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Introduccién

La necesidad de mantener el bienestar animal bajo los sistemas de cria intensiva ha dado paso al empleo
de antimicrobianos y biocidas como los plaguicidas [1]. Su empleo con cualquiera de las finalidades
autorizadas para dichas sustancias, conlleva la presencia de sus residuos en el tejido animal, colocando
en riesgo al consumidor frecuente del alimento [2]. Asi, la necesidad de garantizar un alimento inocuo llevé
a los organismos mundiales, encargados de la regulacién del comercio alimentario, a establecer el limite
maximo de residuo (LMR), concentracion admisible para que un contaminante pueda estar presente en un
alimento sin representar un riesgo para la salud humana [3]. No obstante, debido a que muchas de las
sustancias de origen veterinario poseen capacidad para formar especies reactivas de oxigeno (EROS) [4],
surge la inquietud sobre la inocuidad atribuida al LMR sobre macromoléculas importantes en la cadena
alimentaria, como las proteinas, ya que a dicho nivel estas sustancias podrian inducir dafios oxidativos
irreversibles sobre éstas. Los dafios oxidativos han llegado a asociarse con procesos de envejecimiento y
la incidencia cada vez mayor de enfermedades crénicas muy ligadas al desequilibrio entre los fenbmenos
de oxidacién y reduccién del cuerpo humano.

Estudios previos, realizados en nuestro grupo de investigacion y basados en el empleo de metodologias in
vitro, nos permitieron evaluar tal efecto, confirmando el potencial de las fluoroquinolonas Ciprofloxacina y
Danofloxacina para inducir dafio oxidativo sobre proteinas del musculo bovino. Considerando las
implicaciones bioéticas de una investigacion basada en el empleo de un modelo in vivo, y con el fin de
ampliar los hallazgos obtenidos, se evalud el potencial de concentraciones en torno al LMR de estas
sustancias para inducir dafio oxidativo sobre el anélido Eisenia foetida [5].

Metodologia

Para evaluar el efecto de la exposicion a tres niveles de concentracion (0.5, 1 y 1.5 veces el LMR) de dos
contaminantes alimentarios: las fluoroquinolonas Ciprofloxacina y Danofloxacina, inicialmente, se
estandarizo el ciclo de vida del modelo biolégico empleado, bajo condiciones de laboratorio. Para ello, se
evaluo la viabilidad de tierra proveniente de zonas no influenciadas por actividades agropecuarias, para
su empleo como sustrato en la realizacion de los ensayos. A la tierra limpia, seca y removida, se le
midieron parametros fisico-quimicos como pH, humedad, contenido de carbono y capacidad de retencion
de agua (n=3), importantes de acuerdo con la guia 207 de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmico para establecer su idoneidad como sustrato [6].

La determinacion del contenido de carbono se realiz6 siguiendo el método de Walkley-Black [7]. Para ello,
a 1g de tierra, seca se adicionaron secuencialmente, 10 mL de K2Cr,O7 1N, 20 mL de H,SO,, calentandola
posteriormente a 135°C. Cuando la mezcla alcanzé la temperatura ambiente, se tituld el exceso de
K2Cr,O7 empleando como agente valorante una solucion de FeS0O4 0,4N acidificada con 1,5 mL de H2SO,,
y utilizando ferroina como indicador. El punto final de la titulacion se determin6 cuando la solucién viré de
color naranja a gris-verdoso.

Finalmente, la capacidad de retencién de agua se determin6 de acuerdo con el método establecido en la
“Guia para el ensayo de productos quimicos” [8]. Brevemente, 5g de tierra (n=5), se sometieron a
calentamiento a 150 °C hasta alcanzar un peso constante de tierra. Este criterio se cumplié luego de 15
minutos de calentamiento, empleandose 5 réplicas en su determinacién. Las lombrices se aclimataron por
una semana previo a su uso. Posteriormente se expusieron a los contaminantes mencionados, ensayando
tres niveles de concentracion, en funcion del LMR admitido para tejido animal por los organismos
regulatorios para cada fluoroquinolona. Los experimentos se monitorizaron durante 28 dias, realizando
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dos réplicas por nivel de contaminante, y contrastando frente a controles de lombrices no expuestas. Al
finalizar los ensayos se determiné la pérdida de peso inducida sobre el modelo y el dafio oxidativo medido
como indice de carbonilo causado en las proteinas del musculo de la lombriz. Para ello se emplearon
metodologias basadas en electroforesis y Dot blot. Los perfiles electroforéticos obtenidos y las membranas
transferidas se digitalizaron en un fotodocumentador ChemiDoc.

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar. Para la comparacion de las medias entre
el blanco y los tratamientos se empled ANOVA de una via con post-test de Tukey's. El paquete estadistico
usado fue GraphPad Prism versiéon 5.01.

Resultados y discusion

Los resultados mostraron que todos los contaminantes, a cualquiera de los niveles de exposicion,
indujeron pérdidas de peso y dafio oxidativo en las proteinas aisladas del musculo (Figura 1). En la
mayoria de los casos evaluados, estos fueron significativamente mayores que lo observado en los
controles (p<0.05), siendo el mayor promotor de oxidacién ciprofloxacina seguido de danofloxacina.

La carbonilacién presentd un comportamiento dependiente de la concentracién en ambos contaminantes.
Por medio del analisis del densitograma, se realizdé una semi-cuantificacion de las bandas oxidadas y se
determiné que las bandas de los tratamientos estaban mayormente oxidadas respecto a las bandas de
los blancos confirmando los resultados obtenidos en los ensayos por Dot blot.

15- 101
E3 Blanco dy Blanco
d E3 0.5LMR 8- £3 0.5LMR
10] B LMR 8 LMR
bx C.X I 1.5LMR 6 D 15LMR

54

Carbonilosl(nmol mg™ proteina)

T T
Concentracion ciprofloxacina

:
Concentracion danofloxacina

Carbonilosl(nmol mg™ proteina)

Figura 1. Analisis de la carbonilacion determinada tras la exposicion a Ciprofloxacina y Danofloxacina. El
valor calculado se muestra como resultado de la media + desviacion estandar (n=2). B: blanco. Letras
diferentes sobre las barras indican diferencia significativa (p<0.05) con respecto: al blanco (a-d) y respecto
a los IC inducido por las concentraciones del contaminante (x-y).

Conclusiones

Las fluoroquinolonas ciprofloxacina y danofloxacina, promueven significativamente, pérdida de peso y dafio
oxidativo en las proteinas del musculo de la lombriz Eisenia foetida, tras su exposicion a los niveles 0.5, 1 y
1.5LMR en cada contaminante.

Los dafios oxidativos y la repercusién sobre el desarrollo de las lombrices se presentan a niveles 0.5y 1LMR
en los contaminantes evaluados, valores considerados inocuos por los organismos regulatorios del comercio
alimentario para su presencia en el tejido animal.

La especie E. foetida constituye un modelo bilogico adecuado para medir estrés oxidativo causado por
contaminantes ambientales.
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