Evaluacioén del estrés oxidativo inducido por el efluente proveniente de una industria
farmacéutica en branquias de Cyprinus carpio

RESUMEN

Existen diversos contaminantes en el agua como los antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), el etanol y los detergentes, entre otros; los AINEs son
altamente consumidos en todo el mundo debido a su eficacia como analgésicos,
antipiréticos y antiinflamatorios por lo que hay diversos estudios sobre los efectos
gue causan enorganismos como Cyprinus carpio. El propdsito de este estudio fue
evaluar la toxicidad en branquias de Cyprinus carpio producida por un efluente
industrial el cual contiene los compuestos anteriormente mencionados a través de
biomarcadores de estrés oxidativo. Para este estudio se utilizd una concentracion
del 0.1173 % del efluente industrial y se evalud el grado de lipoperoxidacién, el
contenido de proteinas carboniladas, el nivel de hidroperdoxidos y la actividad de
enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa a las 12, 24, 48, 72y 96 h. Los resultados de este estudio demostraron
que la exposicibn produjo incremento en el porcentaje del grado de
lipoperoxidacién, el contenido de proteinas carboniladas, el nivel de
hidroperéxidos, la actividad en las enzimas de la superdéxido dismutasa y la
catalasa, mientras que se vio una disminucion del porcentaje de la actividad de la
glutation peroxidasa con respecto a los controles. En conclusion, el efluente
industrial contenia antiinflamatorios no esteroideos (AINES) que produjeron estrés

oxidativo en branquias de Cyprinus carpio.
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1. INTRODUCCION

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) presentan diversas
propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antipiréticas mediante el bloqueo de la
enzima ciclooxigenasa, la cual es la encargada de transformar al acido

araquidonico en prostaglandinas (PX) y tromboxanos (TX) (Katzung et al., 2007).

Se calcula que unos 30 millones de personas los usan éstos diariamente, ademas
de que se pueden adquirir sin una receta médica. En este grupo de farmacos los
mas utilizados son el naproxeno, el paracetamol, el ibuprofeno, el diclofenaco y

acido acetilsalicilico (Lanas, 2001).

Estos compuestos se encuentran en efluentes industriales y hospitalarios, que
llegan a descargas municipales, generando dafios celulares y genéticos a los
organismos acuaticos. Se ha visto que el uso excesivo de farmacos como
naproxeno, acido acetilsalicilico, diclofenaco e ibuprofeno, generan efectos en

organismos acuaticos (Lanas, 2001).

Para evaluar los efectos de la toxicidad de este tipo de farmacos en los
organismos, se han desarrollado diversos bioensayos de toxicidad en laboratorio.
Entre los efectos adversos que se han presentado en estas pruebas destacan los
cambios en crecimiento, desarrollo del organismo, reproduccion, inhibicion de

algunas enzimas antioxidantes (Lanas, 2001).

Otros compuestos que son comunmente encontrados en los cuerpos de agua son
compuestos como el etanol y los detergentes, los cuales modifican la respuesta
antioxidante (Lanas, 2001).

El etanol se ha demostrado que su presencia en efluentes puede causar a los

organismos acuaticos problemas de mortalidad, crecimiento y reproduccion
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(Martinez et al.,, 2005). La oxidacion del etanol forma especies altamente
reactivas mediante la liberacion de prostaglandinas que aumentan la actividad

metabdlica de los hepatocitos y consumen mas oxigeno (King, 2013).

El dodecil bencen sulfato de sodio (DBSS) el cual se utiliza como detergente y
agente humectante (Wade, 1994), es capaz de formar micelas las cuales privan de
oxigeno a los organismos acuaticos y de esta manera provoca la muerte por
asfixia, puede causar dafios a nivel genético dando la formacion de las estructuras

nerviosas en la espina bifida o ciclopia (Clive et al., 1998).

Este tipo de contaminantes (farmacos, etanol, DBSS) se pueden encontrar en
efluentes industriales, que se componen por la descarga residual derivada de los
procesos industriales, asi como los originados por distintos usos del agua que se

utiliza en la industria (Allegre et al., 2005).

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de nitrdgeno
(ERNs) provenientes de las transformaciones quimicas de los AINES, etanol y
DBSS, son muy inestables, se generan por procesos metabdlicos, contaminacion
0 por la exposicion a radiacion (Lanas, 2001). Estas especies son neutralizadas
por distintas enzimas antioxidantes entre ellas la super6xido dismutasa, la
catalasa y la glutation peroxidasa (Luna, 2010). Cuando la defensa antioxidante se
ve superada por las EROs y las ERNs ocurre un fenbmeno conocido como estrés
oxidativo (Soledad, 2007).

Un gran problema de la produccién de los farmacos es su desecho, por lo que a
pesar de ser tratados los efluentes en plantas tratadoras, estas no los eliminan al
100 % (Garcia, 2002). Para observar el efecto toxico se han llevado a cabo
estudios en diversos bioindicadores acuaticos como la especie Cyprinus carpio,
debido a su facil obtencion, mantenimiento y por su alta sensibilidad (Lowe et al.,
2000).
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Por lo que el propdésito de este estudio fue evaluar la toxicidad producida por un

efluente industrial en branquias de Cyprinus carpio
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2. MARCO CONCEPTUAL
2.1 GENERALIDADES

2.1.1 Contaminacioén

La contaminacion es la presencia o incorporacion al ambiente de sustancias o
elementos toxicos que son perjudiciales para el hombre o los ecosistemas. Existen
diferentes tipos de contaminacion, entre los mas importantes se encuentran los

gue afectan el agua, al aire y el suelo (Bermudez, 2010).

2.1.2 Contaminacion del agua

Se entiende por contaminacion del agua a la accion o al efecto de introducir
materiales o inducir condiciones sobre el agua que, de modo directo o indirecto,
impliquen una alteracion perjudicial de su calidad en relacién a sus usos

posteriores 0 sus servicios ambientales (Bermudez, 2010).

Existen dos tipos de fuentes de contaminacion, la de tipo natural por componentes
que hay en el aire y suelo como las sales minerales de calcio, magnesio y hierro, a
pesar de que pueden ser nocivos para la salud, son sustancias que se pueden
eliminar facilmente; la segunda es de tipo artificial por consecuencia de las

actividades humanas y estos son muy dificiles de eliminar (Garcia, 2002).

Los principales contaminantes del agua son ocho tipos; a) microorganismos
patdgenos (son los diferentes tipos de bacterias, virus, protozoos y otros
organismos que transmiten enfermedades como el célera, tifus, gastroenteritis
diversas, hepatitis); b) desechos organicos (son el conjunto de residuos organicos
producidos por los seres humanos y el ganado, incluyen heces y otros materiales
gue pueden ser descompuestos por bacterias aerdbicas, es decir en procesos con

consumo de oxigeno); c) sustancias quimicas inorganicas (se incluyen a los
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acidos, sales y metales toxicos como el mercurio y el plomo); d) nutrientes
vegetales inorganicos (nitratos y fosfatos); e) compuestos organicos (muchas
moléculas organicas como petrdleo, gasolina, plasticos, plaguicidas, disolventes,
detergentes); f) sedimentos y materiales suspendidos (muchas particulas
arrancadas del suelo y arrastradas a las aguas, junto con otros materiales que hay
en suspension en las aguas); g) sustancias radiactivas (isotopos radiactivos
solubles); h) contaminacion térmica (el agua caliente liberada por centrales de
energia o procesos industriales eleva la temperatura de rios o embalses con lo
que disminuye su capacidad de contener oxigeno y afecta a la vida de los
organismos) (Garcia, 2002). Otros contaminantes que causan grandes problemas
en los organismos acuaticos son los detergentes como el dodecil bencen sulfato
de sodio (DBSS)y otros como el etanol (Clive et al., 1998).

2.1.3 Contaminacion del agua por la industria farmacéutica

La industria farmacéutica comprende la fabricacion de materias primas de uso
farmacéutico y de especialidades farmacéuticas como lo son los medicamentos

empleados para un uso terapéutico o profilactico.

Dentro de las materias primas de uso farmacéutico se encuentran los principios
activos terapéuticos, los productos intermedios y los excipientes o sustancias
auxiliares. El poder contaminante de esta especialidad de la industria quimica que
es consta entre el 10 y el 20 % del total de ésta se encuentra en su mayor parte en

la produccion del principio activo.

En estos procesos se pueden diferenciar dos tipos de operaciones: las
operaciones previas comprenderan etapas de molienda, mezcla, etc., y en general
no resultan contaminantes. El segundo tipo engloba a aquellas etapas de

produccion especifica de los principios activos farmaceéuticos. Se trata de la parte

Pagina 6




Evaluacioén del estrés oxidativo inducido por el efluente proveniente de una industria
farmacéutica en branquias de Cyprinus carpio

mas problematica respecto al medio ambiente. La producciéon de antibidticos

conjuga los procedimientos quimicos con los biolégicos y microbiolégicos.

El mayor impacto ambiental de la industria farmacéutica es el producido sobre el
medio acuoso. La industria farmacéutica utiliza el agua para muchos fines
distintos: medio de limpieza, como disolvente, para refrigerar, como producto de

reaccion y para uso general.

Después de estas operaciones el agua contaminada debe de tener un tratamiento
por separacion mecdanica (precipitacion, floculacién, flotacion o filtracién) y la
separacion por adsorcién quimica, adsorcion bioldgica, destilacién, extraccion,
neutralizacion, oxidacion. A pesar del tratamiento los contaminantes no son
removidos en su totalidad y esto se descarga en cuerpos de agua en donde causa

gran dafo al ecosistema (Bueno et al., 1997).

2.1.4 Contaminantes emergentes

Estos se definen como contaminantes previamente desconocidos o0 no
reconocidos como tales cuya presencia en el medio ambiente no es nueva, estos

han sido poco investigados por lo que no estan regulados.

Dentro de este grupo se incluyen los surfactantes, productos farmacéuticos,
productos para el cuidado personal, aditivos de las gasolinas, retardantes de
fuego, antisépticos, aditivos industriales, esteroides y hormonas y subproductos de
la desinfeccién del agua (tabla 1). Se caracterizan por su baja persistencia en el
ambiente para causar efectos negativos, puesto que sus altas tasas de
transformacién/remocion se pueden compensar por su introduccion continua en el

ambiente. (Barceld, 2003).
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Tabla 1. Clase de contaminantes emergentes

Compuesto Ejemplos

Surfactante Dodecil sulfonato de sodio, dimetil éter del
acido tetradecil fosfénico, laurii mono etanol
amida, octil fenol polietoxilado (Fernandez et
al., 2004).

Productos farmacéuticos Bufexamac, niflumico, piroxicam, ketoprofeno,
indometacina, flurbiprofeno, aceclofenaco,
diclofenaco (Brooks et al., 1991).

Retardantes de fuego Trihidrato de aluminio, hidroxido de magnesio y
compuestos con boro, borato de zinc, zinc y
estafio (Gonzélez, 2009).

Antis épticos Yodo, polividona yodada, clorhexidina, etanol
(Tormo et al., 2004).
Esteroides y hormonas Estradiol, estriol, estrona, (Farré et al., 2008).

2.1.5 Antiinflamatorios no esteroideos

El consumo de antiinflamatorios no esteroideos alrededor del mundo se estima en
torno a doscientos dieciséis millones de dosis al dia, con una media de consumo
de aproximadamente 100 comprimidos de aspirina por persona al afio en los
EE.UU (Clive et al., 1998).

Los AINES son un grupo de agentes principalmente conformados por
antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos, por lo que reducen sintomas de
inflamacién, dolor vy fiebre respectivamente (Clive et al., 1998). Actlan sobre la
enzima ciclooxigenasa (COX), por la inhibicibn de la produccion de

prostaglandinas (PGs) a partir del &cido araquiddnico (Katzung et al., 2007).

Existen dos isoformas de la ciclooxigenasa: la primera es la COX-1 la cual se
encarga de las funciones fisioldgicas de las PGs, como el mantenimiento de la
integridad de la mucosa gastrointestinal y la segunda es la COX-2 responsable de
la respuesta a estimulos inflamatorios y es responsable de la produccion de PGs

que participan en la inflamacion (Figura 1).
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Los AINEs tradicionales inhiben tanto la COX-1 como la COX-2 por lo cual se
recomienda el uso de AINES selectivos para COX-2 de esta manera no se afecta

la mucosa intestinal (Figura 2) (Katzung et al., 2007).
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Figura 1. Sintesis y funcion de los eicosanoides (modificado de Rivera, 2006).
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Figura 2. Modelo de las interacciones entre el 6xido nitrico y la ciclooxigenasa
(modificado de Rivera, 2006).

Los antiinflamatorios naturales que son generados por el cuerpo humano causan
efectos secundarios no deseados debido a que generan derivados de los
corticoides, por lo que el termino "no esteroideo” se aplica a los AINES para
resaltar su estructura quimica no esteroidea y por lo cual se tiene una menor
cantidad de efectos secundarios (Goodman and Gilman, 1996). Existe una

clasificacion para estos antiinflamatorios (Tabla 2).

Pagina 10




Evaluacioén del estrés oxidativo inducido por el efluente proveniente de una industria
farmacéutica en branquias de Cyprinus carpio

Tabla 2. Clasificaciéon de los antiinflamatorios no esteroideos

Acidos Acidos Acidos Oxicanes Inhibidores
propionicos aceéticos antranilicos selectivos de
COX-2
Fenoprofeno Diclofenaco | Meclofenamato Piroxicam Celecoxib
sodico
Fluboprofeno Diclofenaco Acido Meloxicam Rofecoxib
potasico mefenamico

Ibuprofeno Etodolac Tenoxicam
Ketoprofeno Indometacina

Naproxeno Sulindaco

Oxaprozin Ketocolac

Fuente: Tomado de Lacyetal., 2001

2.1.5.1 Naproxeno

El naproxeno (Figura 3) pertenece al grupo de derivados del acido propionico,
tiene distintas caracteristica (Tabla 3) entre ellas distingue que es un analgésico
de uso general que requiere dosis superiores a otros AINES, su dosis minima
efectiva es de aproximadamente 200 mg, empleado por su facil uniéon con la
albumina y tiene una vida media mas larga en la sangre ideal para el tratamiento
del dolor leve a moderado, la fiebre, la inflamacion y la rigidez provocados por
enfermedades como la osteoartritis, la artritis reumatoide, la espondilitis
anquilosante, diversas lesiones, la tendinitis y la bursitis, y en el tratamiento de la

dismenorrea primaria (Mosquera et al., 2005)
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Figura 3. naproxeno
2.1.5.1.1 Caracteristicas
Tabla 3. Caracteristicas del naproxeno
Identidad Datos quimicos Datos fisicos
Nombre sistematico Férmula quimica: Identificacién: Sustancia
(IUPAC): Acido (S)-2-(6- .
metoxi-2-naftil)propiénico | C1411403 blanca, inodora y
cristalina

Numero CAS: 22204-53-1 | Peso molecular: 230.26 Punto de fusion: 153 °C

Sinénimos: d-2-(6-metoxi- | Solubilidad en agua:
2-naftil) propidnico acido. | Insoluble (pH<4), Soluble
(pH>6)

2.1.5.1.2 Indicaciones terapéuticas

El naproxeno es un miembro del grupo acido propiénico de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos. Es muy usado en forma de tabletas para el
tratamiento de la artritis reumatoide, osteoartritis, espondilitis anquilosante y artritis
juvenil. También esta indicado para el tratamiento de tendinitis, bursitis, esguinces

y para el manejo del dolor posquirdrgico (Nufiez et al., 2001)
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2.1.5.1.3 Farmacocinética

a) Absorcion:

El naproxeno se absorbe completa y rapidamente del tracto gastrointestinal
después de la administracion oral. La concentracion plasmatica maxima se
alcanza las 2-4 horas después de la administracion oral, este tiempo se puede ver
disminuido por la presencia de alimentos en el cuerpo pero no afecta nada en el
porcentaje de absorcién. El naproxeno en su forma de sal es mas facilmente

absorbido.

b) Distribucién

Después de ser absorbido tiene mucha facilidad de unirse a la albumina por lo que
a niveles terapéuticos, mas de 99 % del naproxeno se encuentra unido a la
albumina sérica en sangre. El naproxeno tiene facilidad por recorrer el cuerpo ya
que es capaz de penetrar al liquido sinovial, atravesar la placenta e incluso se ha

encontrado en la leche materna en una concentracion de 1% de la plasmatica.

c) Biotransformacién

Se biotransforma totalmente en el higado y genera al 6-desmetilnaproxeno y en
conjugados glucoronicos del 6-desmetilnaproxeno, ambos carecen de efecto

antiinflamatorio (Montoya et al., 2004).
d) Eliminacién
Aproximadamente 95% de una dosis de naproxeno se elimina en la orina como

naproxeno inalterado, 6-O-desmetilnaproxeno o sus conjugados. La velocidad de

eliminacién coincide cercanamente con la velocidad de desaparicién del farmaco
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en plasma. El naproxeno tiene una vida media biolégica de aproximadamente 13 a
14 horas (Montoya et al., 2004).

2.1.5.1.4 Efectos toxicos

El naproxeno puede provocar molestias gastrointestinales. Se toma junto con las
comidas para ayudar a mitigar estos efectos. También puede inhibir la excrecion
del sodio y el litio. Por lo que las personas quienes deban cuidarse en la ingestion
de sodio por hipertension, o quienes tomen naproxeno junto a sales de litio,

deberan tener en cuenta estas interacciones (Chaverri, 2004).

Los AINE de la familia de los salicilatos pueden interferir reduciendo la
efectividad de ambos. Si se combina con anticoagulantes se puede incrementar el
riesgo de hemorragias. Con sulfonilureas aumenta el efecto hipoglucemiante
(Chaverri, 2004).

Por el efecto inhibidor en la produccion renal de prostaglandinas, puede provocar
insuficiencia renal. Puede crear una importante retencion de ligquidos, que generan
presion arterial alta o desestabilizarla, causa nefritis intersticial (infiltracion por

células inflamatorias del rifion) de diversa gravedad (Chaverri, 2004).

2.1.5.2 Paracetamol

El paracetamol (Figura 4) también conocido como acetaminofén (acetaminofeno)
es un farmaco con propiedades (Tabla 4) analgésicas, antipiréticas y sin
propiedades antiinflamatorias clinicamente significativas. Es un ingrediente
frecuente de una serie de productos contra el resfriado comun y la gripe. No
provoca euforia ni altera el estado de humor (Swierkosz et al., 2002).
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Figura 4. paracetamol
2.1.5.2.1 Caracteristicas

Tabla 4. Caracteristicas del paracetamol

Identidad Datos quimicos Datos fisicos
Nombre sistematico: Formula: CgHgNO> Identificacién: Color
N-(4-hidroxifenil)acetamida blanco cristalino de
N-(4-hidroxifenil) etanamida estado solido, inodoro
Numero CAS: 103-90-2 Peso molecular: 151.17 Densidad: 1,263 g/cm3
Caodigo ATC: NO2BEO1 Sinénimos: Punto de fusion: 169 °C

Acetaminofeno
Solubilidad en agua:
12,78 mg/mL (20 °C)

2.1.5.2.2 Indicaciones terapéuticas

Oral o rectal: fiebre; dolor de cualquier etiologia de intensidad leve o moderado,
intravenosa: dolor moderado y fiebre, a corto plazo, cuando existe necesidad

urgente o no son posibles otras vias (Ortiz et al., 2007).

Pagina 15




Evaluacioén del estrés oxidativo inducido por el efluente proveniente de una industria
farmacéutica en branquias de Cyprinus carpio

2.1.5.2.3 Farmacocinética

a) Absorcién

El paracetamol administrado por via oral se absorbe rapida y completamente, y
por via rectal tiene la ventaja de evitar el primer paso hepatico. Las
concentraciones plasméticas méaximas se alcanzan en funcién de la forma

farmaceéutica en un tiempo de treinta minutos hasta dos horas.

b) Distribucion

Su distribucion se da rapidamente por todos los tejidos. Las concentraciones son
muy similares tanto en la sangre, la saliva y el plasma. El paracetamol por via
rectal tiene una biodisponibilidad muy elevada aproximadamente del 100 %,

mientras que la biodisponibilidad por via oral es del 75-85 %.

c) Biotransformacién

Su metabolizacion se da principalmente a nivel del higado. Las dos principales
rutas metabdlicas que sigue son la glucuroconjugacién y sulfuroconjugacion. Una
pequefa proporcién se metaboliza mediante el sistema enzimatico del citocromo
P-450 en el higado, por accion de las oxidasas mixtas, generando un intermedio
reactivo, N-acetilbenzoquinonaimida que en condiciones normales es inactivado
por reaccién con los grupos sulfhidrilo del glutation y eliminado en la orina
conjugado con cisteina y acido mercapturico. Si se toman dosis elevadas de
paracetamol, saturan sus otras dos vias metabdlicas y se crea un exceso de N-
acetilbenzoquinonaimida que agota los niveles hepéaticos de glutation (Boutaud et
al., 2002).
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d) Eliminacion

La eliminacion se da principalmente por la via urinaria. EI 90% de la dosis ingerida
la elimina el rifidn en 24 horas, principalmente como glucurénidos (60 a 80%) y
sulfoconjugados (20 a 30%). Menos del 5% se elimina del cuerpo sin modificar. La
semi-vida de eliminacién del paracetamol es de 2-4 horas en los pacientes con la
funcién hepéatica normal, siendo practicamente indetectable en el plasma 8 horas

después de su administracion (Boutaud et al., 2002).

2.1.5.2.4 Efectos toxicos

Ya que el paracetamol tiene un indice terapéutico muy ajustado. La dosis de 4
gramos al dia en adultos ya es una dosis cercana a la sobredosis. Una dosis Unica
de paracetamol de 10 g o dosis continuadas de 5 g/dia en un no consumidor de
alcohol con buena salud, o 4 g/dia en un consumidor habitual de alcohol, pueden

causar dafios importantes en el higado.

Sin un tratamiento adecuado en el momento oportuno, la sobredosis o la dosis
casi normal de paracetamol puede dar como resultado un fallo hepatico
(insuficiencia hepatica) seguido de la muerte inevitable. El paracetamol no debe
tomarse tras consumir alcohol, debido a que el higado, cuando esta
metabolizando el alcohol, no puede metabolizar simultaneamente el paracetamol,

aumentando por tanto el riesgo de hepatotoxicidad (Oliva et al., 2001).

2.1.5.3 Ibuprofeno

El ibuprofeno (Figura 5) entre sus distintas caracteristicas (Tabla 5) es un potente
antiinfamatorio ademas de analgésico y antipirético, su efecto analgésico es
central y periférico y difiere del mecanismo antiinflamatorio. Es un potente inhibidor

de la enzima ciclooxigenasa y por lo tanto, un potente reductor de la sintesis de
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prostaglandinas. Es similar en potencia al acido acetilsalicilico, aunque menos

potente que el naproxeno y la indometacina (Adams, 1992).

0]

HO

Figura 5. ibuprofeno

2.1.5.3.1 Caracteristicas

Tabla 5. Caracteristicas del ibuprofeno

Identidad Datos quimicos Datos fisicos
Nombre sistematico: Formula: C13H180> Identificacion: Polvo
, . cristalino blanco con olor
acido (RS)-2-(4- caracteristico

isobutilfe nil)propionico

Numero CAS: 15687-27-1 | Peso molecular: 206.29 Solubilidad en agua:
0.01139 g/l

Cadigo ATC: MO1AEO1 Punto de fusion: 76 °C

2.1.5.3.2 Indicaciones terapéuticas

El ibuprofeno es un analgésico y antiinflamatorio utilizado para el tratamiento de
estados dolorosos, acompafados de inflamacion significativa como lo es la artritis
reumatoide leve y moderada, alteraciones musculoesqueléticas entre ellas la
osteoartritis, lumbago, bursitis, tendinitis, hombro doloroso, esguinces vy
torceduras, entre otros. Se utiliza para el tratamiento del dolor moderado en
postoperatorio, en dolor dental, postepisiotomia, dismenorrea primaria y dolor de -
cabeza (McElwee et al., 1990).
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2.1.5.3.3 Farmacocinética

a) Absorcién

Su administracion es muy comun por la via oral, el ibuprofeno tiene una
biodisponibilidad del 80%. Este es absorbido rapidamente en un tiempo maximo
entre una y dos horas, este tiempo puede variar con la presencia de alimentos ya

gue estos retrasan el tiempo de la absorcion (Volans et al., 2003).

b) Distribucion

Tiene una gran facilidad por unirse a la albumina y proteinas plasmaticas, por lo
cual tiene una rapida y amplia distribucion por el torrente sanguineo, el grado de
union a proteinas plasmaticas se encuentra entre el 90 % y el 99 % (Adams,
1992).

c) Biotransformacién

Es metabolizado en el higado por oxidacién dando lugar al 2 (2-carboxipropil)

p-hexilpropidnico (acido 37%). (Volans etal., 2003).

d) Eliminacion

Su vida media de eliminacion es aproximadamente de 2 h. Su excrecidon es
mayoritariamente por via renal, esta se da por un 90 % en forma de metabolitos
inactivos conjugados con acido glucurénico y un 10 % en forma inalterada, la

pequefia parte restante se elimina por via biliar (Adams, 1992).
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2.1.5.3.4 Efectos téxicos

Entre los efectos toxicos que se pueden presentar por el consumo de este
antiinflamatorio se encuentra el strefiimiento, diarrea, gases o distension
abdominal, mareo, vémito, nerviosismo, zumbidos en los oidos, aumento de peso
inexplicable, fiebre, ampollas, sarpullido, comezon, urticaria, hinchazdn, dificultad
para respirar o tragar, ronquera, cansancio excesivo, nauseas, pérdida del apetito,
sintomas parecidos a los de la gripe, palidez, latidos del corazén rapidos, orina
turbia, dolor de espalda, sinagesia, dificultad o dolor al orinar, vision borrosa,
cambios en el color de la visidn u otros problemas de la visidn, ojos enrojecidos o
doloridos (Baselt, 2008).

2.1.5.4. Diclofenaco

El diclofenaco (Figura 6) es un medicamento de la familia de los antiinflamatorios
no esteroideos derivado fenilacético, entre sus caracteristicas (Tabla 6) esta la de
ser un inhibidor relativamente no selectivo de la ciclooxigenasa por lo cual no es
muy efectivo para inhibir la produccién de las prostaglandinas, es utilizado para

reducir inflamaciones leves y como un analgésico (Katzung et al., 2007).

cl

NH
Cl OH

O

Figura 6. diclofenaco
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2.1.5.4.1. Caracteristicas

Tabla 6. Caracteristicas del diclofenaco

Identidad Datos quimicos Datos fisicos

Nombre sistematico: Formula: C14H11NClL O, | ldentificacion: Polvo
Acido 2-(2-](2.6- cristalino blanco
diclorofenil)amino]fenil}acético

Numero CAS: 15307-86-5 Peso molecular: 296.14 | Solubilidad en agua:
Parcial
Codigo ATC: MO1ABO05 Punto de fusion: 280 °C

2.1.5.4.2. Indicaciones terapéuticas

El diclofenaco es utilizado para el tratamiento de padecimientos
musculoesqueléticos como la artritis reumatoide, osteoartritis, espondiloartritis,
espondilitis anquilosante, dolor menstrual, ataques de gota y manejo del dolor
causado por calculos renales y vesiculares. El diclofenaco se usa regularmente
para tratar el dolor leve a moderado posterior a cirugia o tras un proceso
traumatico, particularmente cuando hay inflamacién presente (Katzung et al,
2007).

2.1.5.4.3. Farmacocinética

a) Absorcién

Se absorbe rapidamente cuando se administra en forma de solucién oral,
supositorio rectal o inyeccion intramuscular. Por via oral y rectal sufre metabolismo
de primer paso hepatico por lo que la biodisponibilidad es del 50-60 %. En el caso
de la administracion oral la concentracibn maxima se alcanza entre los 10 y 30

minutos. Para la administracion rectal se alcanzan las concentraciones
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plasmaticas maximas al cabo de 1 h, y la concentracibn maxima es
aproximadamente dos tercios de la alcanzada tras administracion oral. Para la
administracion intravenosa la absorcion es inmediata y las concentraciones
plasmaticas maximas medias de 2,5 mg/ml se alcanzan a los 20 minutos. Si hay
ingesta de alimentos antes de la administracion, existe una disminucién

aproximada del 16 % en cantidad de diclofenaco absorbido.

b) Distribucién

Este se fija en un 99,7 % a proteinas plasmaticas, principalmente a la albumina
(99,4 %). El volumen de distribucién aproximadamente es de 0,12 — 0,17 L/kg.
Después penetra en el liquido sinovial, en donde las concentraciones son menores
que en el plasma, pero tienen una mayor duracién entre las 2 y 4 horas de
haberse alcanzado los valores plasmaticos maximos. Se puede difundir a la leche

materna, es capaz de atravesar la placenta en ratones y ratas.

c) Biotransformacién

La biotransformacion del diclofenaco comienza por la glucuronidacion de la
molécula, pero principalmente por hidroxilacién simple, mditiple y metoxilacion,
dando lugar a varios metabolitos fendlicos (3'-hidroxi-, 4'-hidroxi-, 5-hidroxi-, 4'5-
dihidroxi- y 3' hidroxi-4' metoxidiclofenaco), estos metabolitos fendlicos no son

bioldgicamente activos (Lopez, 2002).

d) Eliminaciéon

Aproximadamente el 60% de la dosis absorbida se excreta en la orina como
conjugado glucurénido de la molécula y como metabolitos, de los cuales la
mayoria son convertidos a conjugados glucurénidos. Menos del 1% se excreta

como sustancia inalterada y el resto de la dosis se elimina en forma de metabolitos
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con las heces. Tiene un tiempo de vida media entre 1 y 2 horas y su tiempo de

vida media en el liquido sinovial es de 3 a 6 horas.
2.1.5.4.4 Efectos téxicos

Por el consumo constante puede causar diarrea, estrefiimiento, gases o hinchazon
abdominal, dolor de cabeza, mareos, zumbido en los oidos, aumento de peso
inexplicable, cansancio excesivo, falta de energia, malestar estomacal, pérdida de
apetito, comezon, coloracion amarilla de la piel o los ojos, sintomas parecidos a
los de la influenza, fiebre, ampollas, sarpullido, urticaria, hinchazon de ojos, cara,
lengua, labios, garganta, brazos, manos, pies, tobillos o pantorrillas, dificultad para
respirar o tragar, ronquera, palidez, orina turbia, palida o sanguinolenta, dolor de

espalda, dificultad o dolor al orinar (Lépez, 2002).

2.1.5.5 Etanol

El etanol (Figura 7) es un alcohol que debido a sus caracteristicas (Tabla 7) es
utilizado para distintos usos: fines culinarios como bebida alcohdlica, en el sector
farmaceéutico, como excipiente de algunos medicamentos y cosméticos, es usado
como disolvente, es un desinfectante, también es empleado como combustible

industrial y doméstico (Stevens et al., 2001).
CH;CH,— OH

Figura 7. Etanol
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2.1.5.5.1 Caracteristicas

Tabla 7. Caracteristicas del Etanol

Identidad Datos quimicos Datos fisicos
Nombre sistematico: Férmula: C,HsO Identificacién: Liquido
incoloro, es volatil y de
Etanol .
olor caracteristico
Numero CAS: 64-17-5 Peso molecular: 46.07 Solubilidad en agua:
Miscible
Sinénimos: Alcohol etilico Punto de fusion: - 114°C

Punto de ebulliciéon: 78°C

2.1.5.5.2 Indicaciones terapéuticas

Se utiliza para tratar la intoxicacion por metanol ya que impide la formacién de
metanal y acido formico, también es utilizado para el tratamiento de enfermedades

coronarias (Stevens et al., 2001).

2.1.5.5.3 Farmacodinamia

El etanol actia como agente perturbador inespecifico de la membrana neuronal
alterando la permeabilidad y las propiedades de sus componentes lipidicos,
afecta la transmision de glicina, la cual es un neurotransmisor inhibidor y existen
sustancias como la serotonina, la dopamina y la noradrenalina que tienen la
capacidad reforzadora por el habito de seguir bebiendo. También altera otros
procesos celulares de neuro-transmision, a través de la modificacion de la
actividad enzimatica de los sistemas de generacion de “segundos mensajeros”
(Gisbert et al., 2005).
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2.1.5.5.4 Farmacocinética

a) Absorcién

El etanol es absorbido en un 20% en el estbmago (principal sitio de absorcién) y el
80% restante en el intestino delgado por difusion pasiva. Las diferencias en la
velocidad de vaciado gastrico dependen de factores como la cantidad de
alimentos, la concentracion de glucosa, si el individuo fuma o consume

medicamentos como la ranitidina.

b) Distribucidn

Esta sustancia presenta una cinética de dos compartimientos, y su velocidad de
distribucion depende de la circulacion periférica. Un aumento en el flujo sanguineo
periférico produce menor concentracién maxima. Si hay un aumento en el volumen
de distribucion del etanol se da una disminucidn en la concentracion maxima de

etanol.

c) Biotransformacién

El etanol ingerido se metaboliza en el higado entre el 95 % y el 98 %, el paso
limitante es la reoxidacion del NADH a NAD+, que es la coenzima para la
conversion del etanol a acetaldehido y de éste a acetato mediante el empleo de
las enzimas alcohol y aldehido deshidrogenasas. Cuando hay una ingestién
moderada de etanol, éste es eliminado siguiendo una cinética de orden cero,
mientras que la NADH se satura luego de haber bebido cantidades minimas. En el
caso de los individuos que beben grandes cantidades de etanol actia la enzima
CYP2E1 microsomal, la cual es inducible y aumenta la depuracion del etanol. Si
hay consumo de alimentos se incrementa la velocidad de metabolismo del etanol

mediante el aumento en la actividad enzimatica (Norberg et al., 2003).
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d) Eliminacion

Aproximadamente entre el 2 y el 10 % del etanol ingerido es eliminado de forma

inalterada por sudor, orina y pulmon (Roldan et al., 2003).

2.1.5.55 Efectos toxicos

El etanol intensifica los efectos toxicos de la etionamida, guanetidina,
nitroglicerina, sulfonilureas, salicilatos e incrementan la hepatotoxicidad del
metrexato, afecta el higado y los rifiones. Inhibe gradualmente las funciones
cerebrales, disminucion de la alerta, retardo de los reflejos, cambios en la visién,
pérdida de coordinacion muscular, temblores y alucinaciones, disminuye el
autocontrol, afecta a la memoria, la capacidad de concentracion y las funciones
motoras, dafio las células cerebrales, enfermedad de Wernicke-Korsakoff,
aumenta la actividad cardiaca, hipertension, debilita la capacidad para bombear
sangre, produce vasodilatacién periférica, aumenta la produccion de acido
gastrico, Ulceras, hemorragias y perforaciones de la pared géastrica, provoca
esofagitis, puede producir pancreatitis aguda, puede provocar pancreatitis crénica,
otras alteraciones posibles son la diabetes tipo Il y peritonitis, hepatitis alcohdlica,
ictericia, inhibe la produccion de glébulos blancos y rojos, anemia megaloblastica,
puede causar infertilidad y disfuncion eréctil, el sindrome alcohdlico fetal (Gisbert
etal., 2005).

2.1.5.6 Dodecil Bencen Sulfonato de Sodio

El dodecil bencen sulfonato de sodio (Figura 8) es un compuesto tensoactivo
ibnico capaz de retirar aceites y grasas de la piel, por sus caracteristicas (Tabla 8)
es empleado en la composicién de productos de higiene personal, como lo es la
pasta de dientes, el shampoo y en jabones de bafio. Su estructura molecular

consta de una cola de doce atomos de carbono, adosada a un grupo sulfato, lo
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gue le proporciona propiedades anfifilicas a la molécula. El DBSS se prepara
mediante la sulfonacion del dodecanol con una posterior neutralizacion con

carbonato sédico (Panez, 2011).

QP
/\/\/W\/\O ““>M0-Nat

Figura 8. dodecil bencen sulfonato de sodio
2.1.5.6.1 Caracteristicas

Tabla 8. Caracteristicas del dodecil bencen sulfonato de sodio

Identidad Datos quimicos Datos fisicos

Nombre siste matico: Formula: NaC12H25S04 ldentificacion: Polvo
blanco con olor

Dodecilbencensulfato .
caracteristico

sédico

Numero CAS: 151-21-3 Peso molecular: 288.38 Solubilidad en agua:
Soluble

Sinénimos: laurilsulfato Punto de fusion: 206 °C

sddico

2.1.5.6.2 Indicaciones terapéuticas

El DBSS es utilizado en pastas dentales en una concentracion entre el 0,5% a 2%
ya que esta sustancia ayuda a desalojar los residuos de alimentos y placa,

contribuyendo a eliminar manchas (Panez, 2011).
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2.1.5.6.3 Efectos téxicos

Puede causar irritacion en la nariz, piel y ojos, por inhalacién o contacto directo y
en el caso de se ingerido causa alteracion en la circulacion (Marrakchi et al.,
2006).

2.1.6 Biomarcadores

Un biomarcador se puede definir como un organismo vivo que se encuentra en
contacto con un xenobiotico, éste sirve para medir las alteraciones inducidas por el
xenobiodtico sobre los componentes celulares o bioquimicos del organismo
(Silbergeld et al., 1994).

Un biomarcador ideal debe cumplir ciertos aspectos: a) facil recoleccion y andlisis
de la muestra; b) ser especifico; c¢) reflejar anicamente un cambio subclinico y
reversible; d) permitir adoptar medidas preventivas; e) ser éticamente aceptable
(Grandjean etal., 1994).

2.1.6.1 Tipos de biomarcadores

Existen varios tipos de biomarcadores pero son tres los mas importantes:
biomarcadores de exposicion, biomarcadores de susceptibilidad y biomarcadores

de respuesta (Repetto, 1997).

2.1.6.1.1 Biomarcadores de exposicion

Este tipo de biomarcador se realiza en fluidos corporales como en la sangre y
orina y es utilizado para reflejar la exposicién de un compuesto exdégeno a un

organismo (Van et al., 1996). En el caso de toxicos acumulativos, la dosis interna
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puede refleja la cifra del geobidtico almacenado en uno o varios compartimentos

corporales.

Existen dos tipos de biomarcadores de exposicion: los selectivos y los no
selectivos. Los biomarcadores selectivos se basan en la medida directa del toxico
0 sus metabolitos en fluidos bioldgicos y los no selectivos constituyen un grupo de

indicadores inespecificos de exposicion (Bernard et al., 1986).

2.1.6.1.2 Biomarcadores de susceptibilidad

Sirven como indicadores de sensibilidad individual al efecto de un xenobidtico o
grupo de compuestos toxicos. Se deben generalmente a factores genéticos,
reconocibles por estudios de ADN, clonacién de genes e investigacién de

polimorfismos de actividades enzimaticas (Repetto, 1997).

Existen dos tipos de biomarcadores de susceptibilidad: los marcadores de
polimorfismos de sistemas activadores y los marcadores de polimorfismos de
sistemas detoxificadores. Los marcadores de polimorfismos de sistemas
activadores permiten la medida de actividad de las enzimas del citocromo P-450
(Van et al., 1996). Los marcadores de polimorfismos de sistemas detoxificadores
son medidas de actividad de enzimas como la glutation-S-transferasa, la

acetiltransferasa, la sulfotransferasa, la glucuroniltransferasa (Van etal., 1996).

2.1.6.1.3 Biomarcadores de respuesta (o efecto)

El biomarcador de respuesta o efecto es indicativo de cambios bioguimicos en un
organismo como resultado de la exposicion a un xenobidtico. Estos incluyen
modificaciones en la composicién celular sanguinea, alteraciones en actividades

enzimaticas, aparicion de aductos del ADN, incrementos localizados de ARN-m,
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aumento de determinadas proteinas, aparicion de anticuerpos especificos contra

un xenobiotico o frente a fracciones celulares (Repetto, 1997).

Todos estos biomarcadores nos ayudan para observar si existe algun cambio en
un organismo, éstos pueden ser fisicos, bioldégicos o bioquimicos como la
alteracion de distintas enzimas que nos puedan generar estrés oxidativo (Luna,
2010).

2.1.7 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es causado por los radicales libres, éstos son especies
quimicas que poseen un electrén desapareado en su ultima capa, lo que lo hace
que sean muy inestables y reactivas, esta molécula inestable para conseguir la
estabilidad modifica su alrededor provocando la aparicion de nuevos radicales
(Soledad, 2007).

Estos radicales libres son capaces de causar dafio a diferentes niveles de la
célula: ataca a los lipidos y proteinas de la membrana celular lo cual la inhabilita
para realizar sus funciones normales, pueden causar cancer al atacar al ADN
impidiendo que haya replicacién celular lo cual facilita el envejecimiento celular,
ateroesclerosis por la peroxidacion de lipidos en las particulas de lipoproteinas de
baja densidad (LDL), cataratas por modificacidn irreversible en las proteinas y
procesos inflamatorios cronicos por la activacion de genes relacionados con la

respuesta inflamatoria (Soledad, 2007).

Entre estos radicales libres estan las series reactivas de oxigeno (el anién

superoxido (02_), , el radical hidroxilo (OH_) (Martin, 2007) y las especies reactivas

del nitrégeno (el 6xido nitrico (NO), di6xido de nitrogeno (NOy), trioxido de
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nitrogeno (N2O3), tetradxido de dinitrdgeno (N2O4) y a el radical peroxinitrito

(ONOO¢) formado por el 6xido nitrico (NO) y el superdxido (02_) (Luna, 2010).

El estrés oxidativo es el desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno y los
sistemas de defensa antioxidante. Esto se puede generar por dos razones: la
disminucion de antioxidantes por malnutricion o por la produccion excesiva de
series reactivas de oxigeno por la exposiciébn a contaminantes que generen la

activacion excesiva de radicales (Soledad, 2007).

2.1.8 Dafio producido por estrés oxidativo

El estrés oxidativo es capaz de generar mucho dafio en distintos tipos de
moléculas, en los lipidos se produce el mayor dafio por la peroxidacion lipidica,
este proceso afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, lo
gue altera la permeabilidad de la membrana celular produciendo edema y muerte
celular. La peroxidacion lipidica puede ser desencadenada por las series reactivas

del oxigeno (Jerlick et al., 2000).

La lipoperoxidacion también conocida como peroxidacion lipidica es la
degradacion oxidativa de los lipidos con lo que los radicales libres capturan los
electrones de las membranas celulares. Este proceso en la mayoria de los casos
afecta a los acidos grasos poliinsaturados, debido a que contienen multiples
enlaces dobles entre los cuales se encuentran los grupos metileno (-CH;-) que

poseen hidrégenos particularmente reactivos (Ela et al., 2008).

Existen factores que influyen en la magnitud de la peroxidacién lipidica:
a) La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente inicializador.
b) Los contenidos de la membrana en acidos grasos poliinsaturados y su
accesibilidad.

c) Latensiénde oxigeno.
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d) La presencia de hierro.

e) El contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles,
glutation).

f) La activacion de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reaccion

como es el caso de la glutation peroxidasa.

Cuando este proceso inicia se forma una cascada con la produccion de radicales
libres lo cual favorece la formacién de peréxidos organicos que son los

responsables de los efectos citotdxicos.

En el caso de las proteinas se produce la oxidacion de un grupo de aminoacidos
como fenilalanina, tirosina, histidina y metionina; se forman entrecruzamientos de

cadenas peptidicas, y dando formacion de grupos carbonilos.

En el &cido desoxirribonucleico ocurren mutaciones que a sSi vez generan
carcinogénesis, pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen
especifico, modificaciones oxidativas de las bases, delecciones, fragmentaciones,
interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosémicos Yy

desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes (Jerlick et al., 2000).
2.1.8.1 Lipoperoxidacién

La reaccioén de lipoperoxidacion (Figura 9) consta de tres pasos fundamentales: la

iniciacion, propagacion y terminacion.

Iniciacion de la peroxidacion lipidica, aqui el radical libre ataca a un carbono de la
cadena alifatica de un acido graso, ocurre la abstraccién de hidrogeno del grupo
metileno (-CH,-) unido a un carbono con dobles enlaces de un &acido graso
poliinsaturado, con la formacién de una especie radical (radical alquilico: L. Los

radicales que se forman se estabilizan por la resonancia (Ela et al., 2008).
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Fase de propagacion, en esta etapa ocurre una reaccién en cadena con la
extension del dafio y la formacion de mas especies radicalicas. La especie
radicélica formada en la primera fase reacciona con el oxigeno y forma un radical
peroxilo (LOO) que puede reaccionar con otros acidos grasos poliinsaturados
adyacentes y originar un hidroperéxido o lipoperoxido (LOOH) y un radical
alquilico; asi se produce una reaccion en cadena y el dafio a un nimero creciente

de acidos grasos.

Por dltimo la fase de terminacion o descomposicion, en la que hidroperoxidos
formados se descomponen en etano, pentano, aldehidos reactivos y cetonas. Los
aldehidos formados, como el malonildialdehido y el 4-hidroxinonenal, pueden
reaccionar con proteinas y acidos nucleicos, lo que explica los efectos citotoxicos,
genotdxicos y mutagénicos, asi como un papel patogénico en varias

enfermedades.

Si la reaccion no es terminada con rapidez, habra dafio en la membrana celular,
gue consiste principalmente de lipidos. De esta manera la fototerapia puede

provocar la hemdlisis rompiendo la membrana de los eritrocitos (Ela et al., 2008).
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H,0O
4 + "OH —L> ¥ Lipido radical

H L, .
Iniciacion
Lipido insaturado Q,
Propagacion
7 7 + ‘4
QOOH H oo®
Lipido perdxico Lipico peroxil radical

Figura 9. Reaccién de la lipoperoxidacion

2.1.8.2 Proteinas carboniladas

Después de diversas reacciones oxidativas en las proteinas hay formacién de
grupos carbonilo como los grupos cetona o grupos aldehidos, estas proteinas
tienen una tendencia a ser mas hidréfobas y resistentes a la protedlisis. Esta

reaccion puede ser catalizada por metales (Méndez, 2011).

A una mayor cantidad de proteinas carboniladas existen diversas complicaciones
gue se presentan en el cuerpo humano como es la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, diabetes, anemia de células falciformes,

obesidad, enfermedad cardiovascular yasma (Méndez, 2011).
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2.1.8.4 Hidroperoxidos

La reaccién de iniciacion (Figura 10) consiste en la formacion de un radical libre a
partir de un acido graso, radical a causa de un radical hidroxilo el cual se obtiene
de la reaccion de Fenton, esto pondrd en marcha la reaccién de propagacion, el

uso de un metal es un catalizador de la reaccion.

H,0, + Fe?* -—— Fe* + OH + HO®

H,0; + Fe*" —-— Fe®* + H" + HOO'
Figura 10. Reaccién de los Hidroperoxidos

Los hidroper6xidos pueden formarse especialmente por la accion de la luz, a
través de foto activadores, o por la accion de enzimas como las lipoxigenasas. Ese
radical hidroperéxido es capaz de tomar una molécula de hidrogeno de un carbono
con doble enlace e inicia una cadena de propagacion como se observa a
continuacion (Frankel, 2005).

ROO’+ R;jH --—- ROOH + R/’

R]_. +0y — RloO'
Rloo. + RyH --— R{O0H + Rz.

Rz. +0,; — RzOO.

RzOO. + R3H --— R,0O0H + R3.
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Hay dos formas de terminacion de la reaccion (Frankel, 2005):

Reacciones de terminacion:

R+ R -— R1-R;

Formacioén de nuevas cadenas:

ROOH --— RO’

2.1.9 Mecanismo de defensa antioxidante

Las reacciones de oxidacion son esenciales en los procesos metabdlicos
celulares. Dichas reacciones involucran la transferencia de electrones que
producen radicales libres las defensas que neutralizan los radicales libres se les
llama antioxidantes y se considera como tal a cualquier sustancia que en
concentraciones normales posea una afinidad mayor que cualquier otra molécula

para interaccionar con un radical libre.

El antioxidante al colisionar con el radical libre, le cede un electrén oxidandose y
transformandose en un RL débil no toxico. Existen antioxidantes enzimaticos o no
enzimaticos y estos a su vez se clasifican en endégenos (se encuentran en el

organismos) y exdégenos (estos ingresan a través de la dieta) (Oxilia, 2010).
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Tabla 9. Clasificacion de los antioxidantes

Exd6genos Enddgenos (No Cofactores

enzimaticos)

Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Betacaroteno Acido ti6tico Manganeso
Flavonoides Superéxido dismutasa, Hierro

Catalasa, Glutation
peroxidasa
Licopeno Selenio

A) Vitamina C: Neutraliza el oxigeno singulete. Captura radicales hidroxilo.
Regenera la forma oxidada de la vitamina E.

B) Vitamina E: Neutraliza el oxigeno singulete. Captura radicales hidroxilo.
Captura anion superoxido. Neutraliza peréxidos.

C) Betacarotenos: Neutraliza el oxigeno singulete.

D) Superdxido dismutasa: Eliminan el anion superéxido.

E) Catalasa y glutation peroxidasa: Previene la reduccién del peroxido de

hidrégeno para formar el radical hidroxilo.

Hay ciertas sustancias que participan con los antioxidantes (Tabla 9), estos son
los oligoelementos (cobre, zinc, selenio, manganeso y hierro) los cuales son
necesarios para constituir parte del nicleo activo de las enzimas antioxidantes
(Oxilia, 2010).

Pagina 37



Evaluacioén del estrés oxidativo inducido por el efluente proveniente de una industria
farmacéutica en branquias de Cyprinus carpio

2.1.10 Enzimas antioxidantes

Las enzimas antioxidantes son esenciales para la sobrevivencia de las células
aerbbicas, ya que estas enzimas tienen la capacidad de mantener principalmente
las concentraciones de especies reactivas de oxigeno dentro de niveles

aceptables.

2.1.10.1 Superdxido dismutasa

La enzima superéxido dismutasa (SOD) es la primera linea de defensa
antioxidante ya que cataliza la conversion del anion superéxido a peréxido de
hidrégeno (Figura 11), esta enzima es una metaloenzima ya que tiene un metal de
sitio activo para tener un mecanismo redox y de esa manera poder participar en
las reacciones de dismutacion. El zinc actia como un estabilizador de la enzima y

en su variedad mitocondrial contiene manganeso de sitio activo.
O + Oy + 2H" -> Hy0, + O

Figura 11. Reaccion de superoxido dismutasa

2.1.10.2 Catalasa

En la reaccion de la catalasa (Figura 12) la enzima se encuentra en los
peroxisomas pero también esta en abundancia en todos los tejidos, su funcion es
catalizar la inactivacion de la molécula peréxido de hidrogeno convirtiéndola en
agua y oxigeno, su sitio activo es el grupo hemo (Fe*®) protoporfirina (Teixeira et
al., 1993).

2H,0, -> 2H,0 + O
ROOH + AH, -> H,O + ROH + A

Figura 12. Reaccién de catalasa
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2.1.10.3 Glutatién peroxidasa

La reaccion de la glutation peroxidasa (Figura 13) cataliza la reduccion de
peroxidos, hidroperoxidos y peroxidos lipidicos, mediante el sustrato glutation
reducido y este a su vez es transformado en glutation oxidado, en su sitio activo

contiene selenio (Teixeira et al., 1993).

ROOH + 2GSH -> ROH + GSSG + H,O

Figura 13. Reaccion de glutation peroxidasa

2.1.11 Bioindicadores

Los bioindicadores son organismos 0 comunidades de ellos que pueden responder
a la contaminacion ambiental mediante alteraciones en su fisiologia o a través de
su capacidad para acumular contaminantes o también llamado bioacumulacién
(Pignata, 2003). Los bioindicadores miden los efectos de la contaminacion en
seres vivos, por lo tanto ofrecen informacion sobre los riesgos para otros

organismos, ecosistemas y el hombre (Anze et al., 2007).

La presencia de un bioindicador nos da informacion sobre caracteristicas
ecoldégicas del medio o sobre el impacto de ciertas practicas en el medio
ambiente. El principio consiste en observar los efectos biologicos, individualmente
o0 en las poblaciones de diferentes ecosistemas. Estos efectos se miden
dependiendo de los diversos grados de alteraciones morfoldgicas, alteraciones de
comportamiento, de los tejidos o fisiolégicas como son el crecimiento y la
reproduccion (Hare, 1992).
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2.1.11.1 Caracteristicas

Un bioindicador debe cumplir con ciertas caracteristicas basicas: debe estar
suficientemente disperso en el territorio y ser relativamente abundante, facilmente
detectable, tener un tamafo que permita el estudio de los diferentes tejidos y sus
componentes (musculos, huesos, los 6érganos en el caso de un animal), tolerar los
contaminantes en concentraciones similares a las observadas en el medio
ambiente contaminado, sin efectos letales, sobrevivir fuera del medio natural y
tolerar las diferentes condiciones de laboratorio (pH, temperatura), ser

reproducible, de taxonomia sencilla y sensible (Hare, 1992).

2.1.11.2 Cyprinus carpio

La carpa comun (Cyprinus carpio) (Figura 14) es un pez de agua dulce, del reino
Animalia, Filo Chordata, Clase Actinopterygii, Orden Cypriniformes, Familia
Cyprinidae, Genero Cyprinus, Especie Cyprinus carpio. Esta especie es muy
reproducida en México debido a que su carne es altamente consumida y tiene un

graninterés comercial.

Es un animal muy resistente, capaz de vivir en aguas salobres con una
temperatura entre 17 y 24 °C. En muchos lugares donde ha sido introducida se
considera una amenaza para el ecosistema debido a su predileccion por el
sustrato vegetal de los fondos poco profundos, que sirve de alimento a numerosas

especies animales (Lowe et al., 2000).
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Figura 14. Cyprinus carpio

Para la especie de Cyprinus carpio se han descrito tres subespecies:

e Cyprinus carpio carpio.
« Cyprinus carpio haematopterus.

e Cyprinus carpio rubrofuscus.

La anatomia de la especie Cyprinus carpio (Figura 15) puede llegar a medir 1,2 m
de largo y hasta 40 Kg de peso, aunque normalmente mide en estado adulto de
60-90 cm, y su peso ronda los 9 Kg. Presenta una espina dorsal cerrada
caracteristica y sus escamas son largas y finas. Los machos tienen la aleta ventral

mas larga que las hembras. El color y el tamafio son muy variables.

Tiene el cuerpo alargado, con grandes escamas redondas, labio superior con
cuatro barbillas, dorsal bastante largo con un hundimiento y el primer radio es
dentado. El dorso es generalmente marron verdoso y en el vientre amarillento. El

corazén consta de cuatro partes: el seno venoso, el atrio, el ventriculo y el bulbo

arterioso. Y se compone por una auricula y un ventriculo (Lowe et al, 2000).
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Figura 15. Anatomia de Cyprinus carpio

1. Ojos: Los ojos se encuentran delante de las agallas. La carpa puede ver en
dos direcciones al mismo tiempo asicomo arriba o abajo.

Fosas nasales: Estan por delante y ligeramente encima de los ojos.
Bigotes: estan localizados sobre el labio superior. Son receptores que
ayudan a localizar alimento.

4. Branquias: Tienen funcion similar a los pulmones, contiene una serie doble
de filamentos largos y finos. Cuando el agua pasa a través de ellas el
oxigeno es absorbido por los filamentos y transportado al cuerpo.

5. Aleta pectoral: Son pares y se sitlan en los lados inferiores de la carpa, le
dan la posibilidad al pez de dar la vuelta casi sobre el mismo eje.

6. Higado: Cumple la misma funcion que el higado humano, filtra la sangre y
elimina las impurezas.

7. Vesicula: Localizada por debajo del higado, almacena la bilis y la libera
para ayudar con la digestion.

8. Aleta pélvica: Son pares y se encuentran en los lados inferiores en el medio

cuerpo que permiten a la carpa elevarse o descender cuando nada.
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9. Bazo: Produce células de linfa y son almacén de células rojas.

10.Intestinos: La carpa no tiene estdbmago asi que su digestion es en los
intestinos.

11.0Organos reproductores: Se localizan debajo de la vejiga natatoria.

12.Ano: esta por delante de la aleta anal.

13.Vejiga urinaria: Cuando el volumen contenido de sal de la carpa es mas alto
gue delagua el peziguala la concentracion de sal por osmosis.

14.Aleta anal: Se encuentra por delante de la cola y le da estabilidad.

15.Aleta caudal: Hace la funcion de timén y puede usarse para aumentar la
velocidad.

16.Rif6N

17.Vejiga natatoria: Situada debajo de la espina dorsal y tiene dos camaras y
se inflan segun la posicion del pez.

18.Aleta dorsal: Se encuentra en la parte superior y es el mayor estabilizador
(Lowe et al., 2000).
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2.2 ANTECEDENTES

La presencia de diversos contaminantes en el agua han causado muchos
problemas en los organismos que se encuentran en este medio, desde cambios

fisicos, cambios quimicos y cambios genéticos (Alonso et al., 2012).

En referencia a la ocurrencia, existen estudios de organismos acuaticos
expuestos a farmacos como los AINEs en lugares como Espafia donde se hallo
ibuprofeno, diclofenaco, acido acetilsalicilico a concentraciones por debajo de 250
ng/L (Kuster et al., 2005). En paises como Alemania se hall6 en Lodos residuales
sulfametoxasol, trimetoprim, claritromicina y naproxeno en concentraciones de
6.8-125.6 ng/g (Gobel et al.,, 2005). En Australia se encontré6 paracetamol,
diclofenaco, ketoprofeno, ibuprofeno, naproxeno y acido salicilico en efluentes de
plantas de tratamiento en concentraciones de 0.018-0.702 ng/L (Al Rifai et al.,
2007).

Se ha realizado diversos estudios por exposicion a etanol en organismos
acuaticos en donde a concentraciones de etanol al 2 — 2.5 % se vio retraso en la
formacion de la notocorda en embriones de pez cebra y el cierre neural (Alonso et
al.,, 2012). Se hallaron alteraciones en peces cebra en sistema circulatorio, y en la

formacion de la espina bifida (Victoria, 2004).

Para el caso de los detergentes se realiz6 un estudio donde se encontré que éste
aumenta la permeabilidad de las branquias de peces, modificando sus procesos
respiratorios, y debido a que en altas concentraciones o exposiciones prolongadas
producen necrosis y alteraciones en el funcionamiento de las branquias, causando
asfixia y muerte (Wang y Huang, 1999; Malagrifio y Almeida, 1989). Malagrifio y
Almeida, 1989 refieren que el detergente potencia los efectos dafiinos de otros
contaminantes al remover la capa de mucosidad que cubre al pez, promueve el

desarrollo de hongos y protozoarios patdége nos.
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2.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ya que en los ultimos afios los antiinflamatorios no esteroideos se han convertido
en un problema ambiental en ascenso, éstos han atraido el interés de los
investigadores a realizar estudios y cada vez mas profundos sobre el efecto de
estos farmacos en el medio y sobre los organismos que lo habitan. Como existe
una gran demanda de estos farmacos en el mercado hay una sobre produccion y
esto resulta en un aumento en la cantidad de residuos. Debido a que las plantas
tratadoras de aguas residuales no eliminan al 100 % estos compuestos al ser
depositados en cuerpos de agua los animales acuaticos tienen dafios. Existen
especies que son de alto interés comercial debido a su alto nivel nutricional como
lo es Cyprinus carpio, ésta puede estar contaminada por el contacto con los AINEs
pudiendo bioacumularse y generando radicales libres que promueven estrés
oxidativo. En este estudio se plantea emplear a Cyprinus carpio como bioindicador
empleando biomarcadores de estrés oxidativo y enzimas antioxidantes, para poder

observar el efecto de los AINEs en esta especie de alto interés en México.
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3. JUSTIFICACION

Los efluentes industriales son cuerpos de agua que contienen contaminantes
diversos entre los cuales estan los AINEs, el etanol y el DBSS. Los tratamientos
gue son utilizados en las plantas tratadoras de aguas residuales no son capaces
de eliminar estos compuestos y la contaminacion en el agua afecta a organismos
acuaticos; la carne de la especie Cyprinus carpio tiene un alto nivel proteico por lo
cual es altamente consumida, por lo que tiene un gran interés comercial. El
consumo de la especie Cyprinus carpio contaminada puede generar efectos sobre
la salud humana. Es importante resaltar que en México no existen legislacién ni
limites permisibles para estos farmacos, este estudio permitira sentar las bases
para su regulacion. Este estudio se realizd en las branquias de la especie
Cyprinus carpio debido a que es una parte del organismo que esta en contacto
directo con el efluente de la industria. Se seleccion6 como biomarcador de efecto
al estrés oxidativo por el dafio genérico que puede producir a las diferentes

biomoléculas del pez afectando su integridad y funcionalidad.
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4. HIPOTESIS

El efluente proveniente de una industria farmacéutica modificara los niveles de
oxidacion de lipidos, contenido de proteinas carboniladas e hidroperoxidos, asi
como la actividad de las enzimas antioxidantes superdéxido dismutasa, catalasa y

glutation peroxidasa en branquias de Cyprinus carpio.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el estrés oxidativo inducido por el efluente proveniente de una industria
farmaceéutica en branquias de Cyprinus carpio.

5.2 Objetivos especificos

1) Determinar el grado de lipoperoxidacion, contenido de proteinas
carboniladas e hidroperéxidos en branquias de Cyprinus carpio después de

la exposicion al efluente proveniente de una industria farmacéutica.

2) Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa,
catalasa y glutation peroxidasa en branquias de Cyprinus carpio después la

exposicion al efluente proveniente de una industria farmacéutica.
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6. METODOLOGIA

Obtenciény
aclimatacion del
organismo de prueba

Se utilizo el valor LOAEL,
esto es equivalente a
una concentracion de
0.1173 %. (San Juan et

al., 2013)

Recoleccion del efluente
de la industria
farmacéutica

Evaluacion del estrés

oxidativo en Cyprinus

carpioalas 12, 24, 48,
72y 96 horas

Biomarcadores: Grado de
LPOX (Buege y Aust,
1979), POX(Burcham,

2007; Parvezy Raisuddin,

2005; Levine etal, 1994),
HPX (Jianget al., 1992)

La CLspque se obtuvo
mediante elanalisis Prohit,
fue de 1.173 % con un
rangode 1.059 % vy 1.283
% (SanJuan et al., 2013).

Evaluacion de las

enzimas: SOD (Misra y
Eridovich, 1972), CAT
(Badi.etal, 1991), GPX
(Peglia y Valentine,
1967)

Resultados y discusion

Figura 16. Disefio experimental
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6.1 Obtencion y mantenimiento de Cyprinus carpio

La especie Cyprinus carpio se obtuvo del Centro Acuicola Tiacaque, ubicado en el
municipio de Jilotepec en el Estado de México. Para el mantenimiento de los
organismos se les coloco en recipientes de vidrio de capacidad de 120 L, con una

aireacion constante y alimentacién diaria.

6.2 Determinacion de toxicidad subletal

La concentracion para los ensayos fue la equivalente a 1/10 CLsp es cual fue el
valor del LOAEL (nivel minimo de efecto adverso observable), esto es equivalente

a una concentracion de 0.1173 % (SanJuanetal., 2013).

6.2.1 Homogenizacién del tejido

Primero se anestesié al organismo en agua con aceite de clavo al 5%, ya
anestesiado se procedi6é a obtener las branquias, estas se colocaron en un tubos
eppendorf con PBS a un pH de 7.4, posteriormente se llevd a 1 mL, se

homogenizo y centrifugo.

6.2.2 Determinacidon de estrés oxidativo

6.2.2.1 Determinacion del grado de lipoperoxidacion

A 100 pL de la muestra (sin centrifugar) se completaro a 1 mL con solucion
reguladora tris-HCI 150 mM a pH 7.4 y se le adicion6 2mL de TCA-TBA (4cido
tiobarbitarico al 0.375% en &cido tricloroacético al 15 %) se indujo un choque
térmico de la muestra con agua en ebullicion y se dej6 en un bafio maria. Se
incub6 a 37 °C por 30 min. Concluido el tiempo se centrifugé a 3500 rpm durante

10 min y se determin0 la absorbancia a 535 nm. Los resultados se expresaron en
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mM de malondialdehido/mg proteinas/g tejido, usando el coeficiente de extincion
molecular (CEM) el cual es de 1.56 x 10° mM*cm™ (Método de Buege y Aust,
1979).

nM de malondialdehido / mg proteinas / g tejido = Abs / CEM

6.2.2.2 Determinacion de hidroperéxidos

Se tomaron 100 pL de muestra (previamente desproteinizada con &cido
tricloroacético al 10 %) y se agregd 900 uL de la mezcla de reaccion (FeSO4 0.25
mM, H,SO4 25 mM, naranja de xilenol 0.1 mM y 4 mM hidroxitolueno butilado en
90% (v/v) de metanol). La mezcla se incubd durante 60 min a temperatura
ambiente y se determind la absorbancia a 560 nm frente a un blanco que contuvo
Gnicamente la mezcla de reaccién. Los resultados se extrapolaron en una curva
estandar, y se expresaron en nmol de CHP/mg de proteinas/g de tejido (Método
de Jiang et al., 1992).

6.2.2.3 Determinacion de proteinas carboniladas

A 100 pyL de sobrenadante se le adicionaron 150 pL de 10 mM de 24-
dinitrofenilhidrazina (DNPH)/2M HCI. Se incub6 durante 1 h en la oscuridad.
Después de la incubacion se le adicionaron 500 pL de &cido tricloroacético al 20
% y se dejo reposar durante 15 minutos a 4°C. El precipitado se centrifug6 a
11000 rpm durante 5 minutos. El botdn se lavo dos veces con etanol-acetato de
etilo 1:1 y posteriormente se disolvi6 en 1 mL de una solucion de guanidina 6M
pH 2.3 y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos. La absorbancia se determiné a

366 nm. Los resultados se expresaron en mM o nM de carbonilos reactivos (C=0)
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/mg proteinas, se utilizé el coeficiente de extincién molecular (CEM) de 21000 M
cm™. (Método Burcham, 2007; Parvez y Raisuddin, 2005; Levine et al, 1994).

nM de carbonilos reactivos / mg proteinas / g tejido = Abs /CEM

6.2.2.4 Determinacion de la actividad superdxido dismutasa

Se colocaron 40 pL del homogeneizado en una celda de cuarzo y se le
adicionaron 260 pL de la solucién amortiguadora de carbonatos (carbonato de
sodio 50 mM y EDTA 0.1 mM) a pH 10.2. Se agregaron 200 pL de adrenalina 30
mM, y se determiné la absorbancia a 480 nm, a los 30 seg y 5 min. Los resultados
se expresaron en M adrenalina /mg proteinas, se utilizo el coeficiente de extincion
molecular (CEM) de 21 Mt cm™. (Método de Misra y Fridovich, 1972).

M de adrenalina / mg proteinas / g tejido = Abs/ CEM

6.2.2.5 Determinacién de la catalasa

20 pL del sobrenadante de la muestra se colocé una celda de cuarzo, se le
adicion6é 280 yL de la solucién amortiguadora de aislamiento (sacarosa0.3 M,
EDTAL1 mM, HEPES 5 mM y KH,PO,5 mM) y 200 uL de la solucion de H»O, 20
mM. Posteriormente se realizaron las lecturas a 240 nm, a 0 y 60 seg (Método
Radi et al., 1991).

Los resultados que se obtuvieron de las absorbancias se utilizaron en la siguiente

formula:

Concentracion de catalasa = (Ao - Aso)/ CEM
Donde el CEM del H,0, = 0.043 mM™* cm™; los datos son expresados en mM de

H,O,/min/g tejido
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6.3.2.6 Determinacion de actividad de la glutation peroxidasa

Se colocaron 100 uL del sobrenadante de la muestra en una celda de cuarzo y se
le adicionaron 290 pL de la solucion amortiguadora de reaccion (K;HPO4 50mM,
KH,PO4 50mM, glutation reducido 3.5 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.12mM,
glutatiéon reductasa 2 U) y 100 uL de H,0O, 20 mM. Posteriormente se determind

la absorbancia a 340 nm, a 0 y 60 seg (Método Peglia y Valentine, 1967)

La actividad de la enzima se calculé por medio de la siguiente ecuacion

Concentracion de glutation peroxidasa = (Ao - Aso)/ CEM
Donde el CEM del NADPH = 6.2 mM™* cm™; los datos son expresados en mM de
NADPH/min/g tejido

6.3.2.7 Determinacion de proteinas totales

A 25 pL del sobrenadante se le agreg6 75 pL de agua desionizada y 2.5 mL del
reactivo de Bradford (0.05 g de azul de Commassie, 25 mL de etanol al 96% y 50
mL de H3PO, en 500 mL de agua desionizada). Se agitaron los tubos, se dejaron
reposar por 5 min y posteriormente se determind la absorbancia a 595 nm. Los

resultados se extrapolaron en una curva estandar hecha con albumina (Método de
Bradford, 1976).

6.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos posterior a la exposicién fueron sometidos a un andlisis de
varianza bifactorial (ANOVA) y las diferencias de las medias de cada grupo fueron
comparadas contra el testigo correspondiente utilizando el método de Tukey-

Kramer para comparaciones multiples contra un testigo, con una P<0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Determinacién de toxicidad subletal

La concentracion para los ensayos fue la equivalente al LOAEL, esto es
equivalente a una concentracionde 0.1173 % (San Juan et al., 2013).

7.1.1 Determinacién de estrés oxidativo

7.1.1.1 Determinacion del grado de lipoperoxidacion

Los resultados que se obtuvieron demostraron que el grado de lipoperoxidacion se
incremento inversamente proporcional respecto al tiempo a las 12 h en un
126.11%, 24 h 67.06 %, 48 h 44.46 %, 72 h 21.99 % y a las 96 h 18.89 %; se ve

una diferencia estadisticamente significativa a las 12, 24 y 48 h.

40 -
H Control

35 - ¥
30 - * M Expuesto al efluente
25 1 *
20 -
15 1
10 -
5 -
0 - T T
12 24 48 72 96

Tiempo de exposicién (h)

totales)

Grado de Lipoperoxidacién (mM
Malondialdehido/ mg de proteinas

Figura 17. Grado de lipoperoxidacién en Cyprinus carpio después de la exposicion
alas 12,24, 48,72 y 96 horas

Se us6 una n=6 y un N= 90 ya que se realizo por triplicado

(*) Indica diferencia significativa estadistica, p < 0.05 con respecto al control
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7.2.1.2 Determinacion de hidroperéxidos

Los resultados que se obtuvieron demostraron que la formacion de hidroperéxidos
incrementaron respecto al tiempo a las 12 h 3.26 %, 24 h 28.42 %, 48 h 45.25 %,
72 h51.34 %, 96 h 228.48 %, se ve una diferencia estadisticamente significativa a
las 24, 48,72 y 96 h.

0.6 7

H Control *
0.5 -
H Expuesto al efluente

04 -

Hidroperéxidos (nM CHP/ mg de
proteinas totales)
o
w

12 24 48 72 96

Tiempo de exposicion (h)

Figura 18. Formacién de hidroperéxidos en Cyprinus carpio después de la
exposicidna las 12, 24, 48, 72 y 96 horas

Se us6 una n=6 y un N= 90 ya que se realizo por triplicado

(*) Indica diferencia significativa estadistica, p < 0.05 con respecto al control
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7.2.1.3 Determinacion de proteinas carboniladas

Los resultados que se obtuvieron demostraron que la cantidad de proteinas
carboniladas incrementaron alas 12 h 171.63 %, 24 h 418.7 %, 48 h 318.1 %, 72
h 263.46 %, 96 h 102.84 %; se nota la diferencia estadisticamente significativa en

todos los tiempos de exposicion.
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@ & 2609 -
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oy 0 - ; .
12 24 48 72 96
Tiempo de exposicion (h)

Figura 19. Formacion de proteinas carboniladas en Cyprinus carpio después de la
exposicidna las 12, 24, 48, 72 y 96 horas

Se us6 una n=6 y un N= 90 ya que se realizo por triplicado

(*) Indica diferencia significativa estadistica, p < 0.05 con respecto al control
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7.2.1.4 Determinacion de la actividad superéxido dismutasa

Los resultados que se obtuvieron demostraron que la actividad de la superdxido
dismutasa increment6 a las 12 h 10.65 %, 24 h 17.87 %, 48 h 40.41 %, 72 h43.4
%, 96 h 58.95 %; se ve una diferencia estadisticamente significativa a las 48, 72 y

96 h.
*

Figura 20. Actividad de la superdoxido dismutasa en Cyprinus carpio después de la

16
14 H Control

12 H Expuesto al efluente

10
6
4
2
0

Tiempo de exposicion (h)

Superoxido dismutasa (u SOD/ mg
proteinas totales)
(0]

exposicidna las 12, 24, 48, 72 y 96 horas

Se us6 una n=6 y un N= 90 ya que se realizo por triplicado

(*) Indica diferencia significativa estadistica, p < 0.05 con respecto al control
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7.2.1.5 Determinaciéon de la catalasa

Los resultados que se obtuvieron demostraron que la catalasa tuvo un incremento
alas 12 h 2.2 %, 24 h 93.03 %, 48 h 105.14 %, 72 h 95.17 %, 96 h 190.41 %; se
ve una diferencia estadisticamente significativa a las 24, 48, 72 y 96 h.

12000 -
H Control

*
10000 -~
H Expuesto al efluente
8000 - * *
*
6000
4000
2000
0 T T
12 24 48 72 96

Tiempo de exposicion (h)

totales)

Catalasa (UM H,0,/ mg de proteinas

Figura 21. Actividad de la catalasa en Cyprinus carpio después de la exposicion a
las 12, 24,48, 72 y 96 horas

Se us6 una n=6 y un N= 90 ya que se realizo por triplicado

(*) Indica diferencia significativa estadistica, p < 0.05 con respecto al control
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7.2.1.6 Determinacion de la actividad glutatién peroxidasa

Los resultados que se obtuvieron demostraron que la actividad de la glutation
peroxidasa incrementé a las 12 h 146.59 %, 24 h 72.16 %, 48 h 4.82 %, 72 h
25.97 %, 96 h 12.94 %; se ve una diferencia estadisticamente significativa a las 12

y 24 h.
0.025 -
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2 H Expuesto al efluente
Z 3
=S 0015
ES
5 &
] é 0.01 -
H
[«}]
o9
S8 0005
S
®
5 0 - -
(O]
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Tiempo de exposicion (h)

Figura 22. Actividad de la glutation peroxidasa en Cyprinus carpio después de la
exposicidna las 12, 24, 48, 72 y 96 horas

Se us6 una n=6 y un N= 90 ya que se realizo por triplicado

(*) Indica diferencia significativa estadistica, p < 0.05 con respecto al control
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7.2.1.7 Determinacion de proteinas totales

Los resultados que se obtuvieron demostraron que las proteinas totales
incrementaron a las 12 h 67.43 %, 24 h 6.83 %, 48 h 23.8 %, 72 h 25.39 %, 96 h

2.61 %; se ve una diferencia estadisticamente significativa a las 12 y 72 h.

H Control

50 - H Expuesto al efluente

Concentracion de Proteinas Totales
(mg/g)

12 24 48 72 96

Tiempo de exposicién (h)

Figura 23. Proteinas totales en Cyprinus carpio después de la exposiciona las 12,
24,48, 72 y 96 horas

Se us6 una n=6 y un N= 90 ya que se realizo por triplicado

(*) Indica diferencia significativa estadistica, p < 0.05 con respecto al control
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8. DISCUSION

Ya que los AINEs bloquean a la enzima ciclooxigenasa inhiben la reaccion del
acido araquidoénico para la produccion de prostaglandinas, lo que reduce la
liberacién de sustancias y mediadores inflamatorios lo cual alivia el dolor y la

inflamacion (Katzung et al., 2007).

La biotransformacion de los AINEs conlleva a la formacién de metabolitos que son
capaces de formar especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno que generan el
estrés oxidativo. Cuando este proceso inicia se forma una cascada con la
produccién de radicales libres que favorece la formacion de peréxidos organicos

los responsables de los efectos citotoxicos en la célula (Jerlick et al., 2000).

Para los hidroperéxidos se observa una respuesta a las 24 horas y aumenta con
cada tiempo teniendo la maxima diferencia significativa a las 96 horas debido a la
cantidad de acidos grasos en el organismo lo que genera un mecanismo en
cadena con lo que existe una produccidon exponencial de hidroperéxidos en el

organismo (Frankel, 2005).

El metabolismo del etanol por oxidacion del citocromo CYP2E1 genera especies
reactivas de oxigeno que conducen a la peroxidacion lipidica, este metabolismo
también aumenta la actividad de la superéxido dismutasa y de la catalasa (King,
2013).

Como se observa en la figura 17 el grado de lipoperoxidacién presenta un
aumento significativo a las 12 h, 24 h y 48 h, posteriormente disminuyd este
biomarcador por el dafio en el organismo lo cual causa su inhibicion. Como ya se
menciond los metabolitos de los AINEs generan una produccion de anién
superéxido, debido a que a que estos farmacos son &cidos débiles no son

ionizados por lo que son liposolubles y se difunden en células gastricas donde el
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pH es muy alto y permiten que la sustancia se disocie (Barrientos et al., 2009).,
por parte del metabolismo del etanol se puede producir EROs mediante la
CYP2E1, el dodecil bencen sulfonato de sodio contribuye al dafio mediante la
modificacion de las membranas lipidicas y proteicas de la célula que permiten una
mayor accesibilidad de las EROs al interior de la celula: los metabolitos que tienen
reaccion de fase 1 generan compuestos hidroxilados por hidroxilacion alifalica,
oxidaciones alilicas, desaminacion, hidrélisis (Batt et al., 1994); la produccién de
metabolitos como las benzoquinonaimidas solo pueden ser mediadas por los
grupos sulfhidrilos, si estos disminuyen repercuten en la actividad de la glutatién

peroxidasa haciéndola deficiente (Katzung et al., 2007).

Durante el proceso del aumento del grado de lipoperoxidacidén se puede generar
una produccion de hidroxilos esto concuerda con los resultados tan altos de

hidroxilos conforme al tiempo (Ela et al., 2008).

Los radicales libres son capaces de causar dafio a diferentes niveles de la célula:
ataca a los lipidos y proteinas de la membrana celular lo cual la inhabilita para
realizar sus funciones normales, peroxidacion de lipidos, modificacion irreversible

en las proteinas (Soledad, 2007).

Para la figura 20 de proteinas carboniladas hay una diferencia significativa durante
toda la cinética respecto al tiempo lo que indica que existe una gran produccion de
grupos aldehidos y cetonas (Méndez, 2011), hay un dafio directo a proteinas por
lo que al ser carboniladas también hay un incremento en proteinas oxidadas
esto refleja la pérdida de grupos sulfhidrilos de la glutation reducida lo que
explica la disminucion de la actividad de la glutation peroxidasa después de las 48

horas.
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Para el caso de las proteinas hay oxidacién de un grupo de aminoacido como la
fenilalanina, la tirosina, la histidina y la metionina; esto genera entrecruzamientos
de las cadenas peptidicas, y hay formacion de grupos carbonilos (Jerlick et al.,
2000).

La actividad de la enzima superéxido dismutasa tiene una diferencia significativa a
partir de las 48 horas, con lo que refleja la mediacién de los aniones superéxido
los cuales pueden ser producidos por la accién del metabolismo del etanol que
genera este tipo de radicales en el proceso, hubiera sido interesante alargar el
tiempo de exposicion para observar a que punto ya no existia la diferencia

significativa (Teixeira et al., 1993).

La actividad de la enzima catalasa comienza a aumentar desde las 12 horas
logrando una diferencia significativa a partir de las 24 horas e incrementa
conforme al tiempo, esto concuerda con los resultados de la actividad de la
enzima superéxido dismutasa, ya que a mayor acciéon de la superéxido dismutasa
al neutralizar los aniones super6xido hay una mayor produccion de perdxidos de

hidrégeno para ser transformados en agua y oxigeno (Teixeira et al., 1993).

Para la actividad de la enzima glutation peroxidasa ya no hay una diferencia
significativa a partir de las 48 horas lo cual concuerda con el hecho de que el
constante aumento de proteinas carboniladas acab6 con los grupos sulfhidrilo de
la glutation reducida los cuales se encargan de transformar las moléculas de
peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, ademas que ante la produccién
excesiva de peroxido de hidrogeno también se ve inhibida la enzima, por lo que
si el experimento hubiera tenido mas tiempo de exposicion tal vez la actividad
de la glutatién incluso se veria disminuida respecto al control (Teixeira et al.,
1993).
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El metabolito del paracetamol es el N-acetilbenzoquinonaimida que en condiciones
normales es inactivado por reaccion con los grupos sulfhidrilo de la glutatién
reducida (Boutaud et al., 2002). La biotransformacién del paracetamol se realiza
en el citocromo P-450 , al tener una mayor cantidad del metabolito N-
acetilbenzoquinonaimida, entra en accion la enzima CYP2EL1 la cual representa el
5 % del citocromo P-450 para ayudar a metabolizar este compuesto (Katzung et
al., 2007).

Cuando actta la enzima glutation peroxidasa en exceso hay falta de glutation
reducido, y con la presencia del radical peroxinitrilo causa oxidacién y nitracion de
las proteinas lo cual nuevamente aumenta la cantidad de proteinas oxidadas y por
lo tanto proteinas carboniladas y esto nuevamente se ve reflejado en los

resultados (Teixeira et al., 1993).

Debido a que el etanol tiene un tamafio de particula muy pequefio y es una
sustancia soluble en agua, es absorbido facilmente en el organismo afectando la
membrana de las células, altera la permeabilidad y las propiedades de los
componentes lipidicos de la misma (Gisbert et al.,, 2005), el metabolismo del
etanol genera acetaldehido mediante la CYP2E1 en presencia de Nicotinamida
Adenina Dinucleétido (NAD"), alcohol deshidrogenasa (ADH) y oxigeno, esto
genera radicales libres como el anién superoxido e hidroxilos que explica el
incremento en la formacion de hidroperdxidos y la mayor actividad de la enzima

superdxido dismutasa para mediar estos radicales libres.

En el caso del dodecil bencen sulfonato de sodio la tensoactividad i6nica del
compuesto modifica las membranas lipidicas de las moléculas permitiendo un
mayor paso de radicales libres al interior de la célula creando un mayor nivel de

estrés oxidativo.
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9. CONCLUSIONES

El dafio oxidativo producido por el efluente proveniente de una industrial
farmacéutica se evidencio con el incremento del contenido de hidroperéxidos, del

grado de lipoperoxidacion y el contenido de proteinas carboniladas.

Se observo el incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa respecto al control como un

mecanismo para contrarrestar el dafio oxidativo generado por el efluente
industrial.
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