mostré una concentracion de 1,3 mg/L, a las 96 h
disminuy6 hasta un 76 % (0,3 mg/L). La bioconcentracién en branquias, higado y
rindn fue de 0,2 mg/L a las 12 h, esta se incrementé con respecto al tiempo
alcanzando un maximo de 150 % en branquias y rifién (0,5 mg/L) y un 300 % en

higado (0,8 mg/L).

7. 2 BCF parciales en los diferentes 6rganos o tejidos evaluados
En la tabla 6, se muestran los factores de bioconcentracion parciales del MTP y O-
DMM en branquia, higado, rifion, sangre y cerebro. Los factores de
bioconcentracion observados estuvieron entre 0.02 y 0.10 para los diferentes

organos evaluados, siendo los mas altos para higado y branquias.
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Tabla 6. Factor de bioconcentraciéon de MTP y O-DMM

12 h 24 h 48 h 72 h 96 h
MTP | O-DMM | MTP | O-DMM | MTP | O-DMM | MTP | O-DMM | MTP | O-DMM
Cerebro | 0.02 0.02 0.03 0.03 0.03 0.02 0.03 0.03 0.05 0.04
% Branquias | 0.02 0.02 0.05 0.02 0.06 0.05 0.04 0.05 0.07 0.07
g Higado 0.04 0.02 0.04 0.03 0.04 0.05 0.04 0.07 0.06 0.07
- Rifion 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03 0.03 0.02 0.03 0.02 0.02
Sangre 0.03 0.03 0.04 0.03 0.03 0.06 0.02 0.06 0.05 0.03
Cerebro | 0.02 0.02 0.04 0.02 0.04 0.03 0.04 0.04 0.08 0.02
3 Branquias | 0.03 0.02 0.03 0.03 0.07 0.07 0.05 0.05 0.10 0.05
?En Higado 0.02 0.02 0.04 0.02 0.06 0.06 0.05 0.04 0.09 0.07
= Rifion 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.04 0.02 0.03 0.05 0.06
Sangre 0.02 0.02 0.02 0.02 0.04 0.02 0.02 0.02 0.03 0.02
Cerebro | 0.02 0.02 0.02 0.02 0.04 0.03 0.05 0.02 0.05 0.04
1 Branquias | 0.03 0.02 0.05 0.03 0.08 0.06 0.06 0.04 0.06 0.05
?E» Higado 0.03 0.02 0.06 0.02 0.07 0.06 0.08 0.05 0.07 0.08
= Rifi6n 0.02 0.02 0.03 0.02 0.03 0.03 0.04 0.04 0.04 0.05
Sangre 0.02 0.02 0.03 0.02 0.06 0.02 0.04 0.02 0.03 0.02
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7. 3 Evaluacion del estrés oxidativo
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Figura 9. Contenido de hidroperoxidos (HPC) en cerebro, branquias, higado, rifidn
y sangre de Cyprinus carpio expuestos a metoprolol (MTP) durante 12, 24, 48,72y
96 h. Los valores son la media de tres repeticiones +SE. CHP= hidroperéxido de
cumeno. *Diferencias significativas respecto al grupo control, ANOVA y Tukey

Kramer (P <0.05).
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Los resultados de HPC se muestran en la Figura 9. Se observaron incrementos
significativos con respecto al grupo control (P <0.05) en cerebro a las 12 h en 10
ug/L (362 %), a las 24 h con las tres concentraciones en 9 %, 35 % y 147 %,
respectivamente; alas 48 hy 72 h con 10 ng/L (74 %y 7 %), con 10 pg/L (324 %y
5 %)y 10 mg/L (55 % y 190 %) respectivamente, y a las 96 h con 10 ng/L (177 %).
En branquias a las 12 h con 10 pg/L (182 %), alas 24 y 48 h con 10 mg/L (25 %y
456 %, respectivamente) y a las 96 h en 10 mg/L (196 %). En higado a las 12 h con
10 pg/L (111 %) y con 10 mg/L (48 %), a las 24 h del 277 % con 10 pg/L, a las 48 y
72 hen 10 pg/L (168 % y 80 %) y en 10 mg/L (294 % y 120 %) respectivamente, y
alas 96 h en 10 mg/L (331 %). En rifion a las 12 h en 10 pg/L (109 %), a las 24 h
con 10 ng/L (139 %) y con 10 mg/L (279 %), a las 48 h unicamente en 10 ug/L (512
%) y a las 96 h tanto en 10 ng/L (235 %) como 10 mg/L (131 %). En sangre a las 12
h Unicamente en 10 ng/L (586 %), alas 24 y 48 hen 10 ng/L (12 %y 10 %), 10 pg/L
(159 %y 267 %) y 10 mg/L (15 % y 8 %) respectivamente, a las 72 h en 10 ng/L (60
%)y 10 mg/L (5 %) y a las 96 h unicamente con 10 mg/L (759 %). El valor méas alto
se registrd en las branquias a las 48 h con 10 mg/L. En contraste, se observaron
decrementos significativos con respecto al grupo control en cerebro a las 96 h con
10 pg/L (51 %), en branquias alas 72 h en 10 pg/L (7 %) y 96 h con 10 ng/L (45 %)

y en los rifiones a las 12 h con 10 mg/L (27 %) y 72 h con 10 ng/L (1 %).
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Figura 10. Grado de lipoperoxidacion (LPX) en cerebro, branquias, higado, rifién y
sangre de Cyprinus carpio expuestos a metoprolol (MTP) durante 12, 24, 48, 72y
96 h. Los valores son la media de tres repeticiones +SE. MDA= malondialdehido.
*Diferencias significativas respecto al grupo control, ANOVA y Tukey Kramer (P
<0.05).
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Los resultados de LPX se muestran en la Figura 10. Se observaron incrementos
significativos con respecto al grupo control (P <0.05) en cerebro a las 12 h con las
tres concentraciones de 101 %, 145 % y 125 %, respectivamente, a las 24 h con 10
ng/L (105 %) y 10 mg/L (115 %), a las 48 h con 10 ng/L (196 %), 10 pg/L (117 %) y
10 mg/L (164 %); a las 72 h con 10 ng/L (50 %) y en 10 mg/L (250 %) y a las 96 h
en 10 pg/L (49 %) y 10 mg/L (195 %). En las branquias a las 12 y 24 h con 10 mg/L
(385 % y 124 %) respectivamente; a las 48 h con 10 pg/L (126 %), alas 72 h en 10
mg/L (342 %) y a las 96 h con 10 ug/L (326 %). En higado a las 12 h en 10 mg/L
(157 %), alas 24 h en 10 pg/L (122 %) y en 10 mg/L (147 %), a las 48 h en 10 mg/L
(126 %), a 72 h con 10 pg/L (191 %) y 10 mg/L (445 %), y a las 96 h con 10 ng/L
(174 %) y 10 mg/L (107 %). En rifion a las 12 y 24 h con 10 ng/L (118 % y 203 %)
respectivamente, a las 48 h en 10 pg/L (123 %) y 10 mg/L (235 %) y a las 96 h con
10 mg/L (109 %). En sangre a las 24 y 72 h en 10 pg/L (119 % y 121 %)
respectivamente y a las 96 h con 10 ng/L (73 %) y en 10 mg/L (117 %). El valor mas
alto se registré en el higado a las 72 h con 10 mg/L. En contraste, se observaron

decrementos significativos en el rifidén en todos los tiempos de exposicion.
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Figura 11. Contenido de proteinas carboniladas (PCC) en cerebro, branquias,
higado, rifion y sangre de Cyprinus carpio expuestos a metoprolol (MTP) durante
12, 24,48,72y 96 h. Los valores son la media de tres repeticiones +SE. *Diferencias
significativas respecto al grupo control, ANOVA y Tukey Kramer (P <0.05).
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Los resultados de PCC se muestran en la Figura 11. Se observaron incrementos
significativos con respecto al grupo control (P <0.05) en cerebro alas 12y 24 h con
10 pg/L (90 % y 304 %) y 10 mg/L (90 % y 210 %) respectivamente, a las 48 h con
10 ng/L (128 %) y 10 mg/L (201 %), a las 72 h en 10 mg/L (254 %) y a las 96 h con
10 ng/L (387 %) y 10 pg/L (351 %). En las branquias a las 12 h con 10 mg/L (486
%), a las 24 h en 10 ng/L (454 %) y 10 ug/L (744 %), a las 72 h con 10 mg/L (367
%)y alas 96 h en 10 pg/L (609 %). En higado alas 12y 24 h con 10 mg/L (19 % y
105 %) respectivamente, a las 48 h con 10 pg/L (73 %) y 10 mg/L (266 %), a las 72
h con 10 pg/L (41 %)y 96 h con 10 pg/L (150 %) y 10 mg/L (106 %). En rifidén a las
12 h con 10 pg/L (231 %), a las 24 h con 10 ng/L (205 %) y 10 mg/L (237 %) y a las
96 h con 10 mg/L (77 %). En sangre a las 12 h con 10 mg/L (81 %), a las 24 h con
10 ng/L (30 %), 10 pg/L (253 %) y 10 mg/L (24 %), alas 48y 72 h con 10 pg/L (142
%y 77 %)yen 10 mg/L (82 % y 93 %) respectivamente, y a las 96 h con 10 ng/L
(155 %), 10 pg/L (79 %) y 10 mg/L (23 %). El valor més alto se registré en las
branquias a las 48 h con 10 upg/L. En contraste, se observd un decremento

significativo con respecto al grupo control en rifion a las 48 h con 10 mg/L (12 %).
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7. 4 Evaluacion de la actividad de enzimas antioxidantes

7.4.1 Actividad de SOD
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Figura 12. Actividad de superéxido dismutasa (SOD) en cerebro, branquias, higado,

]

rifidn y sangre de Cyprinus carpio expuestos a metoprolol (MTP) durante 12, 24, 48,
72 y 96 h. Los valores son la media de tres repeticiones +SE. *Diferencias
significativas respecto al grupo control, ANOVA y Tukey Kramer (P <0.05).
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Los resultados de SOD se muestran en la Figura 12. Se observaron incrementos
significativos con respecto al grupo control (P <0.05) en cerebro a las 12 h con 10
ng/L (89 %), 10 ug/L (104 %) y 10 mg/L (179 %), a las 24 h en 10 ng/L (97 %) y en
10 mg/L (104 %), con respecto a las 48 h con 10 pg/L (181 %) y 10 mg/L (123 %),
alas 72 h con 10 ng/L (202 %), 10 ug/L (222 %) y 10 mg/L (288 %), a las 96 h con
10 pg/L (86 %) y 10 mg/L (211 %). En branquias a las 12 h con 10 mg/L (174 %), a
las 24 h en 10 ng/L (182 %) y 10 mg/L (188 %), a las 48 h con 10 ng/L (102 %) y 10
ug/L (105 %) y alas 72 h en 10 mg/L (181 %). En higado a las 12 h con 10 ug/L
(207 %) y 10 mg/L (198 %), a las 48 h con 10 ng/L (119 %), 10 pg/L (110 %) y 10
mg/L (120 %), alas 72y 96 h en 10 pg/L (116 % y 370 %) respectivamente. En rifidn
alas 12 h con 10 ng/L (124 %), 10 pg/L (110 %) y 10 mg/L (97 %), alas 24 h en 10
mg/L (105 %), a 48 h con 10 ng/L (224 %) y 10 mg/L (683 %), con respecto a las 72
h en 10 pg/L (476 %) y 10 mg/L (144 %) y a las 96 h con 10 ng/L (197 %), 10 pg/L
(479 %) y 10 mg/L (281 %).En sangre a las 12 h con 10 ng/L (53 %), 10 pg/L (118
%)y 10 mg/L (117 %), alas 24 h en 10 ng/L (59 %) y en 10 mg/L (78 %), a 48 h con
10 ng/L (194 %), 10 pg/L (257 %) y 10 mg/L (228 %), a las 72 'y 96 h con 10 pg/L
(242 % y 334 %) y 10 mg/L (335 % y 389 %) respectivamente. El valor mas alto se
registrd en el rifidn a las 48 h con 10 mg/L (683 %). En contraste, se observaron

decrementos significativos en las branquias en todos los tiempos de exposicion.
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3.4.2 Actividad de CAT
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Figura 13. Actividad de catalasa (CAT) en cerebro, branquias, higado, rifidén y
sangre de Cyprinus carpio expuestos a metoprolol (MTP) durante 12, 24, 48, 72 y
96 h. Los valores son la media de tres repeticiones +SE. *Diferencias significativas
respecto al grupo control, ANOVA y Tukey Kramer (P <0.05).
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Los resultados de CAT se muestran en la Figura 13. Se observaron incrementos
significativos con respecto al grupo control (P <0.05) en cerebro a las 24 h con 10
ug/L (164 %) y en 10 mg/L (108 %), a las 48 h Unicamente con 10 ug/L (276 %), a
las 72 h con 10 pg/L (151 %) y con 10 mg/L (171 %) y a las 96 h en 10 ng/L (155
%), 10 pg/L (83 %) y 10 mg/L (80 %). En branquias a las 12 h con 10 ng/L (223 %),
alas 24 h en 10 ng/L (355 %) y 10 mg/L (434 %), a las 48 h con 10 pg/L (739 %) y
alas 72 h con 10 pg/L (355 %) y 10 mg/L (752 %). En higado a las 12 h con 10 mg/L
(64 %), alas 24 h con 10 mg/L (485 %), alas 48y 72 hen 10 pg/L (691 % y 122 %)
y con 10 mg/L (1264 % y 36 %) y a las 96 h con 10 mg/L (3 %).En rifién a las 12 h
en 10 pg/L (313 %) y 10 mg/L (329 %), a las 24 h con 10 ng/L (420 %) y 10 mg/L
(399 %), alas 48 y 72 h con 10 ng/L (180 % y 512 %) y 10 pg/L (413 % y 140 %)
respectivamente y 96 h con 10 mg/L (18 %). En sangre a las 12 h con 10 ng/L (322
%) y en 10 mg/L (165 %), a las 24 h con 10 ng/L (29 %), 10 pg/L (139 %) y 10 mg/L
(28 %), a las 48 h en 10 ng/L (63 %) y con 10 mg/L (208 %), a las 96 h en 10 ng/L
(41 %), 10 pg/L (24 %) y 10 mg/L (31 %). El valor mas alto se registré en el higado
a las 48 h con 10 mg/L. En contraste, se observaron decrementos significativos con
respecto al grupo control en higado a las 12 h en 10 pg/L (7 %) y en rifion a las 96

h con 10 ng/L (46 %).
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7.5 Evaluacion de la genotoxicidad

7. 5. 1 Electroforesis unicelular (ensayo cometa)
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Figura 14. Determinacion del dafio al ADN por el ensayo cometa en linfocitos de
Cyprinus carpio expuestos a metoprolol (MTP) durante 12, 24, 48, 72 y 96 h. Cada
valor representa la media de cinco organismos; + E.E. *, Indica la diferencia
significativa con respecto al grupo testigo, prueba de ANOVA, no paramétrica de
Kruskal-Wallis y Dunn (p< 0.05).

Los resultados del ensayo cometa en linfocitos de Cyprinus carpio se muestran en
la Figura 14. Se observa un incremento de la concentracion dependiente en los

grupos expuestos a los tiempos de exposicion de 24 y 48 horas.

Para la concentracion de 10ng/L se observaron incrementos significativos con

respecto al grupo testigo de 6% y 18% a las 48 y 72 horas, respectivamente. Para
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la concentracion de 10 pg/L se observaron incrementos significativos en
comparacion con el grupo testigo de 8 y 7% a las 24 y 48 horas y a las 72 horas
hubo un decremento respecto al testigo de 9% sin diferencia significativa. Por ultimo
en la concentracién de 10 mg/L el resultado de esta prueba fue similar al de la
concentracion de 10 pg/L, observandose un incremento con diferencias
significativas con respecto al grupo testigo de 33 y 31% a las 24 y 48 horas,
respectivamente, y a las 72 horas existio un decremento respecto al testigo de 25%

(sin diferencia significativa).

7. 6 Correlacion de Pearson
En la Tabla 7 se muestran los resultados de la correlacion de Pearson entre los
factores de bioconcentracion de MTP y O-DMM a las 12, 24, 48, 72 y 96 h y los
biomarcadores de estrés oxidativo en sangre, branquias, cerebro, rifién e higado de
C. carpio. Como se muestra, hay muy estrechas correlaciones entre FBC de MTP y
O-DMM vy biomarcadores de estrés oxidativo, principalmente en branquias, rifion,

higado y sangre a las 48 y 96 h a la mayor concentracion.

Tabla 7. Correlacion de Pearson

Biomarcadores
Concentracién T'e(ﬂ‘)po Xenobiético|  HPC LPX PCC SoD CAT
12 MTP 0.788 0.787 0.787 0.787 0.787
O-DMM 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121
24 MTP 0.512 0.512 0.512 0.512 0.512
®) o O-DMM 0.546 0.545 0.545 0.545 0.545
nd o 48 MTP 0.994 0.994 0.994 0.994 0.994
m g O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
H:J - 72 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
L O-DMM 0.788 0.787 0.787 0.787 0.787
O 9% MTP 0.901 0.900 0.900 0.900 0.900
O-DMM 0.788 0.787 0.787 0.787 0.787
o= MTP 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121
- g 12 O-DMM 0.545 0.545 0.545 0.545 0.545
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24 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

48 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

72 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

O-DMM 0.249 0.249 0.249 0.249 0.249

9% MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

12 MTP 0.845 0.845 0.845 0.845 0.845

O-DMM 0.845 0.845 0.845 0.845 0.845

24 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

1 O-DMM 0.335 0.335 0.335 0.335 0.335

E" 48 MTP 0.845 0.845 0.845 0.845 0.845

. O-DMM 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

A 72 MTP 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

O-DMM 0.952 0.952 0.952 0.952 0.952

96 MTP 0.178 0.178 0.178 0.178 0.178

O-DMM 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

12 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

24 MTP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

1 O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

?CD 48 MTP 0.545 0.545 0.545 0.545 0.545

o O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

- 72 MTP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

9% MTP 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121

O-DMM 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

12 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

O-DMM 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

(<,E) 24 MTP 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121
3 o O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
o =) 48 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
Z o O-DMM 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121
é - 72 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
oM O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
9% MTP 0.947 0.947 0.947 0.947 0.947

O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

12 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

24 MTP 0.900 0.900 0.900 0.900 0.900

1 O-DMM 0.593 0.593 0.593 0.593 0.593

E" 48 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

o O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

A 72 MTP 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

9% MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

o 12 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
A o O-DMM 0.545 0.545 0.545 0.545 0.545
< ? 24 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
\(2 o O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
I H 48 MTP 0.487 0.487 0.487 0.487 0.487
O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

86



ESTRES OXIDATIVO Y GENOTOXICIDAD INDUCIDO POR METOPROLOL EN Cyprinus carpio

72 MTP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

O-DMM 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

9% MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

O-DMM 0.878 0.878 0.878 0.878 0.878

12 MTP 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121

O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

24 MTP 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

1 O-DMM 0.454 0.454 0.454 0.454 0.454
?g 48 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
o O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
- 72 MTP 0.593 0.593 0.593 0.593 0.593
O-DMM 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121

9% MTP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

12 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121

24 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

1 O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
E" 48 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
o O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
A 72 MTP 0.545 0.545 0.545 0.545 0.545
O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

96 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

12 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

24 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

1 O-DMM 0.878 0.878 0.878 0.878 0.878
ED 48 MTP 0.900 0.900 0.900 0.900 0.900
o O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
A 72 MTP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

96 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

12 MTP 0.545 0.545 0.545 0.545 0.545

O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

24 MTP 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

= 1 O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
O fs) MTP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Z c:; 48 O-DMM 0.178 0.178 0.178 0.178 0.178
o - 72 MTP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

9% MTP 0.878 0.878 0.878 0.878 0.878

O-DMM 0.487 0.487 0.487 0.487 0.487

12 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

24 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

1 O-DMM 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
?ED 48 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
o O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
A 72 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
O-DMM 0.454 0.454 0.454 0.454 0.454

96 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

O-DMM 0.432 0.432 0.432 0.432 0.432
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12 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

O-DMM 0.739 0.739 0.739 0.739 0.739

24 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

1 O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

ED 48 MTP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

o O-DMM 0.575 0.575 0.575 0.575 0.575

A 72 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

O-DMM 0.487 0.487 0.487 0.487 0.487

96 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

12 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666

O-DMM 0.545 0.545 0.545 0.545 0.545

" 24 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333
o o O-DMM 0.900 0.900 0.900 0.900 0.900
(O] =) 48 MTP 0.666 0.666 0.666 0.666 0.666
Z o O-DMM 0.545 0.545 0.545 0.545 0.545
(<,E-) - 72 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

9% MTP 0.845 0.845 0.845 0.845 0.845

O-DMM 0.454 0.454 0.454 0.454 0.454

12 MTP 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

O-DMM 0.212 0.212 0.212 0.212 0.212

24 MTP 0.178 0.178 0.178 0.178 0.178

1 O-DMM 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

?Ef’ 48 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

o O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

A 72 MTP 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

O-DMM 0.787 0.787 0.787 0.787 0.787

96 MTP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

O-DMM 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

Los coeficientes de correlacion son significativos cuando son superiores a 0,5
(coeficientes remarcados), el contenido de hidroperoxido (HPC), el grado de
lipoperoxidacion (LPX), el contenido de proteinas carboniladas (PCC), la actividad

de superoéxido dismutasa (SOD) y la actividad de catalasa (CAT).

VIII.  DISCUSION DE RESULTADOS

Desde 1980 se ha estado reportando la presencia de diversos farmacos en
ambientes acuaticos (Song et al., 2008). En los ultimos afios, los B-bloqueadores

han sido detectados en efluentes de aguas residuales, asi como en aguas
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superficiales y en los sedimentos; dentro de este grupo se considera al MTP como
el farmaco con mayor relevancia ambiental debido a su potencial toxicolégico
(Huber et al.,, 2003), aunque la magnitud de los efectos téxicos aun esta por
determinarse. Sin embargo, a pesar de la creciente preocupacién mundial por los
B-bloqueadores, los limites permisibles de este grupo de medicamentos en cuerpos

de agua aun no son regulados por ningin organismo gubernamental.

Desde 2003, se han desarrollado una gran cantidad de métodos analiticos para
identificar y cuantificar diversos (3-bloqueadores en cuerpos de agua (Andreozzi et
al., 2003). A pesar del alto nivel de consumo de MTP alrededor del mundo, los datos
de ocurrencia ambientales de este compuesto siguen siendo escasos. Algunas de
las razones se deben a la falta de métodos analiticos mas sensibles, asi como el
hecho de que algunos [(-blogueadores sufren transformacion por factores tanto
biéticos como abidticos, generando metabolitos o productos de degradacion que

pueden llegar a ser mas dificiles de detectar y cuya toxicidad aun no se ha definido.

En el presente estudio, MTP se degrad6é a O-DMM de forma rapida, en las tres
concentraciones empleadas desde las 12 h. Esta degradaciéon pudo deberse a las
caracteristicas bidticas del sistema (biotransformacion del MTP por el CYP en la

carpa) y las caracteristicas abidticas (fotodegradacion del MTP).

Lubes (2009) realiz6 un modelaje molecular para explicar la biotransformacién del
MTP empleando el método semiempirico PM3 (Parametric Method 3), considerando

los mapas de potencial electrostatico, energias LUMO-HOMO, momentos dipolares,
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calores de formacion y coeficiente de particion. Ellos concluyen que los tres
principales metabolitos del MTP son O-desmethyl metoprolol (O-DMM), N-dealkyl
metoprolol, y el a-hydroxy metoprolol (a-OHM). Ellos también concluyen que los
metabolitos del MTP poseen entalpias de formacién mas negativas que el mismo
MTP sugiriendo que este farmaco puede ser degradado facilmente en cualquiera de
sus metabolitos ya que son mas estables termodinamicamente. Belpaire et al.
(1998), reportaron previamente que la biotransformacion del MTP en microsomas
humanos es realizada por el CYP2D6, una isoenzima del citocromo P450. Asi
mismo Hoffmann et al., (1980) reportaron que la subfamilia CYP2D6 es responsable
de la biotransformacién del aproximadamente el 70 % del MTP y que los principales
metabolitos de biotransformacién son: O-DMM (65%), a-OHM (10%) y NDAM
(<10%). Stegeman y Livingstone (1998), han identificado familias de genes del
CYP450 en diversas especies de peces, entre ellas la carpa comun, las subfamilias
encontradas fueron CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP1l, CYP17 y CYP19, y
especificamente la subfamilia CYP2D6. Los resultados de nuestro estudio
comprueban que el MTP se biotransforma a O-DMM, sugiriendo que la via de

transformacion en la carpa es similar a la de los humanos.

Ademas, Triebskorn et al. (2007) encontré6 que el MTP causaba efectos ultra-
estructurales, como el colapso de la compartimentacion celular y la reduccién del
glucégeno en el higado de trucha arco iris expuesto a 1 ug/L. Los autores
concluyeron que estas reacciones estructurales podrian indicar la activacion de
enzimas equivalentes a los citocromos de mamiferos de la familia CYP y por lo tanto

una induccion de biotransformacion en el higado de peces.
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Por otro lado, ciertos factores abidticos como la fotolisis y la radiacion UV pueden
afectar el destino de MTP en el medio ambiente (Liu & Williams, 2007; Piram et al.
2008). Estos autores demostraron, que el MTP se degrada por la presencia de luz
natural a partir de las 0.0011 h, alcanzando su tiempo de vida media a las 630 h.
En el proceso de fotolisis los principales productos de degradacion que se han

identificado son el O-DMM vy a-hydroxy metoprolol (a-OHM) (Borkar et al. 2011).

Tanto los estudios de biotransformacion como los de degradacion por fotolisis
apoyan nuestros resultados, demostrando que el MTP se transforma rapidamente

(12 h) a O-DMM como se muestra en la figura 4.

En este estudio se observdé que las concentraciones de MTP y O-DMM
disminuyeron en agua al aumentar el tiempo de exposicién, mientras que se mostré
un incremento de ambos compuestos en los diferentes tejidos estudiados a partir
de las 12 h de exposicion. Estos datos indican que MTP y su metabolito se
bioconcentraron en los tejidos ensayados. Se sabe que la bioconcentracion puede
variar entre especies acuaticas y dependiendo de las condiciones de exposiciéon de
los sistemas de prueba. Los resultados de nuestro estudio son consistentes con los
encontrados por Contardo-Jara et al. (2010) quienes demostraron que el MTP tiene
un alto factor de bioconcentracion (20.3) para el mejilléon Dreissena polymorpha
expuesto a diferentes concentraciones de este farmaco en un sistema de flujo
continuo en periodos de 4 y 7 dias. Los factores de bioconcentracion de farmacos,

estan influenciados por la liposolubilidad del xenobi6tico y el tiempo de vida media
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bioldgica (metabolismo / excrecion) del compuesto en el organismo (Brown et al.,
2007). Se ha reportado un coeficiente de particiéon para el MTP log Kow de 1.88
(Hansch, 1995), lo que indica que este compuesto posee una moderada lipofilicidad
y una alta capacidad de bioconcentrarse en tejidos en su forma protonada como se
muestra en la tabla 6. Tanto el MTP como el O-DMM son capaces de
bioconcentrarse, en los érganos evaluados a partir de las 12 h de exposicion, y
principalmente en higado y branquias, y considerando que éstos 6rganos tienen una
alta actividad metabdlica es l6gico encontrar que estos compuestos se concentran

mas comparado con los otros 6rganos ensayados en este estudio.

Tanto los incrementos de las concentraciones de MTP y O-DMM a los diferentes
tiempos de exposicion en los tejidos evaluados son acordes con el aumento
observado en los biomarcadores de oxidacion celular y en la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD y CAT en la carpa comun C. carpio, a partir de las 12

h.

El proceso de biotransformacién del MTP por la intervencion del CYP450 esté
directamente relacionada con la produccion y liberacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), tales como el radical anién superdxido y peréxido de hidrégeno. En
la fase | de la biotransformacién, el MTP sufre una O-demethylation. En este
proceso, se forma un complejo terciario denominado oxicitocromo P450 (O2-
CYP450-Fe2+-MTP), este complejo puede disociarse dando lugar al radical anion
superoéxido (O2-), regenerandose la proteina férrica (CYP450-Fe3+-MTP) con la

subsecuente liberacion de H202 (Park et al. 1995).
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Tanto el radical anion O2- y H202 formados en el proceso de biotransformaciéon del
MTP pueden ser responsables del estrés oxidativo encontrado en los diferentes

organos y tejidos empleados en este estudio en la carpa comun.

En el proceso LPX, los acidos grasos poliinsaturados reaccionan con las ROS, en
particular el radical hidroxilo (HO-) y el radical anion superéxido (02-), a través de
un mecanismo de reaccion en cadena. Esto permite la formacién de hidroperéxidos
gue se degradan a los productos de bajo peso molecular, como el MDA (Wilhelm-
Filho et al., 2005). Como se puede observar en la Fig. 1, un incremento en HPC se
presentd en branquias, higado, sangre, rifidn y cerebro en las tres concentraciones
con respecto al grupo control en la mayoria de los tiempos de exposicion (P <0.05).
El mismo comportamiento se observo en el contenido de MDA con los 6rganos y
tejidos evaluados con respecto al control (Fig. 2). Estos resultados pueden

explicarse por la presencia del O2-, consecuencia de la biotransformacion del MTP.

Los érganos que presentaron incrementos mas importantes en el HPC y LPX fueron
el higado y branquias. Se sabe que el higado, que es el tejido mas activo
metabdlicamente y el sitio donde ocurren los principales procesos de
biotransformacion (Van der Oost et al., 2003). De igual manera, en los peces de
agua dulce, las branquias se conocen como un 6rgano donde ocurre de manera
importante el metabolismo oxidativo (Monteiro et al., 2005). El incremento en ROS
presentado por el metabolismo oxidativo en estos Organos puede explicar el

incremento en HPC y LPX encontrados en este estudio.
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Ademas, Dreisbach et al., (1993) y Miura et al., (2005) demostraron que el uso de
MTP incrementa los niveles de Ca2+ intracelular y afecta a la fosforilacion oxidativa
mitocondrial, incrementando la formacion de ROS, que también explicaria el

incremento en HPC y LPX.

Las ROS producidas en la biotransformacion de MTP pueden afectar a las
proteinas. Se sabe que las ROS son capaces de unirse a los grupos sulfihidrilo de
las proteinas, generando cambios en la estructura de los aminoacidos, alterando su
funcion y por lo tanto la integridad de la proteina (Parvez & Raisuddin, 2000). Por
otro lado, es bien conocido que el radical anion superdxido reacciona con el 6xido
nitrico proveniente del metabolismo de la arginina, generando la especie reactiva
de nitrégeno, peroxinititrito (ONOO-) (Halliwell, 1997; Doi et al., 2002, Jifa et al.,
2006), que tiene una alta afinidad por los grupos sulfihidrilo de las proteinas
favoreciendo su oxidacion y nitracion en ausencia de GSH, y provocando la
disfuncion mitocondrial y a la larga produciendo un dafio irreversible y la pérdida
severa de ATP celular (Jaeschke et al., 2003). Estos hallazgos, concuerdan con los
resultados obtenidos en este estudio, que mostraron un incremento significativo en
el contenido de proteinas carboniladas en todos los érganos y tejidos evaluados y

en la mayoria de los tiempos de exposicion.

Las defensas antioxidantes pueden ser inducida por distintos factores tanto
ambientales, como xenobidticos bajo condiciones prooxidantes (Cheung et al.,

2001). Los niveles de las enzimas antioxidantes aumentan inicialmente para
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compensar el estrés oxidativo, pero si la exposicion a ROS es alta y prolongada,
esto puede conducir a una inhibicién o decremento en su actividad (Bebbiano et al.,

2005; Cheung et al. 2001).

Los sistemas de defensa antioxidante son esenciales para la neutralizaciéon de ROS
y su dafio (Regoli et al., 2002). El sistema antioxidante esta mediado por una
cascada de enzimas antioxidantes, que tienen la capacidad de secuestrar las ROS
y las pueden convertir en especies menos tbéxicas y reactivas. Este grupo de
enzimas incluyen ala SOD y la CAT. La primera, es el primer mecanismo de defensa
antioxidante y la principal enzima responsable de dismutar el radical anién
superoéxido generando H202 y éste es el sustrato de la CAT quien degrada al H202

en H20 y O2 (Orsi & Leese, 2008; Van der Oost et al., 2003).

En este estudio, la actividad de SOD y CAT se incrementaron significativamente en
todos los 6rganos y tejidos con respecto al grupo control (P <0.05) y diferentes
tiempos de exposiciébn. En sangre, higado y rifidon fue donde se observd un
incremento mas pronunciado en estas enzimas a partir de las 12 h. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Contardo-Jara et al., (2010), quienes
demostraron un incremento en la actividad de SOD y CAT en las glandulas
digestivas de Dreissena polymorpha por exposicion a 537.54 ug/L de MTP. Los
mismos autores determinaron una up-regulation del ARNm de las proteinas de
choque térmico lo que presupone un dafio a las proteinas y la necesidad de
procedimientos de reparacion, como el incremento de las enzimas antioxidantes;

también reportan que el MTP fue altamente bioacumulado en concentraciones
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ambientalmente relevantes, como lo que se observé en este estudio.

Los resultados de este estudio muestran de forma evidente que la biotransformacién
oxidativa del MTP es un proceso crucial para explicar el incremento de indicadores
de oxidacion celular y de la actividad antioxidante en carpa comun Cyprinus carpio,
y aunque este farmaco tiene una lipofilicidad moderada tanto él como su metabolito
O-DMM son capaces de bioconcentrarse en los diferentes érganos ensayados en

este estudio.

IX. CONCLUSIONES

MTP se degradd desde las primeras 12 h de exposicion a O-DMM. Por lo tanto, los
peces también fueron expuestos durante todo el ensayo a MTP y O-DMM. Se
observé que Cyprinus carpio bioconcentra el MTP y O-DMM a partir de las 12 h de
exposicién, y que los 6rganos donde mas se concentran estos compuestos son el
higado y branquia. El MTP y O-DMM fueron responsables de los incrementos de
HPC, LPX, PCC vy la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT en todos
los 6rganos evaluados. Las branquias y el higado fueron los érganos mas afectados,
mientras que el cerebro mostrd la menor susceptibilidad a estos compuestos. Los
biomarcadores de exposicidon y efecto empleados en este estudio pueden ser early
warnings confiables para su uso en la evaluacion de la toxicidad inducida por beta

bloqueadores en peces como Cyprinus carpio.
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During the last decade, B-blockers such as metoprolol (MTP) have been frequently
detected in surface water, aquatic systems and municipal water at concentrations of
ng/L to pug/L. Only a small number of studies exist on the toxic effects induced by
this group of pharmaceuticals on aquatic organisms. Therefore, the present study
aimed to evaluate the toxicological risk associated with MTP in the common carp
Cyprinus carpio, using oxidative stress biomarkers. To this end, indicators of cellular
oxidation such as hydroperoxide content (HPC), lipid peroxidation (LPX) and protein
carbonyl content (PCC) were determined, as well as the activity of the antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). Concentrations of MTP
and its metabolite O-desmethyl metoprolol were determined in water as well as carp
gill, liver, kidney, brain and blood, along with the partial uptake pattern of these
compounds. Results show that carp uptakes MTP and its metabolite in the different
organs evaluated, particularly liver and gill. As regards, the oxidative stress
biomarkers: HPC, LPX, PCC as well as SOD and CAT activity all increased
significantly at most exposure times in all organs evaluated. Results indicate that
MTP and its metabolite induce oxidative stress on the teleost C. carpio and that the

presence of these compounds in water bodies constitutes a risk for aquatic species.

Keywords: beta-blockers, indicators of cellular oxidation and of antioxidant defense,

fish, emerging contaminants.
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Metoprolol represents an ecotoxicological risk to hydrobionts such as Cyprinus

carpio, and has an ecological impact on aquatic ecosystems.

1. INTRODUCTION

Emerging contaminants have a significant impact around the world. The term is
used to refer to compounds of diverse origin and chemical nature, whose presence
in the environment is not regulated since it is not considered significant in terms of
distribution and/or concentration. These compounds therefore go unnoticed and are
unlegislated. However, they continue to be widely detected and are known for their
potential to cause environmental impact and induce adverse effects on hydrobiont
health (Barcel6 and Lépez, 2008).

Among the types of emerging contaminants that demand greater attention — due to
lack of environmental data and ecotoxicological analytical methods as well as the
possible consequences of their presence in the environment — are pharmaceuticals
(Petrovic et al., 2002). The latter are biologically active components used to restore
human and animal health. These compounds can induce unexpected responses in
lower organisms due to pharmacokinetic and pharmacodynamic differences (Fent et
al., 2006).

Consumption of pharmaceuticals in countries of the European Union and the
Americas is measured in tons (Jones et al., 2002). The most frequently prescribed
agents include analgesics/anti-inflammatories such as ibuprofen, antibiotics such as

amoxicillin, and antihypertensives like metoprolol (MTP) (Hernando et al., 2006).
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Antihypertensives remain one of the most prescribed groups of medications in the
US. They constitute a very wide group of products among which calcium channel
blockers, angiotensin-converting enzyme inhibitors, and B-blockers are prominent
(He and Whelton, 1997). Within the group of B-blockers is metoprolol (MTP), a B-1
selective (cardioselective) adrenergic blocker (Fang et al., 2004). It decreases
catecholamine effects on cardiac muscle, inducing cardiac frequency and
contractility reduction, and as a result, decreased cardiac output, arterial blood
pressure and myocardial oxygen consumption.

MTP is moderately lipophilic, lacks sympathomimetic activity and has feeble activity
as a membrane-stabilizing agent. It is prescribed to treat hypertension (high blood
pressure), relieve angina (chest pain) and prevent heart attacks (Fang et al., 2004).

The worldwide consumption of B-blockers is estimated at 100,000-200,000 annual
tons. In recent years, MTP was included among the 200 top-selling medications in
the US, with an annual production of 100-150 tons and economic revenue of 21.8
billion US dollars (Lamb, 2007). In 2002, in Germany alone, some 98.1 tons of MTP
(Schwabe and Paffrath, 2003) were sold this being one of the most commonly
administered medications after propranolol, yielding an estimated gain of 1.7 billion
euros (Lemmer, 2006). As regards Latin America, Mexico is the country with the
highest per capita demand and consumption of MTP, with an annual market of 69
tons (ProMéxico, 2013). This elevated consumption is related to the high incidence
of obesity and cardiovascular disease in the Mexican population.

Based on these antecedents, it is worth stressing that in the last decade B-blockers
such as MTP have been frequently detected in aquatic systems, surface water and

municipal water mostly in the US, Germany and Mexico at concentrations of ng/L to
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pg/L (Kimmerer, 2010). Reported concentrations in the US range from 170 to 520
ng/L in wastewater, while in Germany 220 ng/L have been detected in wastewater
treatment plant effluent (Ternes, 1998). In other European countries, MTP has also
been found in industrial effluent: France (0.8 ug/L), Greece and ltaly (0.1 ug/L), and
Sweden (0.39 pg/L) (Andreozzi et al., 2003), while in Mexico concentrations of 200-
290 ng/L have been detected in the Mezquital Valley (Siemens et al., 2008).

Despite reports of MTP concentrations in aquatic ecosystems throughout the world,
few studies have examined the toxic effects of this compound on organisms present
in water bodies, probably because it has not been described as an important toxic
agent in the literature. Van den Brandhof and Mortforts (2010) reported an LCsy of
150.0 mg/L for MTP in embryos of Danio rerio after 72 h of exposure, while a study
by Sun et al. (2014), using the same bioindicator, found a 96-h LCso of 167 mg/L. In
both studies, cardiac frequency reduction and increased embryo mortality occurred.
A third study found an LCso of 130 mg/L in rainbow trout (Onchorhynchus myekiss)
and a NOEC (no observed effect concentration) of 32 mg/L (Moermond, 2014). On
the other hand, MTP toxicity has been evaluated not only in fish, but also in algae,
specifically the green alga Pseudokirchneriella subcapitata in which a LOEC (lowest
observed effect concentration) of 7.5 mg/L was found at 72 h; both evaluations were
conducted according to the guidelines proposed in OECD 201 (Moermond, 2014).
MTP undergoes biotransformation by activity of the microsomal cytochrome P450
(CYP) monooxygenase system and specifically by the CYP2D6 subfamily (Cozza
and Armstrong, 2001). Production and release of free radicals has been reported to
be possible during this process, particularly reactive oxygen species (ROS) such as

the superoxide anion radical (O2’) based on formation of the ternary oxy-cytochrome
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complex and hydrogen peroxide (H.O,) via the peroxy-cytochrome complex
(Halpert et al., 1986).

These reactive species are molecules that have an unpaired electron or an uneven
number of electrons in the outer orbit of an atom, giving them a spatial configuration
that produces instability, high reactivity and great capacity to induce oxidative stress
(Hangsber, 2002; Rodriguez et al., 2001; Valavanidis et al., 2006). The latter term is
used to refer to the imbalance between ROS production and antioxidant defenses
that leads to a variety of physiological and biochemical changes in carbohydrates,
lipids, proteins and nucleic acids, ultimately inducing cell degeneration and death.
Fish are excellent bioindicators of aquatic environment quality since they interact
intensively with water and the sediments thereof (De la Lanza et al., 2000; Ondarza
et al., 2010). The common carp Cyprinus carpio is one of the first aquatic species in
the world cultured for human consumption, and Mexico is among the top countries
producing and commercializing this fish. According to the United Nations Food and
Agricultural Organization, this is the most frequently cultured species in the world
and the one most consumed by the human population (FAO, 2009).

C. carpio is an excellent bioindicator of water quality due to its easy reproduction
and maintenance in the laboratory, sensitivity to diverse xenobiotics and tolerance
of high temperatures, as well as its economic and nutritional importance and wide
geographic distribution (De la Lanza et al., 2000; Ondarza et al., 2010).

The present study aimed to evaluate the toxicity induced by three concentrations of
MTP (10 ng/L, 10 pug/L and 10 mg/L) in brain, gill, liver, kidney and blood of the

freshwater teleost C. carpio, using oxidative stress biomarkers to evaluate the risk
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associated with the presence of this pharmaceutical in water, which could possibly

affect the physiology and/or survival of aquatic organisms in their environment.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Reagents

Unless otherwise stated, reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO).

Metoprolol tartrate (MTP) (CAS 56392-17-7, >98% purity) C34Hs6N2012, 684.81 MW
and O-desmethyl metoprolol (O-DMM) (CAS 62572-94-5, >98% purity) C14H23NOs,
253.34 MW. Each of these compounds was dissolved in deionized water to prepare
stock solutions from which all test concentrations were obtained.

Deionized water was used in all experiments. Sodium tetraborate decahydrate was
purchased from Caledon Laboratory Chemicals (Caledon, ON, Canada); sodium
hydroxide, hydrochloric acid and HPLC-grade methanol were obtained from Fisher

Scientific (Nepean, ON, Canada).

2.2 Quantification of MTP and O-DMM by capillary electrophoresis (CE)

Specific determination of MTP and O-DMM in tissue and water samples was made
using a P/ACE™ MDQ CE system (Beckman Coulter, Brea, CA) equipped with UV
and photodiode array (PDA) detectors. Anion separations were carried out using a
fused-silica capillary (50 uym internal diameter, 60 cm total length, 50 cm effective

length) coated with polybrene (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ). Samples
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were injected hydrodynamically for 10 s at 1.0 psi. All experiments were performed
at 25 °C.

Throughout the experiment, the capillary was rinsed sequentially with 0.1 M NaOH
for 4 min, 18 MQ water for 1 min, and run buffer for 5 min before each run.
Separation conditions were maintained for 11 min until the baseline remained
constant.

The inlet end of the capillary was held at a positive potential and the outlet end at a
negative potential. The distance between working electrode and capillary outlet was
set to 150 ym with the help of an optical microscope. The detection was set at a
wavelength of 214 nm.

All runs were made at ambient temperature. The software 32 Karat v8.0 was used

to control the system during all determinations as well as for data treatment.

2.3 Preparation of samples

From the different exposure times (12, 24, 48, 72 and 96 h) were analyzed samples
of brain, gill, liver, kidney and blood of C. carpio, as well as water from the three test
concentrations used (10 ng/L, 10 yg/L and 10 mg/L; hereafter called C1, C2 and C3
respectively), for a total 360 samples.

The homogenization-deproteinization method used for MTP and O-DMM extraction
followed the procedure proposed by Brooks (1983). First, fresh organ samples were
homogenized and mixed with phosphate buffer solution (PBS), frozen at -20 °C and
protected from natural light until determination. The frozen samples were brought to
ambient temperature and supplemented with 150 yL Milli-Q water and 50 L of 70%

perchloric acid. All solutions were passed through 0.45-um Nylon membrane filters
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(Canadian Life Science, Peterborough, ON). MTP and O-DMM determination was

carried out by CE analysis.

2.4 Preparation of standard solutions

Standard solutions of MTP and O-DMM were prepared using appropriate quantities
of each compound. The compounds were dissolved in 18 MQ water to obtain a final
concentration of 10 mg/mL. Stock solutions of both compounds were stored at 4 °C

and brought to ambient temperature prior to use.

2.5 Method optimization

Since MTP and O-DMM are similar in structural and physicochemical properties, the
optimum conditions for their detection by CE were: sodium tetraborate decahydrate
pH 11.0 at a concentration of 40 mM as the run buffer, optimum separation voltage

15 kV for 11 min run under normal polarity.

2.6 Determination of partial uptake pattern (UP)

Partial UP of MTP and O-DMM were determined at the different exposure times in

all organs evaluated, using the following equation:

UP = MTP or O-DMM concentration in the organ evaluated / MTP or O-DMM

concentration in water

2.7 Specimen maintenance and culture
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Three-month-old juveniles of common carp (Cyprinus carpio), 18.4 + 0.31 cm long
and weighing 50.7 + 7.8 g, were obtained from the aquaculture center in Tiacaque
(State of Mexico) and transported to the laboratory in fully sealed polyethylene bags
with enough oxygen to ensure survival. Carp were placed in 120-L tanks containing
dechlorinated tap water (previously reconstituted with salts) and were acclimated to
test conditions for 30 days prior to the experiment.

During acclimation, carp were fed Pedregal Silver™ fish food, and three-quarters of
the tank water were replaced every 24 h to maintain a healthy living environment.
The physicochemical characteristics of dechlorinated tap water reconstituted with
salts were maintained: temperature 20 + 2 °C, oxygen concentration 80-90%, pH
7.5-8.0, total alkalinity 17.8 + 7.3 mg/L and total hardness 18.7 + 0.6 mg/L. A natural
light/dark (12:12 h) photoperiod was maintained. During acclimation, fish were not

exposed to any pharmaceutical product or other contaminant.

2.8 Evaluation of sublethal toxicity for subsequent oxidative stress assessment
Sublethal toxicity assays involved adding MTP to conditioned water (tap water and
salts) using environmentally relevant concentrations (10 ng/L, 10 uyg/L) and a high
concentration (10 mg/L) in three test systems with six carp each. A kinetics was run
for the following exposure times: 12, 24, 48, 72 and 96 h.

An MTP-free control system with six carp was set up for each exposure time, and all
assays were performed in triplicate, using a total of 180 fish.

At the end of each exposure time, carp were removed from the systems and placed

in a fish tank containing 50 mg/L clove oil as an anesthetic (Yamanaka et al., 2011).

10
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Anesthetized specimens were placed in lateral position and blood was obtained with
a heparinized 1-mL hypodermic syringe by puncture of the caudal vessel made
laterally near the base of the caudal peduncle, at mid-height of the anal fin and
ventral to the lateral line.

After puncture, specimens were euthanized and placed in an ice bath. The qill,
brain, liver and kidneys were removed and placed in phosphate buffer (0.138 M
NaCl, 0.0027 M KCI) at pH 7.4, and the organs were homogenized separately. The
supernatant was centrifuged at 12,500 rpm and -4 °C for 15 min. Tissue samples
were stored at -70 °C prior to being analyzed.

Blood samples were collected in heparinized tubes, placed in phosphate buffer (pH
7.4) and sonicated, then stored at -70 °C prior to being analyzed.

To evaluate cellular oxidation, the following biomarkers were used: hydroperoxide
content (HPC), lipid peroxidation (LPX) and protein carbonyl content (PCC), while
antioxidant defense was evaluated by activity of the enzymes superoxide dismutase

(SOD) and catalase (CAT). All bioassays were performed on the supernatant.

2.9 Evaluation of cellular oxidation indicators

2.9.1 Determination of HPC

HPC was determined at 560 nm using the Jiang et al. (1992) method. Supernatant
(100 L) previously deproteinized with trichloroacetic acid (TCA) was supplemented
with 900 pL of a reaction mixture consisting in 0.25 mM FeSO4, 25 mM H,SOy, 0.1
mM xylenol orange and 4 mM of 90% butylhydroxytoluene in methanol. The mixture

was allowed to stay for 60 min at ambient temperature and light protected. Results

11
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were interpolated on a type curve and expressed as nM cumene hydroperoxide/mg

protein.

2.9.2 Determination of LPX

The method proposed by Blege and Aust (1978) was used to determine LPX. To
100 uL of supernatant was added Tris-HCI buffer solution (pH 7.4) to attain a final 1-
mL volume. Samples were incubated at 37 °C for 30 min, supplemented with 2 mL
TBA-TCA reagent [0.375% thiobarbituric acid (TBA, Fluka, Sigma-Aldrich, Toluca,
Mexico) in 15% TCA] and homogenized. Next, they were heated to boiling for 45
min in a double-boiler, allowed to cool and the precipitate removed by centrifuging
at 3,000 rpm for 10 min. Absorbance was read at 535 nm against a reaction blank.
Malondialdehyde (MDA) content was estimated using the MEC (molar extinction
coefficient) of MDA (1.56 x 10°/M/cm). Results were expressed as mM MDA/mg

protein.

2.9.3 Determination of PCC

2,4-Dinitrophenylhydrazine (150 pyL; 10 mM DNPH in 2M HCI) was mixed with 100
ML of supernatant. The mixture was incubated for 60 min at ambient temperature
and light protected. Next, 500 pL of 20% TCA was added and the sample was left to
rest for 15 min at 4 °C, then centrifuged at 1,100 rpm for 5 min. The supernatant
was discarded and the precipitate was washed four times with 1 mL ethanol:ethyl
acetate (1:1), then dissolved in 1 mL guanidine (6 M, pH 2.3) and incubated at 37
°C for 30 min, as described in the Levine et al. (1994) method, modified by Parvez

and Raisuddin (2005) and Burcham (2007). PCC was determined at 366 nm and

12
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results were estimated using the MEC of 21,000 M/cm. Data were expressed as nM

of reactive carbonyls (C=0) formed/mg protein.

2.10 Evaluation of antioxidant defense indicators

2.10.1 Determination of SOD activity

SOD activity was determined by the Marklund and Marklund (1974) method, which
is based on the capacity of SOD to inhibit autooxidation of pyrogallol, the oxidized
form of which absorbs light at 420 nm. First, samples were delipidated by adding 30
L chloroform and 50 pL methanol to each 100-pyL sample, agitating for 1 min and
centrifuging for 15 min at 6,000 rpm. The supernatant was removed and frozen until
assayed. In a cuvette, were mixed 100 yL of delipidated sample, 2.8 mL Tris-HCI
buffer solution pH 8.2 and 50 pyL of an EDTA solution. Prior to the reading, 50 pL of
a pyrogallol solution was added and, following reaction for 10 s, oxidation difference

(OD)/min was determined.

2.10.2 Determination of CAT activity

CAT activity was determined at 240 nm by evaluating the decrease of absorbance
of HoO,. Supernatant (20 uL) was mixed with 420 pL isolation buffer solution (0.3 M
saccharose, 1 mM EDTA, 5 mM HEPES, 5 mM KH,PQO,) and 0.2 mL H,O, (20 mM),
as described in the Radi et al. (1981) method. Results were expressed as mM

H>0,/mg protein.

2.11 Determination of total protein content

13
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Total protein content was determined by the Bradford (1976) method. Supernatant
(25 pL) was supplemented with 75 yL water and 2.5 mL Bradford’s reagent (0.05 g
Coomassie Blue, 2.5 mL of 96% ethanol, 50 mL H3PO,4, 500 mL water). Solutions
were homogenized, then left for 5 min prior to reading absorbance at 595 nm and

interpolating on a bovine albumin curve.

2.12 Statistical analysis

Oxidative stress biomarker results were evaluated by one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by a multiple comparison test (Bonferroni) with P-value >0.05.
Statistical determinations were made with SPSS v10 software (SPSS, Chicago, IL).
Pearson’s correlation analysis was used to examine potential correlations between
partial UP of MTP and O-DMM at 12, 24, 48, 72 and 96 h, and oxidative stress

biomarkers in blood, brain, gill, liver and kidney of C. carpio.

3. RESULTS

3.1 Quantification of MTP and O-DMM by CE

Under optimum detection conditions, MTP and O-DMM migration times were 3.62
min and 3.69 min, respectively. Calibration curves were calculated by plotting peak
area values against MTP or O-DMM concentration. The performance characteristics
of the method are listed in Table 1. The MTP and O-DMM regression coefficients
were 0.9855 and 0.9972, respectively, considering a LOD of 0.0001 pyg/L and a

LOQ of 0.0001 pg/L, in both cases.

Table 1. Performance characteristics of the method.

14
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Calibration Curves
Compounds Lim(e;;/rl_a)nge Slope | Intercept r LOD (ug/L) :-nosc;r(rtl:I/: s)
0.00001 —
MTP 0.0002 1187 16368 0.9855 0.0001 0.0002
O-DMM 0.00001 ~ 2944 13830 0.9972 0.0001 0.0002
0.0005
LOD = limit of detection; LOQ = limit of quantification
Table 2 lists the results of MTP and O-DMM determination by CE analysis in the
different matrices evaluated. Similar percentages of degradation were found with all
three test concentrations (10 ng/L, 10 pyg/L and 10 mg/L) with respect to time.
Table 2. Determination of metoprolol (MTP) and O-desmethyl metoprolol (O-DMM)
by capillary electrophoresis.
12h 24 h 48 h 72 h 96 h
MTP O-DMM MTP O-DMM MTP O-DMM MTP O-DMM MTP O-DMM
Water 2.60 +0.09 1.80+0.12 2.10 £0.05 1.70 £0.11 2.00 +0.09 1.20 £0.10 1.30+£0.13 0.70 +0.07 0.50 +0.09 0.20 +0.09
Brain 0.20 +0.07 0.20 +0.04 0.30 +0.09 0.30 +0.08 0.30 +0.06 0.20 +0.08 0.30 £0.12 0.30 +0.09 0.50 +0.09 0.40 +0.06
5 Gill 0.20 +0.08 0.20+0.08 0.50 +0.08 0.20 +0.03 0.60 +0.06 0.50 +£0.02 0.40 £0.12 0.50 +0.04 0.70+0.11 0.70 +0.08
Liver 0.40 +0.11 0.20 +0.05 0.40 +0.11 0.30 +0.09 0.40 +0.08 0.50 +0.07 0.40 £0.14 0.70 £0.07 0.60 +0.10 0.70 +0.10
Kidney 0.20 +0.09 0.20 +0.07 0.20 +0.12 0.20 +0.04 0.30 +0.04 0.30 +0.04 0.20 £0.12 0.30 +0.10 0.20 +0.06 0.20 +0.10
Blood 0.30 £0.10 0.30 £0.07 0.40 +0.09 0.30 +0.06 0.30 +0.03 0.60 +0.10 0.20 +0.08 0.60 +0.04 0.50 +0.11 0.30 +0.06
Water 1.90 +0.10 1.00 +0.10 1.70 £0.09 1.00 +0.12 1.30 +£0.07 0.80 +0.09 1.10+0.12 0.30 £0.09 0.70 +0.09 0.30 +0.10
Brain 0.20 +0.08 0.20 +0.03 0.40 +0.09 0.20 +0.06 0.40 +0.05 0.30 +£0.09 0.40 £0.10 0.40 +0.05 0.80 +0.12 0.20 +0.09
8 Gill 0.30 +0.09 0.20 +0.06 0.30 +0.06 0.30 +0.08 0.70 +0.07 0.70 +0.08 0.50 +0.09 0.50 +0.10 1.00 +0.14 0.50 +0.05
Liver 0.20 +0.07 0.20 +0.06 0.40 +0.08 0.20 +0.05 0.60 +0.10 0.60 +0.06 0.50 +0.11 0.40 +0.05 0.90 +0.13 0.70 +0.09
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340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

Kidney

0.20 £0.11

0.20 £0.07

0.20 +0.06

0.20 +£0.08

0.20 £0.11

0.40 +0.09

0.20 +0.03

0.30 +0.06

0.50 £0.12

0.60 +0.07

Blood

0.20 +0.06

0.20 £0.07

0.20 £0.04

0.20 £0.04

0.40 £0.13

0.20 +0.05

0.20 £0.11

0.20 £0.10

0.30 £0.08

0.20 £0.09

C3

Water

2.60 £0.12

1.30£0.10

240+0.16

1.20 £0.09

2.10+0.09

0.80 £0.07

1.10£0.10

0.40 +0.08

0.70+£0.13

0.30 £0.10

Brain

0.20 £0.07

0.20 £0.07

0.20 +£0.08

0.20+0.08

0.40 £0.04

0.30 +0.06

0.50 £0.11

0.20 +0.09

0.50 +0.09

0.40 £0.08

Gill 0.30£0.07 | 0.20+0.04 | 0.50+0.07 | 0.30+0.08 | 0.80+0.11 0.60+0.09 | 0.60+0.09 | 0.40+0.10 | 0.60+0.11 0.50 £0.09

Liver 0.30+£0.09 | 0.20+0.06 | 0.60+0.10 | 0.20+0.05 | 0.70+0.09 | 0.60+0.07 | 0.80+0.10 | 0.50+0.09 | 0.70+0.09 | 0.80+0.10

Kidney 0.20+0.10 | 0.20+0.06 | 0.30+0.07 | 0.20+0.03 | 0.30+0.05 | 0.30+£0.06 | 0.40 +0.11 0.40+0.05 | 0.40+0.10 | 0.50+0.10

In exposure systems in which the lowest concentration (10 ng/L, C1) was used, the
highest concentration of MTP in water (2.6 ng/L) was recorded at 12 h. However,
percentage loss of MTP in water increased over time, reaching 80% (0.5 ng/L) at 96
h. The main organs in which MTP uptaked at 12 h were brain, gill and liver, (0.2, 0.2
and 0.4 ng/L respectively). At 96 h, MTP uptake in these organs increased 150% in
brain, 250% in gill and 50% in liver relative to the levels at 12 h. A similar behavior
was found with O-DMM: the highest concentration in water (1.8 ng/L) was recorded
at 12 h, but had decreased 88% at 96 h (0.2 ng/L). In brain, gill and liver, O-DMM
concentration was 0.2 ng/L at 12 h, but increased 100, 250 and 75%, respectively at
96 h.

With the middle concentration (10 pg/L, C2), the highest MTP concentration at 12 h
(1.9 pg/L) was found in water, but these levels decreased up to 63% (0.7 ug/L) at
96 h. In brain, gill and liver, the initially low uptake levels at 12 h (0.2, 0.3 and 0.2
Hg/L respectively) increased 300% in brain, 233% in gill and 350% in liver at 96 h. A
similar behavior was found with O-DMM, water being the matrix in which the highest

concentration (1.0 pg/L) was recorded, with a 70% loss of O-DMM observed at 96
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h. Concentrations of O-DMM in gill, liver and kidney at 12 h were 0.3, 0.2 and 0.2
ug/L respectively. At 96 h, uptake had increased 66% in gill (0.5 ug/L), 250% in liver
(0.7 pg/L) and 200% in kidney (0.6 ug/L).

At the highest concentration (10 mg/L, C3), MTP concentration in water at 12 h was
2.6 mg/L; a tendency toward MTP loss over time was noted, being highest (77%) at
96 h (0.7 mg/L). The main organs of uptake at 12 h were brain (0.2 mg/L), and qill
and liver (0.3 mg/L). At 96 h, uptake had increased 150% in brain (0.5 mg/L), 100%
in gill (0.6 mg/L) and 133% in liver (0.7 mg/L). The concentration of O-DMM in water
at 12 h was 1.3 mg/L; at 96 h it had decreased 76% (0.3 mg/L). Uptake in gill, liver
and kidney was 0.2 mg/L at 12 h, and increased over time, reaching maximum

levels of 150% in gill and kidney (0.5 mg/L) and 300% in liver (0.8 mg/L) at 96 h.

3.2 Partial UP in the organs evaluated
Table 3 shows the partial UP obtained for MTP and O-DMM in gill, liver, kidney,
brain and blood. These values ranged between 0.02 and 0.10 in the different organs

evaluated, being highest in liver and gill.

Table 3. Partial uptake patterns of metoprolol (MTP) and its metabolite O-desmethyl

metoprolol (O-DMM).

12 h 24 h 48 h 72 h 96 h

MTP | O-DMM | MTP | O-DMM | MTP | O-DMM | MTP | O-DMM | MTP | O-DMM

Brain 0.02 0.02 0.03 0.03 0.03 0.02 0.03 0.03 0.05 0.04

C1

Gill 0.02 0.02 0.05 0.02 0.06 0.05 0.04 0.05 0.07 0.07

17



O J o U W

AN TTUIUTUITUTUTUTUTOTOTE BB DD B DDASEDNWWWWWWWWWWNNNNNNONNNONNNNR R RRR PR PP
O™ WNFROWOJdNT D WNRPOW®O-JIAAUTDRWNR,OW®OW-JdNTIBRWNRFROWO®OW-JNU ™ WNROWOW-10U & WN R O WO

376

377

378

379

Liver [ 0.04 [ 002 [004] 003 [004] 005 [004] 007 [006] 007
Kidney | 002 | 002 | 002 | 002 [003| 003 |002] 003 |[002]| 002
Blood | 003 | 003 | 004 | 003 |[003| 006 |002]| 006 | 005]| 0.03
Brain | 002 | 002 | 004 | 002 | 004 | 003 |004| 004 | 008/ 002
Gill 003 | 002 |[003] 003 [007] 007 |[005| 005 | 010 | 005
8 Liver | 002 | 002 | 004 | 002 |006 | 006 | 005 ]| 004 | 0.09 0.07
Kidney | 002 | 002 [ 002 | 002 [002| 004 |002] 003 | 005]| 0.06
Blood | 002 | 002 | 002]| 002 [004| 002 |002] 002 |[003]| 002
Brain | 002 | 002 | 002 | 002 | 004 | 003 |005| 002 |005]| 004
Gill 003 | 002 |[005| 003 |[008| 006 | 006 | 004 | 006 | 005
- Liver [ 003 | 002 [ o006 | 002 |007 | 006 |008]| 005 | 007 | 008
(8]
Kidney | 002 | 002 [ 003 | 002 [003| 003 |004| 004 |[004]| 005
Blood | 002 | 002 | 003 | 002 |006| 002 |004]| 002 |003]| 002
3.3. Evaluation of oxidative stress
3.3.1 HPC
18
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Figure 1. Hydroperoxide content (HPC) in brain, gill, liver, kidney and blood of Cyprinus carpio exposed to three
different concentrations of metoprolol (C1, C2 and C3) for 12, 24, 48, 72 and 96 h. Values are the mean of three
replicates + SE. CHP = cumene hydroperoxide. *Significant differences with the control group, ANOVA and

Bonferroni (P <0.05).

HPC results are shown in Figure 1. Significant increases with respect to the control

group (P <0.05) were observed in: brain at 12 h with C2 (362%); 24 h with C1, C2

19
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and C3 (9, 35 and 147% respectively); 48 and 72 h with C1, C2 and C3 (74 and 7%,
324 and 5%, 55 and 190% respectively); and 96 h with C1 (177%); gill at 12 h with
C2 (182%); 24 and 48 h with C3 (25 and 456%); and 96 h with C3 (196%); liver at
12 h with C2 (111%) and C3 (48%); 24 h with C2 (277%); 48 and 72 h with C2 (168
and 80%) and C3 (294 and 120%); and 96 h with C3 (331%); kidney at 12 h with
C2 (109%); 24 h with C1 (139%) and C3 (279%): 48 h with C2 (512%); and 96 h
with C1 (139%) and C3 (131%); blood at 12 h with C1 (586%); 24 and 48 h with C1
(12 and 10%), C2 (159 and 267%) and C3 (15 and 8%); 72 h with C1 (60%) and C3
(5%); and 96 h with C3 (759%). The highest HPC value was recorded in gill at 48 h
with C3. In contrast, significant decreases relative to the control group were found in
brain at 96 h with C2 (51%); gill at 72 h with C2 (7%) and 96 h with C1 (45%); and

kidney at 12 h with C3 (27%) and 72 h with C1 (1%).

3.3.2 LPX

20
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Figure 2. Lipid peroxidation (LPX) in brain, gill, liver, kidney and blood of Cyprinus carpio exposed to three
different concentrations of metoprolol (C1, C2 and C3) for 12, 24, 48, 72 and 96 h. Values are the mean of three
replicates + SE. MDA = malondialdehyde. *Significant differences with the control group, ANOVA and

Bonferroni (P <0.05).
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LPX results are shown in Figure 2. Significant increases with respect to the control
group (P <0.05) were found in: brain at 12 h with C1, C2 and C3 (101, 145 and
125% respectively); 24 h with C1 (105%) and C3 (115%); 48 h with C1, C2 and C3
(196, 117, 164% respectively); 72 h with C1 (50%) and C3 (250%); and 96 h with
C2 (49%) and C3 (195%); gill at 12 and 24 h with C3 (385 and 124%); 48 h with C2
(126%); 72 h with C3 (342%); and 96 h with C2 (326%); liver at 12 h with C3
(157%); 24 h with C2 (122%) and C3 (147%); 48 h with C3 (126%); 72 h with C2
(191%) and C3 (445%); and 96 h with C1 (174%) and C3 (107%); kidney at 12 and
24 h with C1 (118 and 203%); 48 h with C2 (123%) and C3 (235%); and 96 h with
C3 (109%); blood at 24 and 72 h with C2 (119 and 121%); and 96 h with C1 (73%)
and C3 (117%). The highest LPX value was recorded in liver at 72 h with C3. In

contrast, significant decreases were observed in kidney at all exposure times.

3.3.3 PCC
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Figure 3. Protein carbonyl content (PCC) in brain, gill, liver, kidney and blood of Cyprinus carpio exposed to
three different concentrations of metoprolol (C1, C2 and C3) for 12, 24, 48, 72 and 96 h. Values are the mean of

three replicates + SE. *Significant differences with the control group, ANOVA and Bonferroni (P <0.05).
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PCC results are shown in Figure 3. Significant increases with respect to the control
group (P <0.05) were observed in: brain at 12 and 24 h with C2 (90 and 304%) and
C3 (90 and 210%) respectively; 48 h with C1 (128%) and C3 (201%); 72 h with C3
(254%); and 96 h with C1 (387%) and C2 (351%); gill at 12 h with C3 (486%); 24 h
with C1 (454%) and C2 (744%); 72 h with C3 (367%); and 96 h with C2 (609%);
liver at 12 and 24 h with C3 (19 and 105%); 48 h with C2 (73%) and C3 (266%); 72
h with C2 (41%); and 96 h with C2 (150%) and C3 (106%); kidney at 12 h with C2
(2831%); 24 h with C1 (205%) and C3 (237%); and 96 h with C3 (77%); blood at 12
h with C3 (81%); 24 h with C1, C2 and C3 (30, 253 and 24% respectively); 48 and
72 h with C2 (142 and 77%) and C3 (82 and 93%); and 96 h with C1, C2 and C3
(155, 79 and 23% respectively). The highest PCC value was recorded in gill at 48 h
with C2. In contrast, a significant decrease with respect to the control group (12%)

was found in kidney at 48 h with C3.

3.4. Evaluation of antioxidant enzymes activity
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3.4.1 SOD activity
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Figure 4. Superoxide dismutase (SOD) activity in brain, gill, liver, kidney and blood of Cyprinus carpio exposed

to three different concentrations of metoprolol (C1, C2 and C3) for 12, 24, 48, 72 and 96 h. Values are the mean

of three replicates + SE. *Significant differences with the control group, ANOVA and Bonferroni (P <0.05).
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SOD activity results are shown in Figure 4. Significant increases with respect to the
control group (P <0.05) were found in: brain at 12 h with C1, C2 and C3 (89, 104
and 179% respectively); 24 h with C1 (97%) and C3 (104%); 48 h with C2 (181%)
and C3 (123%); 72 h with C1, C2 and C3 (202, 222 and 288% respectively); and 96
h with C2 (86%) and C3 (211%); gill at 12 h with C3 (174%); 24 h with C1 (182%)
and C3 (188%); 48 h with C1 (102%) and C2 (105%); and 72 h with C3 (181%);
liver at 12 h with C2 (207%) and C3 (198%); 48 h with C1, C2 and C3 (119, 110
and 120% respectively); and 72 and 96 h with C2 (116 and 370%); kidney at 12 h
with C1, C2 and C3 (124, 110 and 97% respectively); 24 h with C3 (105%); 48 h
with C1 (224%) and C3 (683%); 72 h with C2 (476%) and C3 (144%); and 96 h with
C1, C2 and C3 (197, 479 and 281% respectively); blood at 12 h with C1, C2 and
C3 (53, 118 and 117% respectively); 24 h with C1 (59%) and C3 (78%); 48 h with
C1, C2 and C3 (194, 257 and 228% respectively); and 72 and 96 h with C2 (242
and 334%) and C3 (335 and 389%). The highest SOD activity value (683%) was
recorded in kidney at 48 h with C3. In contrast, significant decreases occurred in gill

at all exposure times.

3.4.2 CAT activity
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Figure 5. Catalase (CAT) activity in brain, gill, liver, kidney and blood of Cyprinus carpio exposed to three
different concentrations of metoprolol (C1, C2 and C3) for 12, 24, 48, 72 and 96 h. Values are the mean of three

replicates + SE. *Significant differences with the control group, ANOVA and Bonferroni (P <0.05).
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CAT activity results are shown in Figure 5. Significant increases with respect to the
control group (P <0.05) were observed in: brain at 24 h with C2 (164%) and C3
(108%); 48 h with C2 (276%); 72 h with C2 (151%) and C3 (171%); and 96 h with
C1, C2 and C3 (155, 83 and 80% respectively); gill at 12 h with C1 (223%); 24 h
with C1 (355%) and C3 (434%); 48 h with C2 (739%); and 72 h with C2 (355%) and
C3 (752%); liver at 12 h with C3 (64%); 24 h with C3 (485%); 48 and 72 h with C2
(691 and 122%) and C3 (1264 and 36%); and 96 h with C3 (3%); kidney at 12 h
with C2 (313%) and C3 (329%); 24 h with C1 (420%) and C3 (399%); 48 and 72 h
with C1 (180 and 512%) and C2 (413 and 140%); and 96 h with C3 (18%); blood at
12 h with C3 (155%); 24 h with C1, C2 and C3 (29, 139 and 28% respectively); 48 h
with C1 (63%) and C3 (94%); and 96 h with C1, C2 and C3 (41, 24 and 31%
respectively). The highest CAT activity value was recorded in liver at 48 h with C3.
In contrast, significant decreases with respect to the control group were observed in

liver at 12 h with C2 (7%) and kidney at 96 h with C1 (46%).

3.5 Pearson’s correlation analysis

Table 4 shows the results of Pearson’s correlation analysis between the UP of MTP
and O-DMM at 12, 24, 48, 72 and 96 h, and oxidative stress biomarkers in C. carpio
blood, gill, brain, kidney and liver. As can be seen, close correlations exist among
these factors mostly in gill, kidney, liver and blood at 48 and 96 h and with the

highest concentration (C3).
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Table 4. Pearson’s correlation analysis of metoprolol and O-desmethyl metoprolol

uptake patterns and oxidative stress biomarkers.

Biomarkers
Organ | Concentration Et?(rggs(w)e Pollutant | HPC | LPX | PCC | SOD | CAT
12 MTP |0.788 |0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
O-DMM [0.121]0.121 | 0.121 | 0.121 | 0.121
o4 MTP |0.512]0.5120.512|0.512 | 0.512
O-DMM | 0.546 | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545
— 48 MTP | 0.994 | 0.994 | 0.994 | 0.994 | 0.994
o O-DMM [ 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
70 MTP |0.333]0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
O-DMM | 0.788 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
% MTP | 0.901 | 0.900 | 0.900 | 0.900 | 0.900
O-DMM | 0.788 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
12 MTP 0.121 | 0.1210.121 ] 0.121 | 0.121
O-DMM | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545
o4 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
> O-DMM [ 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
b o 48 MTP |1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
T o O-DMM [0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
70 MTP |0.333]0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
O-DMM | 0.249 | 0.249 | 0.249 | 0.249 | 0.249
% MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
12 MTP | 0.845]0.845 | 0.845 | 0.845 | 0.845
O-DMM | 0.845 | 0.845 | 0.845 | 0.845 | 0.845
o4 MTP |0.333]0.3330.333|0.333 | 0.333
O-DMM [0.335 | 0.335 | 0.335 | 0.335 | 0.335
™ 48 MTP |0.845(0.845|0.845) 0.845 | 0.845
© O-DMM | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
75 MTP |0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
O-DMM | 0.952 [ 0.952 | 0.952 | 0.952 | 0.952
9% MTP |0.178(0.1780.178 1 0.178 | 0.178
O-DMM | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
12 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
o4 MTP |0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
— 48 MTP | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545
© O-DMM | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
75 MTP | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
O-DMM [0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
%6 MTP |0.121]0.121[0.121]0.121 | 0.121
O-DMM | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
;‘ 12 MTP |0.333]0.333 [ 0.333 | 0.333 | 0.333
(O] O-DMM [ 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
o4 MTP |0.121|0.121 [0.121 | 0.121 ] 0.121
O-DMM [0.333 ] 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
o 48 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
© O-DMM [0.121 ] 0.121 ] 0.121 ] 0.121 [ 0.121
75 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
O-DMM [ 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
% MTP | 0.947 | 0.947 | 0.947 | 0.947 | 0.947
O-DMM [0.333]0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
® 12 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
© O-DMM | 0.333]0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
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o4 MTP | 0.900 | 0.900 [ 0.900 [ 0.900 | 0.900
0O-DMM | 0.593 | 0.593 | 0.593 | 0.593 | 0.593
18 MTP |[1.000 [ 1.0001.000 [ 1.000 [ 1.000
0O-DMM | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
25 MTP |[0.787]0.787|0.787 [ 0.787 [ 0.787
0O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
9% MTP |[1.000 [ 1.0001.000 [ 1.000 [ 1.000
0O-DMM | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
12 MTP | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
0O-DMM | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545
o4 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
0O-DMM | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
- MTP [0.487[0.487|0.487|0.487 [ 0.487
o 48 O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
7o MTP | 0.000 [ 0.000 | 0.000 [ 0.000 ] 0.000
0O-DMM | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
9% MTP |[0.333[0.333]0.3330.333]0.333
O-DMM | 0.878 | 0.878 | 0.878 | 0.878 | 0.878
12 MTP |0.121]0.121|0.121 |0.121 | 0.121
O-DMM | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
o4 MTP |0.787|0.787|0.787 | 0.787 [ 0.787
O-DMM | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454
& o 48 MTP |[0.333[0.333]0.3330.333]0.333
= o O-DMM | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
25 MTP |[0.593[0.593 | 0.593 | 0.593 [ 0.593
O-DMM [0.121 [ 0.121 | 0.121 | 0.121 | 0.121
9% MTP | 0.000 [ 0.000 | 0.000 [ 0.000 | 0.000
O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
12 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
O-DMM [0.121 [ 0.121 | 0.121 | 0.121 | 0.121
o4 MTP |[0.333[0.333]0.3330.333]0.333
O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
. 48 MTP |[1.000 [ 1.000 | 1.000 [ 1.000 [ 1.000
o O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
25 MTP |0.545[0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545
O-DMM | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
9% MTP |[1.000 [ 1.000 | 1.000 [ 1.000 [ 1.000
O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
12 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
0O-DMM | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
o4 MTP |[1.000 [ 1.000 | 1.000 [ 1.000 [ 1.000
O-DMM | 0.878 | 0.878 | 0.878 | 0.878 | 0.878
- 48 MTP | 0.900 | 0.900 | 0.900 | 0.900 [ 0.900
o 0O-DMM | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
25 MTP | 0.000 [ 0.000 | 0.000 [ 0.000 | 0.000
O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
9% MTP |[0.333[0.333]0.3330.333[0.333
0O-DMM | 0.333]0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
12 MTP | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545
Z O-DMM | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
Z o4 MTP |0.787|0.787|0.787 | 0.787 | 0.787
< 0O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
o 48 MTP [ 0.000 [ 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
© O-DMM [0.178 | 0.178 | 0.178 | 0.178 | 0.178
75 MTP [ 0.000[0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
0O-DMM | 0.333|0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333
9% MTP |0.878]0.878|0.878 [ 0.878 | 0.878
O-DMM | 0.487 | 0.487 | 0.487 | 0.487 | 0.487
12 MTP | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
O-DMM | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787
8 o4 MTP [0.333]0.333]0.3330.333]0.333
0O-DMM | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
48 MTP [0.333]0.333]0.333]0.333[0.333
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O-DMM | 0.333 [ 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333

70 MTP 10.3330.3330.3330.3330.333

O-DMM | 0.454 [ 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454

96 MTP |1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000

O-DMM |0.432 [ 0.432 | 0.432 ] 0.432 | 0.432

12 MTP 10.3330.3330.3330.3330.333

O-DMM | 0.739 | 0.739 0.739 | 0.739 | 0.739

o4 MTP |0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666

O-DMM | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787

5 48 MTP 10.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000

O-DMM | 0.575 | 0.575 | 0.575 | 0.575 | 0.575

70 MTP 10.3330.3330.3330.3330.333

O-DMM | 0.487 | 0.487 | 0.487 | 0.487 | 0.487

96 MTP |0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666

O-DMM | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000

12 MTP |0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666

O-DMM | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545

o4 MTP 10.3330.3330.3330.3330.333

a O-DMM | 0.900 | 0.900 | 0.900 | 0.900 | 0.900
8 N 48 MTP |0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666 | 0.666
- O O-DMM | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545 | 0.545
@ 70 MTP |1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
O-DMM | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333

9 MTP 10.845|0.845| 0.845 | 0.845 | 0.845

O-DMM | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454

12 MTP |0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787

O-DMM | 0.212]0.212|0.212]0.212] 0.212

o4 MTP 10.17810.17810.178 | 0.178 | 0.178

O-DMM | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000

™ 48 MTP 10.3330.3330.3330.3330.333

O O-DMM | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333

70 MTP 10.3330.3330.3330.3330.333

O-DMM |0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787 | 0.787

9 MTP |1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000

O-DMM | 0.333 [ 0.333 | 0.333 | 0.333 | 0.333

Correlation coefficients > 0.5 (shown in bold) are significant. MTP = metoprolol, O-DMM = O-desmethyl metoprolol, HPC =
hydroperoxide content, LPX = lipid peroxidation, PCC = protein carbonyl content, SOD = superoxide dismutase activity, CAT =

catalase activity.

4. DISCUSSION

Since 1980 there have been reports of the presence of diverse pharmaceuticals in
aquatic ecosystems (Song et al., 2008). In the last few years, 3-blockers have been
detected in wastewater effluent, surface water and sediments. Within this group of
pharmaceuticals, MTP is considered the most environmentally relevant agent due to
its toxicological potential (Huber et al., 2003), although the magnitude of its toxicity

remains to be determined. And, despite increasing global concern over (B-blockers,
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permissible limits for this group of medications in aquatic systems have not been
established by any government agency.

Since 2003, a large number of analytical methods have been developed to identify
and quantify diverse B-blockers in aquatic systems (Andreozzi et al., 2003). Despite
the high consumption of MTP around the world, environmental occurrence data for
this compound are scarce. Possible reasons for this are the lack of more sensitive
analytical methods and the fact that some [-blockers sustain transformation by both
abiotic and biotic factors, yielding metabolites and degradation products that can be
harder to detect and whose toxicity has not yet been defined.

In the present study, MTP degraded rapidly to O-DMM at all three concentrations
from 12 h onward. Such degradation may have been due to biotic characteristics of
the system (biotransformation of MTP by the CYP in carp) or abiotic characteristics
(MTP photodegradation).

Lubes (2009) used molecular modeling to explain MTP biotransformation by means
of the semi-empirical parametric method 3, considering electrostatic potential maps,
HOMO/LUMO (highest occupied/lowest occupied molecular orbital) energies, dipole
moments, heats of formation, and partition coefficient. He concluded that the three
main metabolites of MTP are O-DMM, N-dealkyl metoprolol and a-hydroxy
metoprolol (a-OHM). Lubes also concluded that the enthalpies of formation of MTP
metabolites are more negative than MTP itself, suggesting that this pharmaceutical
can be readily degraded to any of its metabolites since they are thermodynamically
more stable. Belpaire et al. (1998) had stated previously that biotransformation of
MTP in human microsomes is carried out by CYP2D6, a CYP isoenzyme. Similarly,

Hoffmann et al. (1980) reported that the CYP2D6 subfamily is responsible for the
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biotransformation of approximately 70% of MTP and that the main biotransformation
metabolites are O-DMM (65%), a-OHM (10%) and N-dealkyl metoprolol (<10%).
Stegeman and Livingstone (1998) identified families of CYP genes in diverse fish
species including C. carpio. The subfamilies found by the latter authors include
CYP1, CYP2, CYPS3, CYP4, CYP11, CYP17 and CYP19, and specifically the
CYP2D6 subfamily. Results obtained in our study confirm that MTP is
biotransformed into O-DMM, suggesting that the route of transformation in carp is
similar to the route in humans.

Furthermore, Triebskorn et al. (2007) found that MTP induces ultrastructural effects
such as collapse of cellular compartmentalization and glycogen reduction in liver of
rainbow trout exposed to 1 pg/L. The latter authors concluded that these structural
reactions may indicate activation of enzymes equivalent to mammalian CYPs and
therefore induction of biotransformation in the fish liver.

On the other hand, certain abiotic factors such as photolysis and UV radiation can
affect the environmental fate of MTP (Liu and Williams, 2007; Piram et al., 2008).
These authors showed that MTP is degraded in the presence of natural light from
0.0011 h onward, reaching its half-life time at 630 h. In the case of photolysis, the
main degradation products identified are O-DMM and a-OHM (Borkar et al. 2012).
Both biotransformation and photolysis degradation studies support our results which
indicate that MTP is rapidly transformed (12 h) into O-DMM, as shown in Table 2.

In our study, MTP and O-DMM concentrations in water decreased as exposure time
increased, while increments in both compounds were found in the tissues evaluated

from 12 h on. These data indicate that MTP and its metabolite uptaked in the
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tissues assayed. Uptake can vary among aquatic species depending on the
exposure conditions of test systems. Our results are consistent with those of
Contardo-Jara et al. (2010), who found that MTP has a high bioconcentration factor
(BCF=0.534) in mussel Dreissena polymorpha exposed to different concentrations
of this pharmaceutical in flow-through systems for 4 and 7 days. The BCFs of
pharmaceuticals are affected by xenobiotic liposolubility and the biological half-life
(metabolism/excretion) of the compound in the body (Brown et al., 2007). MTP has
a partition coefficient (log Kow) of 1.88 (Hansch et al., 1995), which indicates that it
is moderately lipophilic and has a high capacity to uptake in tissues in protonated
form, as shown in Table 3. Both MTP and O-DMM are able to uptake in the organs
evaluated, particularly liver and gill from 12 h onward. Since these organs have high
metabolic activity, it is reasonable to find that these compounds uptake preferably in
them than in other organs assayed in our study.

The increases found in MTP and O-DMM concentrations at the different exposure
times in the organs evaluated concur with the increases observed in indicators of
cellular oxidation and antioxidant defense in C. carpio, starting at 12 h of exposure.
The CYP-mediated biotransformation of MTP is directly associated with production
and release of ROS such as the superoxide anion radical (O2") and H2O.. In phase |
biotransformation, MTP undergoes O-demethylation. During this process, a ternary
complex called oxy-cytochrome P450 (O,-P450-Fe?*-MTP) is formed. This complex
can dissociate, yielding Oz, with regeneration of the ferric protein P450-Fe®**-MTP
and subsequent release of H.O, (Park et al., 1995).

Both Oz and H»O, formed in the biotransformation of MTP may be responsible for

the oxidative stress found in the different organs of C. carpio evaluated in our study.
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During lipid peroxidation, polyunsaturated fatty acids react with ROS, in particular
the hydroxyl radical (HO") and O,’, through a chain reaction mechanism. This allows
formation of hydroperoxides which degrade to low-molecular-weight products such
as MDA (Wilhelm-Filho et al., 2005). As shown in Figure 1, HPC increases relative
to the control group (P <0.05) occurred in gill, liver, kidney, brain and blood with all
concentrations at most exposure times. A similar behavior was observed for MDA
content (Fig. 2). These results may be explained by O, presence as a result of MTP
biotransformation.

The organs evidencing the most relevant increases in HPC and LPX were liver and
gill. The liver is the most metabolically active tissue in the body and the site of major
processes of biotransformation (van der Oost et al., 2003). Similarly, in freshwater
fish, the gill are known as organs where oxidative metabolism occurs significantly
(Monteiro et al., 2005). The increase in ROS induced by oxidative metabolism in the
latter organs may explain the HPC and LPX increases in our study. Furthermore,
Dreisbach et al. (1993) and Miura et al. (2005) showed that use of MTP increases
the levels of intracellular Ca®* and affects mitochondrial oxidative phosphorylation,
inducing ROS formation, which could also explain the increases in HPC and LPX.
ROS produced during MTP biotransformation can affect proteins. ROS can bind to
protein sulfhydryl groups, inducing changes in amino acid structure and altering its
function, and therefore protein integrity (Parvez and Raisuddin, 2005). On the other
hand, O, reacts with nitric oxide from arginine metabolism to produce the reactive
nitrogen species peroxynitrite (ONOOQO") (Doi et al., 2002; Halliwell, 1997; Jifa et al.,
2006), which has a high affinity for protein sulfhydryl groups, favoring their oxidation

and nitration in the absence of GSH and inducing mitochondrial dysfunction and in
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the long run irreversible damage and severe loss of cellular ATP (Jaeschke and
Lemasters, 2003). These findings agree with our results, which showed a significant
increase in PCC in all organs evaluated at most exposure times.

Antioxidant defenses are induced by diverse environmental as well as xenobiotic
factors under pro-oxidant conditions (Cheung et al., 2001). Antioxidant enzyme
levels initially increase to offset oxidative stress, but when exposure to ROS is high
and prolonged, it can lead to inhibition or reduction of antioxidant enzyme activity
(Bebbiano et al., 2005; Cheung et al., 2001).

Antioxidant defense systems are essential to neutralize ROS and the damage these
reactive species induce (Regoli et al., 2002). The antioxidant system is mediated by
a cascade of antioxidant enzymes that can sequester ROS and convert them to less
toxic and reactive species. This enzyme group includes SOD and CAT. The former
is the first mechanism of antioxidant defense and the main enzyme responsible for
dismutation of the superoxide anion to yield H>O,, and it is this substrate of CAT that
degrades H>O,to H>O and O, (Orsi and Leese, 2001; van der Oost et al., 2003).

In the present study, SOD and CAT activity increased significantly in all organs with
respect to the control group (P <0.05) at the different exposure times. In blood, liver
and kidney, this increase was more pronounced from 12 h on. These results concur
with those of Contardo-Jara et al. (2010), who showed that SOD and CAT activity
increased in digestive gland of D. polymorpha exposed to 537.54 ug MTP/L. The
latter authors determined up-regulation of the mRNA of heat shock proteins, which
presupposes protein damage and the need for repair processes, such as increased
antioxidant enzymes. They also reported that MTP was highly bioaccumulated at

environmentally relevant concentrations, as was also observed in our study.
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Results of the present study evidence that the oxidative biotransformation of MTP is
crucial in explaining the increases in indicators of cellular oxidation and antioxidant
defense in C. carpio and that, although this pharmaceutical is moderately lipophilic,
both the parent molecule and its metabolite O-DMM are able to bioconcentrate in
the different organs assayed.

In summary and according to the findings found in our investigation, it suggests that
the MTP is capable of generating oxidative stress in Cyprinus carpio by the
following mechanism (Fig. 6). The MTP binds with its biological receptor in the cell
membrane, which causes a closure of potassium channels dependent on the
sodium potassium ATPase pump, thereby decreasing the potassium output,
generating membrane depolarization . This depolarization leads to an increase in
intracellular Ca™, which activates phospholipase A2 and NO synthase, producing
free-radical (reactive oxygen species such as radical anion superoxide and
hydrogen peroxide and reactive nitrogen species as peroxynitrite); on the other
hand, free radicals such as superoxide and hydrogen peroxide are generated
through the biotransformation of the MTP to O-DMM by Phase 1 (cytochrome P450
system). Finally, these free radicals can generate an increase in LPX, HPC, PCC

and alteration of antioxidant enzymes.
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Figure 6. Proposed mechanism of oxidative stress generation in Cyprinus carpio by MTP o O-DMM

5. CONCLUSIONS

MTP started to degrade to O-DMM during the first 12 h of exposure. Therefore, fish
were exposed throughout the assay to both MTP and O-DMM. C. carpio was found
to uptake MTP and O-DMM from 12 h on, and the organs in which these
compounds uptaked the most were liver and gill. MTP and O-DMM were
responsible for the increases in HPC, LPX, PCC and the antioxidant activity of SOD
and CAT in all organs evaluated. Gill and liver were the organs most affected, while

brain was the least susceptible to these compounds. The biomarkers of exposure
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and its effects in the present study are reliable early warning indicators for use in

the evaluation of B-blocker-induced toxicity in fishes such as C. carpio.
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Highlights (for review)

Highlights:

1. Toxicity of metoprolol was evaluated in common carp

2. Indicators of cellular oxidation and of antioxidant defense were evaluated

3. Capillary electrophoresis was used to determine metoprolol and its
metabolite in water and carp

4. Metoprolol and its metabolite induce oxidative stress in common carp

5. The common carp is able to biotransform and uptake metoprolol

6. Metoprolol has an ecological impact on aquatic systems
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