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Resumen: El estudio evalué la genotoxicidad del benzoato de sodio y el sorbato de
potasio mediante el ensayo cometa, empleando eritrocitos de Oreochromis niloticus
(tilapia) como modelo biolégico ex vivo. Este modelo es una alternativa viable debido
a su homogeneidad genética, presencia de nucleos en los eritrocitos y bajo costo.
Se realizaron tratamientos con concentraciones de 40, 65 y 90 mg/ml de ambos
conservantes y se compararon con controles positivo (ciclofosfamida) y negativo
(suero bovino fetal). Los resultados mostraron que el sorbato de potasio tiene un
efecto genotéxico mayor que el benzoato de sodio, con una relacién dosis-respuesta
evidente en la fragmentacion del ADN. A partir de 40 mg/ml, el sorbato mostr6 un
incremento significativo en el dafo al ADN, y a 90 mg/ml, el dafio fue comparable al
control positivo. El benzoato de sodio presentd un efecto menos severo, manteniendo
una alta viabilidad celular en concentraciones de 40 y 65 mg/ml, mientras que el
sorbato redujo la viabilidad a concentraciones mayores, con una DL50 de 163 mg/ml.
Pardmetros como el porcentaje de ADN en la cola y el momento de la cola de oliva
reflejaron un aumento en el dafio genético inducido por el sorbato. Estos hallazgos
demuestran que los eritrocitos de tilapia son un modelo efectivo para evaluar la
citotoxicidad y genotoxicidad, subrayando la necesidad de regular las concentraciones
de conservantes alimentarios para proteger la integridad genética y la seguridad de
los consumidores.

Palabras clave: Eritrocitos, Oreochromis niloticus, sorbato de potasio, benzoato de
sodio, genotoxicidad, ensayo cometa.

Abstract: The study evaluated the genotoxicity of sodium benzoate and potassium
sorbate using the comet assay, employing erythrocytes of Oreochromis niloticus
(tilapia) as an ex vivo biological model. This model is a viable alternative due to its
genetic homogeneity, nucleated cells, and low cost. Treatments were conducted with
concentrations of 40, 65, and 90 mg/ml of both preservatives and were compared
with positive (cyclophosphamide) and negative (fetal bovine serum) controls. The
results showed that potassium sorbate has a greater genotoxic effect than sodium
benzoate, with a clear dose-response relationship in DNA fragmentation. From 40
mg/ml, sorbate showed a significant increase in DNA damage, and at 90 mg/ml, the
damage was comparable to the positive control. Sodium benzoate presented a less
severe effect, maintaining high cell viability at concentrations of 40 and 65 mg/ml,
while sorbate reduced viability at higher concentrations, with an LD50 of 163 mg/
ml. Parameters such as the percentage of tail DNA and olive tail moment reflected
an increase in genetic damage induced by sorbate. These findings demonstrate that
tilapia erythrocytes are an effective model for evaluating cytotoxicity and genotoxicity,
highlighting the need to regulate the concentrations of food preservatives to protect
genetic integrity and consumer safety.

Keywords: Erythrocytes, Oreochromis niloticus, potassium sorbate, sodium benzoate,
genotoxicity, comet assay
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INTRODUCCION

Para evaluar el dafio al ADN causado por agentes
quimicos o fisicos, el ensayo cometa se destaca por su alta
sensibilidad en sistemas biolégicos in vivo, in vitro y ex vivo
(MiSik et al., 2023; Sanchez-Alarcén et al., 2021). Las pruebas
de genotoxicidad in vivo enfrentan restricciones cada vez mas
estrictas en Europa respecto al uso de animales de laboratorio
(Bas et al., 2021). Por otro lado, los sistemas in vitro requieren
un presupuesto elevado y un manejo complejo (Hockney et
al., 2023),y en las pruebas ex vivo es usual el uso de muestras
de sangre periférica de donadores humanos, sin embargo, la
variabilidad genética no controlada incrementa los costos por
el nimero de repeticiones en las pruebas de genotoxicidad
(Mamur et al., 2010; Stice et al., 2019).

En este contexto, los eritrocitos de Oreochromis niloticus
(tilapia) emergen como una alternativa viable para ensayos
de citotoxicidad y genotoxicidad, dadas sus caracteristicas: la
disponibilidad de lineas con alta homogeneidad genética, la
presencia de eritrocitos nucleados, la posibilidad de realizar
multiples ensayos con una cantidad minima de muestra,
sin causar la muerte del individuo, y un bajo costo asociado
(Prieto et al., 2008). Los estudios previos han demostrado
la viabilidad de utilizar eritrocitos de tilapia en este tipo de
analisis, lo que permitiria evitar el uso de animales completos
y obtener resultados confiables sin comprometer su bienestar
(Cavas y Konen, 2008).

El uso de células sanguineas de peces ha sido explorado
en diversos estudios de genotoxicidad, con algunos enfoques
en sangre completa (Witeska et al., 2023), linfocitos (Orozco-
Hernandez et al., 2019) y eritrocitos (Sharma et al., 2022). En
el caso de la tilapia, estudios han evaluado la genotoxicidad
utilizando eritrocitos y han resaltado la necesidad de
estandarizar procedimientos desde la cria de los animales
hasta la toma de muestras y la ejecucion del ensayo cometa
para detectar dafios en el ADN causados por productos
quimicos como el benzoato de sodio y el sorbato de potasio.

La seguridad de estos conservantes ha sido objeto
de debate. Algunos estudios consideran al benzoato de
sodio seguro para el consumo humano (Hejazi et al., 2024;
Olofinnade et al, 2021) aunque se han reportado efectos
genotoxicos a bajas concentraciones en ciertos modelos (Al-
senosy et al., 2024; Pongsavee, 2015). El sorbato de potasio,
aunque también se considera seguro (Dehghan, 2018), ha
mostrado potencial genotdoxico a concentraciones bajas
(Chaleshtori et al., 2018; Zhang et al., 2024).

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo utilizar
eritrocitos de tilapia como un modelo ex vivo para evaluar
el efecto genotdxico del benzoato de sodio y el sorbato de
potasio mediante el ensayo cometa, contribuyendo a la
busqueda de alternativas que reduzcan el uso de animales
en la experimentacién y proporcionando nuevos datos que
podrian ser Utiles para futuras investigaciones sobre la
seguridad de estos conservantes.

MATERIAL Y METODOS

2.1 Producto quimico en estudio
El sorbato de potasio (CAS: 24634-61-5; Emprove® Expert)
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y el benzoato de sodio (CAS: 532-32-1; Emprove® Expert) se
adquirieron en Perd MERCK.

2.2 Cria y manejo de peces

Los especimenes de prueba, Oreochromis niloticus, se
adquirieron en el Centro Experimental de Genética de la
Universidad Nacional de Trujillo. Los peces se criaron en
piscinas de PVC de 4800 L durante dos semanas antes de
la experimentacién. Los peces de prueba se alimentaron
dos veces al dia con alimento comercial de 40% de proteina
(1 % del peso corporal del pez en cada alimentacion). El
agua se cambid cada dos dias y se eliminaron las heces. La
temperatura del agua, el oxigeno disuelto fueron 24 + 1 °C, 4
+ 0,5 mg/L, respectivamente.

2.3 Obtencion del biomaterial

Para la obtencion de las muestras, se empled una jeringa
de 1 ml previamente heparinizada, con la cual se extrajo
aproximadamente 0,1 mlde sangre de lavenaventral, ubicada
cerca de la aleta caudal. Se seleccioné esta area debido a que
no esta directamente expuesta al medio externo, a diferencia
de las branquias, que inicialmente se consideraran como sitio
de extraccién. No fue necesaria la separacion de células, ya
que aproximadamente el 98% de las células presentes son
eritrocitos (Cavas y Konen, 2008).

2.4 Prueba de viabilidad

La prueba de viabilidad celular se realizé para determinar
la curva de regresion y la dosis letal media (DL50), por
triplicado mediante el método de tincién con yoduro de
propidio (IP). La viabilidad celular se analiz6 antes y después
de cada tratamiento, promediando los resultados obtenidos.
Las pruebas se realizaron en condiciones de oscuridad y
temperatura ambiente. Al finalizar la hora de tratamiento,
se tomaron muestras de 20 pl, que se mezclaron con IP y se
analizaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus-
BX50, Japén) a 400 aumentos, usando un filtro de excitacion
de 510-550 nm (Lee et al., 2009). Los eritrocitos tefiidos de
rojo indicaron células no viables, y el analisis de imagenes se
realizé con el software Image] version 1.8 para cuantificar los
resultados.

2.5 Suspension celular

Manteniendo una proporcion de 2:500 (4ul, la muestra de
sangre se mezcl6é con medio de Suero Bovino Fetal (SBF) y se
pipeted suavemente hasta lograr una suspensién homogénea
de los eritrocitos en el medio. De esta suspensién celular, se
tomé una alicuota de 50 pl y se coloco en 10 viales de 1.5ml
para realizar los tratamientos posteriores. Se ha demostrado
que el medio SBF preserva la integridad celular y del ADN
en eritrocitos de peces de manera mas efectiva que otros
medios (Ramsdorf et al., 2009).

2.6 Tratamientos

Se emplearon tres concentraciones de benzoato de sodio
y sorbato de potasio (40, 65y 90 mg/ml) para los tratamientos,
junto con un control positivo de ciclofosfamida (5 mg/ml) y
un control negativo con suero bovino fetal (SBF). A cada vial
con 50 pl de suspension celular se agregaron 10 pl de cada
concentracion y de los controles, manteniéndolos durante
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una hora a 22°C para minimizar la accién de los mecanismos
de reparacion celular.

2.7 Ensayo Cometa

El ensayo cometa se realiz6 evitando la exposicion a luz
artificial y solar directa, siguiendo recomendaciones para
prevenir efectos indeseados. Primero, las laminas limpias
y demarcadas se sumergieron en agarosa de punto de
fusion normal (1%) en un vaso de precipitacién de 50 ml
por 2 minutos, se elimind el excedente y se dejaron secar a
temperatura ambiente, formando una primera capa como
base. Al dia siguiente, se fij6 una segunda capa mezclando
agar LMP (1%) con suspensién celular, obteniendo una
concentracion final de 0,7%; se deposité en las laminas y
se refriger6 a 4°C por 15 minutos. Enseguida, las laminas
fueron tratadas con una solucién de lisis (NaCl 2.5M, EDTA
0.1M, Tris 0.01M ajustada a pH 10 con LiOH, suplementado
con 1% Triton y 1% DMSO) a 4°C durante una hora, luego se
enjuagaron con agua destilada para remover sales. Para el
desenrollamiento del ADN, se sumergieron en una camara
de electroforesis con solucién amortiguadora (EDTA 200mM,
NaOH 10N, pH >13) a 4°C durante 25 minutos y, acto seguido,
se realiz6 la electroforesis a 25V y 300mA por 25 minutos.
Las laminas se neutralizaron en buffer por 7 minutos, se
enjuagarony secaron a temperatura ambiente (Crespo, 2021;
Sanchez-Tuesta et al., 2021). Finalmente, se tifieron con SYBR
Goldy fueron observadas en un microscopio de fluorescencia
(Olympus BX51) a 400 aumentos, capturando imagenes
aleatorias en la parte central para analisis en el software
TriTek Comet Score 2.0

Analisis de cometas mediante el método visual:

Andlisis visual de cometas tomando como referente a
Caffetti et al. (2014).

Clase 0: Sin cola de cometa (sin dafio)

Clase 1: Tamafio de la cola menor o igual que cabeza
Clase 2: Cabeza < tamafio de la cola < doble de la cabeza
Clase 3: Tamafio de la cola > doble de la cabeza
Luego se reemplaza en la siguiente formula:

UA = 0*TCGO + 1*TCG1 + 2*TCG2 + 3*TCG3

UA: Unidades arbitrarias

TCCO: total de células de clase 0

TCC1: total de células de clase 1

TCC2: total de células de clase 2

TCC3: total de células de clase 3

2.8 Toma de parametros y analisis estadistico:

Con el software TriTek CometScore 2.0, se ajustaron las
imagenes para leer solo los cometas en su color original,
recolectando datos de 50 cometas al azar por réplica, con tres
repeticiones (n=150). Se midieron los pardmetros: porcentaje
de ADN en la cola (Tail DNA%), momento de la cola (TM) y
momento de la cola de oliva (OTM). Los datos se analizaron
en Excel y OriginLab Pro 2020, aplicando una prueba de
Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad y un
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ANOVA de una via para identificar diferencias significativas
entre tratamientos, seguido de la prueba HSD de Tukey para
comparaciones multiples. También se validaron parametros
de viabilidad celular y genotoxicidad para asegurar precisién
y reproducibilidad, realizando anélisis estadisticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del ensayo cometa evidencian diferencias
claras en la citotoxicidad y genotoxicidad del benzoato de
sodio y el sorbato de potasio en eritrocitos de Oreochromis
niloticus. Como se observa en la Tabla 1 y figura 1, la
viabilidad celular de los eritrocitos expuestos a benzoato
de sodio se mantuvo alta (>80%) a concentraciones de 40 y
65 mg/ml, mientras que el sorbato de potasio mostré una
disminucion significativa de la viabilidad a concentraciones
superiores a 120 mg/ml, alcanzando una dosis letal media
(DL50) de 163 mg/ml. Esto indica una toxicidad superior del
sorbato de potasio en comparacién con el benzoato de sodio,
hallazgo que concuerda con estudios previos que reportan la
citotoxicidad del sorbato en linfocitos humanos (Pongsavee &
Mishra, 2021), asi como en células humanas de la linea Jurkat,
donde se observaron efectos téxicos a dosis menores (Softi¢
et al., 2022), y en Drosophila melanogaster, demostrando un
patron similar de toxicidad (Zhang et al., 2024).

Figura 1. Coloracion de eritrocitos de sangre periférica de la
vena caudal de Oreochromis niloticus con ioduro de propidio
(IP), observados al microscopio de fluorescencia a 400
aumentos. Barra 50 pm.
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Tabla 1. Porcentaje de viabilidad (promedio + SD) de eritrocitos de Oreochromis niloticus expuestos a ciclofosfamida, sorbato de
potasio, benzoato de sodio y control negativo (suero bovino fetal 83.3%). n= 2000 células. Letras diferentes indican diferencias

significativas (p < 0.05).

Porcentaje de

Tratamientos n viabilidad
Benzoato de sodio 90 mg/ml 3 82,37+0,23 cd
Benzoato de sodio 80 mg/ml 3 88,56+ 1,33 bc
Benzoato de sodio 65 mg/ml 3 95,88 £+ 0,52 ab
Benzoato de sodio 40 mg/ml 3 98,47 +0,27 a
Sorbato de potasio 200 mg/ml 3 16,36 £391f
Sorbato de potasio 170 mg/ml 3 4757+233e
Sorbato de potasio 140 mg/ml 3 76,94 +423d
Sorbato de potasio 120 mg/ml 3 85,18+4,72 ¢
Sorbato de potasio 90 mg/ml 3 89,20 £ 1,93 bc
Sorbato de potasio 80 mg/ml 3 96,21 £ 0,84 ab
Sorbato de potasio 65 mg/ml 3 95,34+0,34 a
Ciclofosfamida 10 mg/ml 3 96,96 £ 0,52 a
Ciclofosfamida 5 mg/ml 3 97,68+ 1,67 a
Ciclofosfamida 2.5 mg/ml 3 97,65 +0,56 a
Ciclofosfamida 1.83 mg/ml 3 98,12+1,11a
Control negativo 3 98,23+0,74 a

La Figura 2 presenta las curvas de viabilidad para ambos
compuestos y muestra la tendencia de disminucién en la
viabilidad de los eritrocitos a medida que se incrementan las
concentraciones de sorbato de potasio, siendo esta tendencia
menos pronunciada en los tratamientos con benzoato de
sodio. Este hallazgo sugiere que los eritrocitos de O. niloticus
son mas resistentes al benzoato de sodio, lo cual podria estar
relacionado con el menor impacto de este conservante en
la integridad de la membrana celular en comparacién con
el sorbato. Ademas, la toxicidad observada podria estar
asociada a la capacidad del sorbato de potasio para generar
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual ha sido reportado
en estudios con otros modelos celulares (Hasegawa et al.,
1984; Qu et al., 2019).

Respecto al analisis de genotoxicidad, el porcentaje de ADN
en la cola, el momento de la cola (TM) y el momento de la cola
oliva (OTM) proporcionan una evaluacion precisa del dafio en
el ADN (Tabla 2). El sorbato de potasio a concentraciones de
40 mg/ml o superiores mostré una notable fragmentacion del
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ADN en comparacion con el control negativo y el benzoato
de sodio, lo cual respalda una relacién dosis-respuesta en
términos de dafio genético, lo que es consistente con el
aumento de genotoxicidad observada en linfocitos humanos
expuestos a concentraciones similares de este compuesto
(Mamur et al., 2010; Pongsavee et al., 2021).

La Figura 3 ilustra el porcentaje de ADN en la cola para
cada tratamiento, destacando que, a 90 mg/ml, el sorbato
de potasio provoca un dafio significativamente mayor en
comparacion con el benzoato de sodio y el control negativo,
siendo la fragmentacién del ADN. comparable a la inducida
por el control positivo (ciclofosfamida). Este patrén de
dafio refuerza la idea de que el sorbato de potasio tiene
una mayor capacidad genotdxica y su efecto depende de
la concentracion y tiempo de exposicion. Estos resultados
coinciden con investigaciones en larvas de pez cebra y en
linfocitos humanos, donde se observaron efectos téxicos
similares tras la exposiciéon a conservantes (El-Shennawy et
al., 2020; Zengin et al., 2011)
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad de los eritrocitos de Oreochromis niloticus en funcion de la concentracién de benzoato de
sodio (A), sorbato de potasio (B), ciclofosfamida (C), b= coeficiente de regresion, a = 0,05).
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Tabla 2. Promedios y desviacién estandar del porcentaje de DNA en la cola (Tail DNA%), momento de la cola (TM) y momento
de la cola de oliva (OTM) en eritrocitos de O. niloticus expuestos a las concentraciones de benzoato de sodio (40, 65y 90 mg/ml),
sorbato de potasio (15, 40, 65y 90 mg/ml), un grupo control (ciclofosfamida) y un control negativo (suero bovino fetal 83.3%).

Tratamiento n Tail DNA % ™ TOM
Control positivo 3 59,28 + 20,09° 59,06 + 41,52°2 34,77 + 23,872
Control negativo 3 27,76 + 12,859 13,97 + 13,05% 10,16 = 06,129
BS 90 mg/ml 3 3499 + 12,69°¢ 20,14 + 15,614 14,73 + 07,611
BS 65 mg/ml 3 2877 + 11,084 18,36 + 14,521 15,13 + 08,701
BS 40 mg/ml 3 2598 + 08,864 09,77 + 07,55°¢ 10,51 + 04,42°¢
SP 90mg/ml 3 49,26 + 15,68° 42,91 = 32,02° 25,58 + 16,21°
SP 65mg/ml 3 44,69 = 09,49° 38,49 + 15,11b¢ 21,34 + 06,97°¢
SP 40mg/ml 3 3898 + 13,43°¢ 33,83 + 24,63° 20,51 = 11,16°¢
SP 15mg/ml 3 3445 + 11,91¢ 19,15 + 15,719 13,47 + 06,37 de
80 — a - 80
70 - - 70
b
& 60 - 80
o
; c
= 50 - c - 50
S c
P d
2 40 d d 40
d
[ ]
©
X a0 - 20
20 - - 20
10 — 10

cP CN BS1 BS2 BS3 SP1 SP2 SP3  SP4
Tratamientos

Figura 3 Promedios del dafio al ADN nuclear de eritrocitos de Oreochromis niloticus expresados en porcentaje de ADN en la
cola expuestos a dos conservantes alimentarios, incluyendo un control positivo y uno negativo.

CP: Control positivo (ciclofosfamida 5mg/ml), CN: Control negativo (suero bovino fetal 83.3%), BS1, BS2 y BS3: Benzoato de
sodio 90, 65y 40mg/ml, SP1, SP2, SP3 y SP4: Sorbato de potasio 90, 65, 40 y 15mg/ml.
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La evaluacion visual del dafio en los cometas, representada
en la Figura 4, clasifica el dafio en cuatro niveles (clases O a
3). A concentraciones de 90 mg/ml, el sorbato de potasio
induce predominantemente cometas con dafio en clases 2y 3,
mientras que el benzoato de sodio, a la misma concentracion,
presenta mayor frecuencia de cometas en clases 0 y 1,
sugiriendo un dafio leve. un moderado. La Tabla 3 cuantifica
esta clasificacion en términos de unidades arbitrarias (UA),
mostrando que el sorbato de potasio alcanzé un promedio de
243.34 UA en cometas de clase 3, en comparacion con 157.67
UA para el benzoato de sodio. Esta diferencia en UA respalda
la mayor capacidad genotéxica del sorbato de potasio,
probablemente vinculada a su potencial para inducir estrés
oxidativo en las células, como ha sido reportado en estudios
que vinculan este conservante con la produccién de ROS que
fragmentan el ADN (Acar et al., 2021; Mamur et al., 2010).

A-B-C

Este analisis visual y cuantitativo en UA también respalda
los hallazgos de estudios previos en los que el sorbato de
potasio mostré un dafio acumulativo en el ADN a dosis
elevadas en diversos modelos celulares, incluyendo linfocitos
humanos, donde se observaron efectos significativos en la
estabilidad del ADN, independientemente de los mecanismos
naturales de reparacién celular (Mohiuddin et al, 2021;
Hasegawa et al., 1984). Estos resultados sugieren que, aunque
el sorbato de potasio es un conservante comun, puede
presentar riesgos genotdxicos a concentraciones elevadas.
Esto subraya la necesidad de limitar su uso en aplicaciones
que impliquen contacto prolongado o acumulacion en tejidos
biolégicos, para evitar un impacto potencial en la integridad
genética de las células expuestas.

.D-

Figura 4. Representacién de niveles de dafio al ADN nuclear que se presentan después de realizar la electroforesis, segin

Caffetti et al. (2018); Souza et al., (2019).

Tabla 3. Promedio y desviacion estandar de los grados de dafio del ADN nuclear como respuesta a los tratamientos. UA:
unidades arbitrarias. C. Positivo: ciclofosfamida 5mg/ml, C. Negativo (suero bovino fetal 83.3%).

GRADO 0 GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 U.A.
C. Positivo 02,67 +3.06° 05.34+01,53¢  23,67+01,53%9 6834+03522 257,672
C.Negativo  34,34+4.052 48,00 + 03,00 2 12,34 +05,51°F 05,34 +01,53 % 088,67 ef
BS90 mg/ml 08,67 +2.09° 40,67 +04,05®  3500+0520°  1567+01,53°% 157,674
BS 65 mg/ml  3034+4.17° 41,67 +02,09° 19,00+05,209¢ (09,00+02,00% 106,67¢
BS40 mg/ml 38 34+8.09° 48,00+03,00°  10,34+04,05f 03,34+01,168 078,67
SP90 mg/ml 01,34+231" 11,00 £02,65%  30,67+04,05° 57,00+0557P 243342b
SP 65 mg/ml 01,67 +0.58° 15,00 + 01,744 43,67 +02,89° 39,67 £02,52°  221,34°
SP 40 mg/ml 05,34 +3.52" 23,00+ 0459  47,67+02,527  24,00+04,009 190,34¢
SP15mg/ml 10,34 +2.89b 30,67+04,51°  30,34+04,94°¢ 2867+06519 177,34
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CONCLUSIONES

En conclusién, los eritrocitos de Oreochromis niloticus
demostraron ser un modelo biolégico ex vivo efectivo para
evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad del benzoato de
sodio y sorbato de potasio mediante el ensayo cometa. Los
resultados indicaron que el sorbato de potasio presenta un
mayor potencial genotdxico en comparacién con el benzoato
de sodio, mostrando una relacién dosis-respuesta significativa
en cuanto al dafio en el ADN, medido en unidades arbitrarias
(UA), con un mayor porcentaje de ADN en la colay momentos
de cola de oliva (TM y TOM).
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