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RESUMEN

El arsénico (As) es un oligoelemento toxico para diversas especies acuaticas. Esta
presente naturalmente en el agua en diversos estados de oxidacion y especies
guimicas. Durante su paso por el organismo, el As induce la produccién de especies
reactivas de oxigeno, provocando estrés oxidativo en diversos organismos. Este
estudio tuvo como objetivo evaluar la toxicidad inducida por As en branquias de la
carpa comun Cyprinus carpio. Los siguientes biomarcadores se utilizaron para
determinar el estrés oxidativo: contenido de hidroperéxidos, la peroxidacion lipidica,
el contenido de proteina carboniladas y la actividad antioxidante de las enzimas
superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. Los resultados mostraron
que la exposicion a 0.05 mg/L indujo cambios en los biomarcadores oxidacion
celular, asi como la actividad antioxidante en branquias de carpa comun (P <0.05).
Los resultados de este estudio, nos permiten concluir que los biomarcadores
utilizados en este estudio son Utiles para la deteccién temprana de la toxicidad
inducida por el As en los peces.



.  INTRODUCCION

El arsénico (As) ocupa el lugar 20 en abundancia de los elementos en la corteza
terrestre y se distribuye de manera no uniforme por todo el mundo, dependiendo de
la regidon geografica, caracteristicas geoquimicas del suelo y actividad industrial
(Mandal y Suzuki, 2002; Santini y vanden Hoven, 2004; Heinrich-Salmeron et al.,
2011). Considerado un elemento traza téxico, se encuentra en diversos estados de
oxidacion en la naturaleza de forma inorganica como arsenito (lll) o arsenato (V),
siendo el primero la forma mas toxica (Akter et al., 2005). El arsénico (As) es
conocido como un agente carcindgeno al que estan expuestos numerosos grupos
humanos en todas partes del mundo y cuya actividad genotéxica ha sido
demostrada en grupos de individuos expuestos (Del Razo, 1990).

La contaminacion del agua por As se ha convertido en un serio problema para el
medio ambiente y la salud humana (Allen and Rana, 2004). En especies acuaticas
se muestran estudios sobre la formacion de micronucleos en pez Danio rerio, lo cual
denota genotoxicidad por exposicién a arsénico en un periodo de 30 horas con una
concentracion de 50mg/L (Béaez et al., 2004), induccion de estrés oxidativo en
musculo, higado y rifién del tiburén mako (Vélez, 2009).

La toxicidad para los humanos de un compuesto con arsénico depende en gran
medida de su forma quimica, los compuestos inorganicos de este metal son los mas
toxicos y aparecen, sobre todo, en aguas, donde se encuentran principalmente en
forma de pentdxido de arsénico (As20s) o triéxido de arsénico (As203). Ademas, la
exposicion a compuestos de arsénico inorganico se ha asociado a diversos tipos de
canceres como de higado, pulmones y piel, asi como a diabetes (Basu et al., 2014).

Por otra parte, los compuestos organicos de arsénico se encuentran
frecuentemente en alimentos y suponen la via principal de exposicién de la
poblacion al arsénico (Aragonés, 2001; Ferrer, 2003).

Cuando es consumido por humanos y otras especies mamiferas mediante la ingesta
de agua o a través de alimentos contaminados, el As (V) es metabolizado a As (lll)
y se conjuga con moléculas organicas formando metil-arsénico (Thomas et al.
2001).

Debido a la importancia del agua para el hombre se han establecido caracteristicas
aceptables para el agua de consumo humano, los limites permisibles para algunos
metales, como por ejemplo el arsénico, que de acuerdo a la NOM-127-SSA1-1994,
es de 0.05 mg/L (NOM-127-SSA1-1994).
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De acuerdo a la NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y
bienes nacionales, sefiala que no se debe exceder los valores de la tabla 1.

LIMITES MAXIMOS PERMISIELES PARA METALES PESADOS ¥ CIANURDS
PARAMETROS EMBALSES MATURALES
- rios ¥ ARTIFICIALES AGLIAS COSTERAS SUELD
Explatacian
S L:-I.-:;n Uso piblica I:r;:z:;ﬂ:: Usa enriego | Uso piblcn I::;':;:_I Recreacian | ESTUARBDS | Uso en riego :iﬁ:::s:
Etra) agricoia (A) wrbano (E) i agricola (8) | whano (C)  tros wsos (EY (B} agricola (A (Bl
(AD

PM. | PD. | PM. |PD | PM. [ PD. [PM. | PD. | PM. |PD| PM. | PO |PM. | PO | PM. | PO | PM. | BD. | PM. | PO
Arsénico 02 04 | 01 |Q2)]| 01 (02 | 02| 04 | 01 (02| 01 0. |02 |04 )01 | 02| 02 | O4 0.1 0.2
Cadmio 02 04 | 01 |[O2]| 01 (02 |02| 04 | 01 |02 01 0. |02 |04 )01 | 02 | 005 | 01 0.1 0.z
Cianuro 10 |30 | 10 |20| 10 |20 | 20| 30 10 | 20| 10 | 10 |10 |30 (10| 20 | 20 | 30 1.0 o
Cobre 40 | &0 | 40 |60 | 40 | 60 | 40 | &0 4 6.0 4 60 |40 | 60 | 40 | 60 4 6.0 4.0 &0
Crama 1 18 | 05 |10 | 05 18 1 15 | 05 [ 18| OS5 10 | 1 |15 )05 | 18 | O 1.8 0.5 10
Mercuria 001 | 002 | QuB0S | 001 | OL0DS | 001 | 001 | 0.02 | 0005 | 001 001 | 002 | 001|002 | 0.01 | 0.02 | 0.005 | 001 | 0005 | 001
Miguel 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 3 4 2 4 I 4
Mama [ 11 1 02 |04 | 02 | 04 | OS5 1 03 | 04| 02 04 [0S 1 |02 | 04 5 10 0.2 0.4
Zine 10 | 20 10 kLil 10 0 | 10 | 20 10 | 20 10 M | 14| 20| 1@ | 20 10 i 10 20

(*) Medidos de manera total
P.D.= Promedio Diario, P.M_= Promedio Mensual; M.A.= Mo es aplicable
(A}, (B} y (C): Tipo de Cuerpo Receptor segdn la Ley Federal de Derechos.

Tabla 1: limites permisibles para metales pesados y cianuros, tomada de NOM-

001-SEMARNAT-1996

En el agua, los niveles de As son menores en agua superficial (mares, rios y lagos)
y mas elevados en agua subterranea, especialmente en areas con depdsitos de
roca volcénica o de minerales ricos en As (Smedley y Kinninburgh, 2002).

El estrés oxidativo es un biomarcador que se utiliza para evaluar el dafio celular, el

cual se ha definido como la exposicion de la materia viva a diversas fuentes
gue producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias
o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o
por un incremento exagerado de la produccion de especies reactivas del
oxigeno. Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion
estructura-funcion en cualquier organo, sistema o grupo celular
especializado. Las células sufren un dafio debido a que por reacciones
guimicas, radiaciones ionizantes u otra serie de eventos ajenos a nuestro
organismo, desestabilizan al oxigeno. Las especies que se forman son
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llamadas radicales libres que son aquellas que tienen un electron
desapareado con lo cual pueden quitarle a las biomoléculas, que se
encuentran cercan, un electron (Venereo, 2002).

1.1 Agua

El agua cubre aproximadamente el 75% de la superficie terrestre, es fundamental
para los procesos tanto ambientales como sociales e indispensable para el
surgimiento y desarrollo de la vida (Mazari, 2017). Posee propiedades Unicas que
la hacen esencial para la vida. Es un solvente extraordinario, un reactivo ideal en
muchos procesos metabdlicos; tiene una gran capacidad calorifica y tiene la
propiedad de expandirse cuando se congela (Fernandez, 2012).De acuerdo a las
estadisticas en México se utiliza, el 77% del agua en la agricultura; 14%, es utilizada
en el abastecimiento publico; 5%, en las termoeléctricas y 4%, en la industria
(INEGI).

El agua es una molécula sencilla formada por &tomos pequefios, dos de hidrogeno
y uno de oxigeno, unidos por enlaces covalentes muy fuertes que hacen que la
molécula sea muy estable, concentrando la mayor densidad electronica alrededor
del &tomo de oxigeno debido a su tamafio en comparacion con los atomos de
hidrogeno (Carbajal y Gonzalez, 2012; UNAM, 2008). Debido a su pequefio tamafio,
a la naturaleza polar de sus enlaces H-O, a su estructura angular y a su capacidad
para formar puentes de hidrégeno, el agua es una sustancia altamente reactiva que
puede disolver sustancias iénicas y polares (Martinez y Sanchez, 2007, Monge-
Najera et al., 2005).

El agua es el medio en el que funcionan todos los medios de transporte, permitiendo
el intercambio de sustancias, en ella se trasportan hormonas, metabolitos y
sustancias necesarias para la célula asi como productos de desecho para ser
eliminados, llevandose a cabo las reacciones bioquimicas (Marti, 2007) en donde
tiene también un papel fundamental para determinar la estructura de las proteinas,
los lipidos, los carbohidratos y todas las moléculas que se hallan en solucion
(UNAM, 2008). El cuerpo tiene 75% de agua al nacer y en la edad adulta tiene un
60%, de este porcentaje el 60% de agua se encuentra dentro de la célula y el resto
en liquido extracelular (Iglesias et al., 2011).
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Figura 1. Usos del agua CONAGUA, Estadisticas del agua en México 2013

1.2Contaminacion de agua

Debido a lo indispensable que es el agua para el ser humano es importante y
necesario que sea de facil acceso para la poblacion (OMS, 2015), si ésta se
encuentra contaminada, es decir, hay Incorporacion de agentes extrafios, capaces
de modificar su composicion fisica, quimica y calidad puede provocar problemas
econdmicos y sociales (INEGI, 2000), nuestros lagos, rios, arroyos y depdsitos
subterrdneos contienen a menudo un coctel quimico que incluye desde pildoras
anticonceptivas, cremas solares, pesticidas y hasta petréleo (National Geographic,
2011).

La calidad del agua se ve afectada tanto por fendbmenos naturales como por las
actividades humanas y depende también de que se empleen tratamientos efectivos
a las aguas residuales que se vierten a los cuerpos de agua, para eliminar o reducir
las sustancias 0 agentes biolégicos contaminantes (FAO, 2017). Dicha
contaminacion se ha determinado a través de los resultados proporcionados por la
Red Nacional de Monitoreo de Calidad del Agua, mediante el empleo de un indice
de calidad del agua (ICA), que comprende valores entre 0% y 100%. Un valor mayor
del ICA indica una mejor calidad del agua. Este indice, se obtiene a partir del
promedio ponderado de los indices de calidad individuales de 18 parametros, entre
los cuales se encuentran el pH, la demanda bioquimica de oxigeno y los sélidos
suspendidos (SEMARNAT, 2016).

De manera global, el problema mas comudn con respecto a la calidad del agua es la
eutrofizacion, resultado de grandes cantidades de nutrientes (principalmente fosforo
y nitrégeno), que deteriora considerablemente los usos benéficos del agua (WWAP,
2009).
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Los contaminantes emergentes son aquellos que son de origen quimico, que se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza que no son significativos en
la naturaleza pero al ser detectados pueden tener impacto en el medio ambiente y
en la salud (Barcel6 y Lopez, 2007 y Stuart et al., 2012).

1.3Tipos de contaminacion del agua

Los contaminantes mas importantes del agua se encuentran microorganismos
patébgenos, nutrientes, sustancias que consumen el oxigeno del agua, metales
pesados y materia organica persistente, también sedimentos en suspension y
pesticidas que son creados por las actividades humanas, en su mayoria, provienen
de fuentes difusas, es decir que no son localizadas, también otra cosa que puede
ser considerado como contaminante es el calor, que eleva la temperatura de las
aguas que reciben desechos (WWAP, 2009). Habitualmente, la calidad del agua en
todo el mundo se pierde a causa de los contaminantes (UNESCO, 2014).

Los hidrocarburos aromaticos poli ciclicos (PAHs) son productos de procesos
industriales y de combustion, que son desechados al medio ambiente causando un
alto grado de contaminacion, ocasionando problemas, principalmente en la salud
del hombre, porque tienen efectos carcinogénicos, genotoxicos y mutagénicos, por
tal motivo son considerados como causantes principales de distintos tipos de cancer
en el hombre, por tal motivo son producto de estudio actualmente y son compuestos
organicos formados por dos o mas anillos aromaticos condensados, por ejemplo el
Naftaleno y el Benzo (a) pireno (Mastandrea et al., 2005).

1.4 Arsénico

El arsénico es un elemento distribuido extensamente por toda la corteza terrestre,
suelo, rocas, cuerpos de agua, minerales y organismos de formas inorganica,
organica y metilada (Tsai, 2009; Valenzuela, 2009; Basu, 2014).

Nombre Arsénico
Formula quimica As
Numero atémico 33

Masa atémica 74.9215
Numero CAS 7440-38-2
Numero de valencia 'y VvV

Tabla 2: Caracteristicas generales del arsénico

El arsénico es un semimetal inodoro e insipido que se encuentra en la naturaleza
tanto en rocas como en suelos (Heikens, 2006). El arsénico tiene el nUmero atomico
33, que hace que se situé en el blogue p en el centro de la tabla periédica, dividiendo
a los metales de los no metales (Gasque, 2013).
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El arsénico se puede encontrar en diferentes estados de oxidacion: arseniato As
(V), arsenito As (lll), As elemental (0) y arseniuro As (-lll) (Tsai, 2009);
encontrdndose mas frecuentemente como arsenito o arseniato. El arsenito es 70
veces mas toxico que las especies metiladas y 10 veces mas tdxico que el arseniato,
el cual es poco soluble en agua y, por tanto, menos biodisponible (Kumaresan y
Riyazuddin, 2001; Valenzuela, 2009).

En los compuestos quimicos naturales que forma el arsénico, se observan los
distintos numeros de valencia que presenta, participando como catién, en éxidos y
sulfuros caracteristicos de un metal y como no metal se presenta en aniones como
oxoaniones que son los arsenitos y arsenatos y arseniuros (Clemenza et al., 2008)

Férmula Punto de | Punto de Densidad | Solubilidad
fusion ebullicién (g/cm?3) en agua
(°C) (°C) (9/L)
Arsénico As 613 - 5.27a14 Insoluble
oC
Tri6xido de As20s3 312.3 465 3.738 37a20°C
arsénico
Pentdxido de As20s5 315 - 4.32 1500 a 16
arsénico oC
Sulfuro de As2S3 300 (se 707 3.43 5x10%al8
arsénico descomp oC
one)
Acido (CH3)2AsO( 200 - - 829 a22°C
dimetilarséni OH)
co
Arseniato de PbHAsSO4 720 (se - 5.79 Poco
plomo descomp soluble
one)
Arseniato de KH2AsO4 288 - 2.867 190 a 16 °C
potasio
Arsenito de | KAsO2.HAS - - - Soluble
potasio O2

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de algunos compuestos del arsénico (OMS,

2003).

Puede combinarse con otros elementos para formar compuestos arsenicales,
organicos o inorganicos, de los cuales estos ultimos generalmente son los mas
toxicos y predominan en el agua (Hiekens, 2006).

Los compuestos de arsénico se utilizan comercialmente y en la industria,
principalmente como agentes de aleacion en la fabricacion de transistores, laseres
y semiconductores (ATSDR, 2007). La principal fuente de arsénico del agua de
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consumo es la disolucion de minerales y menas de origen natural. Excepto en las
personas expuestas al arsénico por motivos laborales, la via de exposicion mas
importante es la via oral, por el consumo de alimentos y bebidas. En ciertas
regiones, las fuentes de agua de consumo, particularmente las aguas subterraneas,
pueden contener concentraciones altas de arsénico (Rosas, 1999; Armienta y
Segovia, 2008; Ramirez, 2008).En algunas zonas, el arsénico del agua de consumo
afecta significativamente a la salud, y el arsénico se considera una sustancia a la
gue debe darse una prioridad alta en el andlisis sistematico de fuentes de agua de
consumo. Con frecuencia, su concentracion esta estrechamente relacionada con la
profundidad del pozo (OMS, 2006). Muchos de los derivados del arsénico que son
utilizados en los pesticidas, como el metanoarsenato mono sédico (MSMA),
metanoarsenato disédico (DSMA) ademas son utilizados en la produccion de
algodon.

El As se clasifica como uno de los elementos quimicos mas téxicos y
carcinogénicos, representando un serio problema ambiental en varias regiones de
México y el mundo (llind, 2009; Yamamura y Amachi, 2014). Estudios confirman
gue durante el metabolismo del arsénico en las células hay generacion de radicales
libres (Yamanaka et al., 2001).

En el agua de bebida, por lo general el arsénico se encuentra en la forma de
arsenato y puede ser absorbido con facilidad en el tracto gastrointestinal en una
proporcion entre 40 y 100%. El arsénico inorganico ingerido pasa al torrente
sanguineo, donde se enlaza a la hemoglobina y en 24 horas puede encontrarse en
el higado, rifiones, pulmones, bazo y piel. Los 6rganos de mayor almacenamiento
son la piel, el hueso y el musculo. Su acumulacion en la piel tiene relacion con su
facil reaccion con las proteinas (con grupos de sulfihidrilo) (Health Canada, Ottawa,
1992).

Los cambios metabdlicos del arsénico ocurren esencialmente en el higado, donde
los tioles enddgenos tienen un papel critico en la conversion del As*3 y As*>. El
glutation (GSH) actia como agente reductor. Las formas de As*3 resultantes pueden
metilarse (oxidaciéon y formacion de metilarsénico - As*®) al aceptar este grupo
funcional de la S-adenosilmetionina. El probable producto final de la metilacion
continua es el dimetilarsenato (DMA). Las especies de metilarsénico (As+3) y As+3
intermedias en el proceso pueden ser téxicas e inhibir por ejemplo a la glutatiéon
reductasa (GR), enzima clave en el metabolismo del GSH y cuya accion (GR) es
critica para mantener las reacciones redox propias de las células (The National
Academy of Sciences, 1999).

El arsénico que es absorbido, se almacena mayoritariamente en higado, rifion,
corazén y pulmén y en menor concentracion en tejido muscular y nervioso; este
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metal ha sido considerado como uno de los principales carcinogénicos de pulmon,
rifidn, vesicula y piel; cuando hay una intoxicacion aguda por arsénico los sintomas
que se presentan son: vomito profuso, diarrea, célicos, salivacion excesiva, fiebre,
alteraciones en el sistema cardiovascular y sistema nervioso central incluso puede
llegar a causar la muerte; cuando hay una intoxicacion cronica los sintomas incluyen
cambios en la piel con hiperqueratosis, formacion de verrugas y granos en las
palmas y plantas de los pies, con grandes areas de hiperpigmentacion intercalados
entre pequefas areas de hipopigmentacion en la cara, cuello y espalda (Gwalteney-
Brant, 2002; EPA, 1999; ATSD, 2003)

El arsénico inorganico ingerido es absorbido por los tejidos y luego se elimina
progresivamente por metilacion. Su excrecion ocurre en la orina a través de los
rinfones (Rossman, 2007). Cuando la ingestion es mayor que la excrecion, tiende a
acumularse en el cabello y en las ufias. Los niveles normales de arsénico en la
orina, el cabello y las ufias son 5-40 pg/dia, 80-250 pg/kg y 430-1080 ug/kg,
respectivamente (The National Academy of Sciences, 1999). Asi mismo se han
reportado que en pacientes con exposicion ocupacional crénica a arsénico se
presenta la encefalopatia acompariada de alteraciones en la funcién neuroldgica
superiores como aprendizaje, concentracion y memoria reciente (Calderén et al.,
2001 y Vahter, 2007).

1.5Concentracion de arsénico en agua

La Organizacion Mundial de Salud en las guias para la calidad del agua potable
determino que el méximo permisible de arsénico es de 10 pg/L, aunque este nivel
puede llegar a afectar a la salud humana (OMS, 2006).

Cuando hay mayor presencia geologica natural de arsénico, se pueden encontrar
altos niveles en aguas subterraneas como es el caso de Bangladesh, India, China,
Taiwan, Mongolia, Chile, Argentina, México y numerosos lugares de Estados Unidos
de Norteamérica (Anawar, 2003; Mondal, 2006; Campos, 2007).

La presencia de arsénico en el agua de consumo humano es un problema que se
presenta en los acuiferos de Durango, Coahuila, Zacatecas, Morelos, Aguas
Calientes, Chihuahua, Puebla, Nuevo Le6n, Guanajuato, San Luis Potosi, Sonoray
la Regién Lagunera, donde se han detectado concentraciones superiores a lo
sefalado por la NOM-127SSA1 (0.05 mg As/L) (Avilés y Pardon, 2000).
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Concentraciones de Arsénico en el agua de algunos estados de México

Estado Localidad As (pg/L)
Chihuahua Delicias, Meoqui, Julimes y Rosales 10-370
Coahuilay Durango | Comarca Lagunera 8-624
Guanajuato San Luis de la Paz, Acambaro, Abasolo >25
Hidalgo Zimapan 2-378
Nayarit Tecuala 7-27
Jalisco Los Altos 15-135
Puebla Achichipilco, Valsequillo >25
Sonora Hermosillo 75-134
Zacatecas Loreto, Guadalupe-Bafiuelos, Chupaderos >25

Tabla 4. Concentraciones de arsénico en el agua en algunos estados de México
(Bueno, D, et.al. 2012).

En los Estados Unidos de América el limite maximo del contaminante, en agua, fue
de 50 pg/L (Viraraghavan et al., 1999), que fue el limite anterior, el nuevo limite
maéaximo es de 10 pg/ (Bohlen, 2002). En Canada el limite anterior era de 25 pg/L
(Viraraghavan et al., 1999), mientras en 2006 bajo a 10 pg/L.

Un estudio sobre contaminacion con arsénico en 128 pozos de agua de 11 distritos
de la comarca lagunera detect6 en un rango de 0.008 a 0.624 mg/L que mas de
50% de las muestras tuvieron niveles mayores de 0.05 mg/L. Se estim6 que
alrededor de 400, 000 individuos estuvieron expuestos al arsénico a través del agua
de bebida, con concentraciones mayores de 0.05 mg/L. Estas evidencias permiten
suponer que en el mediano plazo puede representar un problema de salud publica.
De esos grupos, un total de 489.634 habitantes enfrentan un riesgo individual
carcinogénico maximo del orden de 4,5x10-2 — 5,7x10-2; un total de 609.253
enfrentan un riesgo entre 5,2x10-3 y 4,1x10-2 (Vega Gleason, 2001)

En 1976, se encontraron varios pozos en el condado de Halifax, Nueva Escocia,
contaminados con arsénico. Mas de 50 familias fueron afectadas por
envenenamiento con arsénico porque se encontraba de concentracibn 3 mg/L
(Grantham y Jones, 1977)

Entre 1961y 1985, el incidente de la contaminacion del pozo de agua, en el suroeste
de la costa de Taiwan fue muy conocido. La poblacion en el area endémica era de
alrededor de 140000. En los pueblos estudiados, el arsénico contenido en las
muestras del pozo de agua, era de un rango de 0.01 a 1.82 mg/L. La mayor parte
del agua de pozo contenia arsénico alrededor de 0.4-0.6 mg/L. La especie de
arsenico encontrada en el agua del pozo era arsenito con un promedio de arsenito
a arsenato en proporcion de 2:6.

En Argentina, la mayor presencia del arsénico en el agua es de origen natural, las
aguas subterraneas en las areas afectadas presentan concentraciones de arsénico
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variables, que van de valores menores de 0,10 mg/L hasta valores mayores de 1
mg/L. La fuente de arsénico en las napas freéticas de la region central y norte del
territorio argentino es de origen volcanico y en menor importancia la contaminacion
también puede proceder de la actividad agricola (Benitez; Osicka; Jiménez; Garro,
2000).

En 1994, se hizo un estudio del contenido de arsénico de las aguas de consumo de
la vertiente del rio Rimac y se analizaron 53 muestras de agua potable, de rio, pozo
y manantiales; se encontré que 84,9% sobrepasaban el limite recomendado por la
OMS (Infante y Palomino, 1994). Sin embargo, no se han registrado casos de
envenenamiento con arsénico. En 1999 se hizo otro estudio en las aguas de
consumo de la provincia de Huaytara, Huancavelica. De las 31 muestras analizadas,
se obtuvo un promedio de 0.0246 mg/L de arsénico; la concentracion mas alta se
registr6 en Pachac, probablemente debido a un establo donde se almacena abono
y plaguicidas arsenicales (Flores, 1999).

Durante los afios 80°s la arsenicosis endémica, era encontrada sucesivamente en
varias areas de China continental como en Xinjiang Uygur A.R., Inner Mongolia,
Shanxi, Liaoning, Jilin, Ningxia y provincias de Qinghai Henan. Las concentraciones
de arsénico encontradas en esta area, eran de un rango de 200 a 2000 pg/L, con
un nivel méas alto de 4440 pg/L (Hotta, 1995 y Xiaojuan, 1995).

1.6 Efectos del arsénico en organismos acuaticos

Los efectos mas significativos de la toxicidad del arsénico, cuando se encuentra en
su forma inorganica, en mamiferos son la produccion de cancer de pulmén, de
higado, de piel y vejiga (Aposhian et al., 2003).

El As presente en el agua se absorbe por las branquias, por el tracto gastrointestinal
y por la piel (Albert, 1997). Se distribuye en higado, rifién, piel y escamas (debido a
la afinidad de los arsenitos por la queratina), branquias y musculo, donde el As
inorganico se biotransforma en As organico lipo e hidrosoluble.

El trioxido de arsénico causa toxicidad en los peces con una concentracion letal del
50% (CL50) a las 96 horas de 50-100 mg/l para el Pez Dorado, de 30-40 mg/l para
la Carpa, de 20-25 mg/l para la Trucha, y de 25-30 mg/l para otros. La concentracion
de arsenitos y arsenatos, considerada como segura para peces Yy otros organismos
acuaticos, es de 15-23 mg/l (Metelev y cols., 1983).

En las especies acuaticas hay evidencias de que el arsénico puede afectar de
manera distinta. En un estudio con dos lineas celulares, una linea celular de
Therapon jarbua y la otra linea de Tilapia, se presentd citotoxicidad al estar en
contacto con arsenito de sodio, indicando que el arsenito de sodio indujo la
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apoptosis en células de Therapon jarbua probablemente causando estrés oxidativo
y perturbando el ciclo celular de células de tilapia (Wang et al., 2004).

El pez cebra, Danio rerio, fue expuesto a una concentracién de arsénico permitida
en la legislacion brasilefia actual (10 pg/L) durante 48 horas, se estudiaron las
branquias, que es por donde se absorbe el arsénico, concluyendo que a pesar de
gue no hubo una diferencia significativa entre enzimas, si existe un descontrol en el
sistema antioxidante (Ventura-Lima et al.,, 2009). Sin embargo es posible que
también ocasione teratogénesis, ya que se demostrdé en un estudio realizado en
Espafa que al colocar al pez cebra en aguas con mayor concentracion de arsénico
hay un mayor porcentaje de huevos no viables y también aumenta el porcentaje de
juveniles con malformaciones, disminuyendo el porcentaje de juveniles
sobrevivientes (Prieto et al., 2006).

En otro estudio, se obtuvo una CLo y una CLso a las 96 horas de 15.73 y 45.32 ppm
de As total para la tilapia Oreochromis niloticus, administrado como triéxido de As.
Asimismo, se sometieron peces sanos a 0, 0.05 y 15.73 ppm As total en agua del
pozo Zimapan 5 (Estado de Hidalgo, México) durante 96 horas, encontrdndose un
aumento en la concentracién del metal en el pez completo y en el grado de
lipoperoxidacion en branquias con el incremento de la concentracion en el agua y
del tiempo (Baez Ramirez, 2001).

Se expuso a la carpa comun, Cyprinus carpio, al arsénico en su forma arsenato y
arsenito fueron analizados las branquias e higado, donde se midié la acumulacién
de la especie quimica, arsenato o arsenito, y la actividad de la glutation-S-
transferasa omega, que es la enzima limitante en la biotransformacion del arsénico
inorganico, teniendo como biomarcadores de defensa antioxidante a las enzimas
glutation-S-transferasas, glutation reductasa, glutation, y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa. Se vio mayor acumulacion de arsenato (As (V)) sélo en branquias,
por lo que la respuesta de anti oxidacién se vio modulada por la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, que probablemente contribuyd a la reduccién de formacién de
especies reactivas del oxigeno. No hubo cambios significativos en el higado
respecto a la glutation-S-tranferasa, pero el metabolismo del glutation fue mas
sensible en este tejido, donde hubo una inhibicion de la glutation reductasa
actuando junto al incremento en los niveles de glutation y aumento la capacidad
antioxidante hacia los grupos peréxilo, evitando la produccién de lipoperoxidacion y
produccion de especies reactivas del oxigeno (Ventura-Lima et al., 2009).

Otro estudio demostro en indian catfish, Clarias batrachus, que la exposicion a dosis
no letales de arsénico durante 10 dias se indujo lipoperoxidacién, incremento de
glutation oxidado a reducido y se produjo un exceso de perdxido de hidrogeno en
los primeros dos dias. Ademas hubo un incremento en la actividad de las enzimas
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glutation peroxidasa, superoxido dismutasa, catalasa, y disminucion de la actividad
de la glutation reductasa (Bhattacharya y Bhattacharya, 2007).

En un estudio con peces de colores, Carassius auratus, expuesto a arsenito de
sodio durante 7 dias, el higado mostro un incremento en los niveles de
lipoperoxidacion y de glutation oxidado los primeros 4 dias, por lo tanto también
incremento el estrés oxidativo. Después del periodo de exposicion, las actividades
de las enzimas antioxidantes se vieron elevadas, indicando que la respuesta
antioxidante estaba mejorando. Asi mismo se analiz6 la metilacion del ADN,
concluyendo que hubo una hipometilacion el cual es un marcador para regulaciones
epigenéticas (Bagnyukova, et. al., 2007).

1.7 Biomarcadores

El término biomarcador se utiliza para medir una interaccion entre un sistema
bioldgico y un agente de tipo quimico, fisico o biolégico, la cual es evaluada como
una respuesta funcional o fisioldgica, que ocurre a nivel celular o molecular y
ademas estd asociada con la probabilidad del desarrollo de una enfermedad
(Albertini, 1991).

Es un indicador bioquimico, fisiologico o ecoldgico del estrés fisico, quimico o
biologico en los organismos y sus poblaciones. Es un trazador de las reacciones
que pueden ocurrir a diferentes niveles —molecular, celular, en el organismo
completo, las poblaciones o comunidades. Su deteccion permite evaluar de forma
temprana los efectos negativos de los contaminantes (INECC, 2016). Se refiere a
sefales fisioldgicas producidas por un xenobidético que permiten cuantificar el grado
de exposicion, de una respuesta celular precoz, o una susceptibilidad inherente o
adquirida, proporcionando una estrategia para la resolucion de estos problemas.

Los biomarcadores se utilizan para detectar la presencia de una exposicion,
determinar las consecuencias biologicas de la exposicion, los estados iniciales e
intermedios de un proceso patoldgico, identificar a los individuos sensibles de una
poblacion y fundamentar la decision de intervenir tanto a nivel individual como
ambiental (Toxicologia Ambiental, 2016).

La ventaja de utilizar los biomarcadores radica en que, tanto las variaciones internas
como las variaciones externas son consecuencia de la alteracion fisiol6gica
generada por la exposicion al xenobidtico a un tiempo determinado.

El uso de biomarcadores en el diagndéstico de alteracion de los ecosistemas y la
exposicion de la vida silvestre a xenobidticos tiene varias ventajas: la respuesta de
los biomarcadores puede indicar la presencia de contaminantes biol6égicamente
disponibles, con un conjunto de biomarcadores adecuados se puede dilucidar la
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presencia de contaminantes que no habian sido considerados, pueden detectar
eventos de contaminacion intermitente e integrar en tiempo y espacio la exposicion,
son capaces de detectar efectos inducidos por mezclas complejas de
contaminantes (Handy, 2003).

Las caracteristicas deseables de un biomarcador son: ser medible, reflejar la
interaccion del organismo (cualitativamente o cuantitativamente) con la sustancia
quimica de interés, ser reproducible cualitativamente y cuantitativamente a largo y
corto plazo, presentar precision y exactitud analitica en la medicion (Botello et al.,
2005).

Es un evento que se produce en un sistema bioldgico y se interpreta como indicador
del estado de salud, de la esperanza de vida o del riesgo de enfermedad. Suelen
clasificarse en biomarcadores de: exposicion, efecto y de susceptibilidad (Arango,
2012).

1) De exposicion

EvalGa en un organismo la presencia de una sustancia exdégena, un metabolito o el
producto de la interaccién entre el agente xenobidtico (compuestos naturales o
sintéticos del ambiente que el organismo metaboliza y acumula) y una molécula o
célula diana (Atkinson et al., 2000; Knudsen, 2007).

De acuerdo en la especificidad de pruebas de retencion, se subdividen en:

» Selectivos: medicion directa de los metabolitos del xenobiotico a través
de fluidos corporales
» No selectivos: son indicadores inespecificos de exposicion

2) De susceptibilidad

Es un indicador de la capacidad heredada o adquirida de un organismo para
responder a la exposicibn a una sustancia xenobidtica (Atkinson et al., 2000;
Knudsen, 2007). Indicando el grado de sensibilidad a los compuestos téxicos de
manera individual, generalmente se habla de factores genéticos por estudios de
ADN vy fragmentos de restriccion (RFLPs) (Repetto, 1997). Son de dos tipos: el
primero de marcadores de polimorfismos de sistemas activadores, que mide la
actividad de las enzimas del citocromo P-450 y el segundo de marcadores de
polimorfismos de sistemas detoxificadores que consiste en la medicion de diversas
enzimas como la glutation-s-tranferasa, la acetiltransferasa, la glucuronil transferasa
o la paraoxonasa (Van Cauteren et al., 1996).
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3) De efecto

EvallGa la alteracion bioquimica, fisioldgica o de comportamiento producida en el
organismo que puede ser asociada con una enfermedad (Atkinson et al., 2000;
Knudsen, 2007). Este biomarcador indica los cambios bioquimicos que puede
presentar el organismo debid a la exposicion al xenobi6tico, como modificaciones
en la composicion celular sanguinea, alteracion en la actividad enzimatica, aparicion
de aductos del ADN, aumentos localizados de ARN-m, incremento de determinadas
proteinas y aparicion de anticuerpos especificos contra un xenobiético o frente a
fracciones celulares (Repetto, 1997).

1.8 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas y radicales libres provocando dafio
oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes, siendo los RL especies quimicas que poseen en el ultimo orbital un
electron no apareado, por lo que son capaces de extraer un electron de las
moléculas vecinas para completar su orbital, convirtiéndose en componentes
altamente reactivos y oxidantes.

El desbalance entre la produccion de EROS y la defensa antioxidante provoca un
dafio organico conocido como estrés oxidativo, que lleva a una variedad de cambios
fisiolégicos y bioquimicos los cuales ocasionan el deterioro y muerte celular (Wei,
1996 y Aejmelaus, 1997). El estrés oxidativo puede provenir de una deficiencia del
sistema de defensa antioxidante y de un incremento de la formacién de EROs, cuya
alta reactividad puede provocar peroxidacion lipidica, dafio de la membrana celular,
rotura del ADN, degradacion proteica. EI aumento de varios de estos agentes
oxidantes a la vez, provoca cambios biol6gicos de manera progresiva en el
organismo, siguiendo mas o menos un patrén comudn y la acumulacion progresiva
de esos cambios ocasiona la enfermedad.

La mayor parte del oxigeno celular es reducido a través de reacciones enzimaticas,
pero del 2-5 % escapa a esta reduccién bivalente y elige la monovalente, y de ello
resulta la formacion de radicales libres de oxigeno, que no son mas que atomos o
moléculas que poseen un numero impar de electrones en su 6rbita mas externa, y
gue también se generan cuando ocurre una adiciéon a un doble enlace. Son muy
inestables y pueden reaccionar con otras moléculas, entregando o recibiendo un
electron (Delatre, 1998).

Debido a que la estructura atdbmica de un radical libre tiene el electron impar se
genera una configuracion de alta inestabilidad, son denominadas como especies
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reactivas del oxigeno (EROS), que son idén superdxido (O2—-¢), radical hidroxilo
(OHe), radical nitrilo (NO-¢), peroxido de hidrégeno (H202) (Ferreira, 1998).

0, Arginina
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02 NO’
S0D
CAT ONOO~

H, 0 «—— H;0;
GPx H*
Fe 2+ libre NO;

Radiacion OH + NO;—
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02 {-\
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Figura 2: Formacion de ERO in vivo (Paolisso, 1998)
1. 8.1 Sistema Antioxidante

El sistema de defensa estd constituido por un grupo de sustancias que al estar
presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o
previenen significativamente la oxidaciéon de este. A estas defensas contra los
radicales libres se denominan antioxidantes, ejemplo de ellos pueden ser vistos en
la tabla 5, ya que neutralizan a estas moléculas inestables (Mayor, 2010). En esta
interaccion los radicales libres se transforman en una molécula débil no toxica
porque cede un electrén que le permite oxidarse.

Las enzimas catalizan o aceleran las reacciones quimicas que usan los sustratos
gue reaccionan con los radicales libres (Delatre, 1998; Jacob, 1995).

e SOD (Superoxido Dismutasa): Su distribucion es amplia en el organismo,
esta formada por un grupo de enzimas metaloides: Cu-SOD y Zn-SOD que
contienen cobre y cinc en su sitio activo y se encuentran en el citosol y en el
espacio inter-membranoso mitocondrial; Mn-SOD que contiene manganeso
y se localiza en la matriz mitocondrial; Fe-SOD que contiene hierro y se
localiza en el espacio periplasmatico de la E. Coli. Estas enzimas dismutan
el oxigeno para formar peroxido de hidrogeno y su principal funcién es la
proteccion contra el anién superoxido.
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e CAT (Catalasa): Tiene una amplia distribucion en el organismo humano, alta
concentracion en higado y rifidn, baja concentracién en tejido conectivo y
epitelios se localiza a nivel celular: mitocondrias, peroxisomas, citosol
(eritrocitos); presenta 2 funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa.
Detoxifica el H202 en dos moléculas de agua y una de oxigeno (Hai et al.,
1997).

e GPx (Glutation peroxidasa): Es una enzima selenio-dependiente, cataliza la
reduccion de peroxido de hidrogeno a lipoperoxido (L-OOH), usa como
agente reductor el glutation reducido (GSH) y se localiza en citosol
(eritrocitos), lisosomas (neutréfilos, macréfagos y otras células del sistema
inmune). Existen 3 formas de GPx: GPx-c o forma celular, tiene mayor
afinidad por el peroxido de hidrégeno que por el lipoperoxido; GPx —p o forma
extracelular, presenta afinidad semejante para ambos sustratos; GPx-PH,
tiene afinidad especifica para los lipoperoxidos.

Exdgenos Enddgenos
No enzimaticos

Vitamina E (VE) Glutation Coenzima Q

Vitamina C (VC) Acido tiotico

Betacaroteno (BC) Enzimaticos. Cofactor

Flavonoides Superéxido dismutasa (SOD), cobre,
manganeso, zinc. Catalasa (CAT),
hierro

Licopeno Glutatiéon peroxidasa (GPx)
Selenio

Tabla 5: Clasificacion de los antioxidantes (Mayor, 2010).
1.8.2 Dafio a biomoléculas

- Lipoperoxidacion (Peroxidacion lipidica): Todas las células estan rodeadas por una
membrana que las separa del medio extracelular. La membrana celular contiene
proteinas que juegan papeles vitales en la interaccion de la célula con otras células,
hormonas y agentes reguladores del liquido extracelular. La estructura béasica de
todas las membranas biologicas es la bicapa lipidica, la que funciona como una
barrera de permeabilidad selectiva (Goodam, 1998). Estas son ricas en acidos
grasos poliinsaturados y por lo tanto vulnerables al ataque de radicales libres que
traen como consecuencia la peroxidacién lipidica. Esta es generalmente inducida
por un radical hidroxilo que sustrae un hidrégeno a la cadena lateral de un acido
graso formando un radical carbonado, lo que genera una cadena de reacciones
oxidativas como lo muestra la figura 3. Proviene de reacciones en cadena, donde
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los productos obtenidos son capaces de inactivar enzimas; el sustrato para estas
reacciones son los acidos poliinsaturados.Comunmente se usa el &cido
tiobarbitdrico para la cuantificacién del grado de lipoperoxidacion, cuantificando la
produccion de malondialdehido (MDA) (Kavitha y Venkateswara, 2008).

LH + OH- — L- + H20 Radical lipidico
L + 02 — LOO- Radical peroxilo
LOO + LH — L- + LOOH Hidroperoxido lipidico

LOOH + Fe2* — Fe3" + OH- + LO- Radical alcoxilo

LOO + Fe3 — Lipido-O2- + H- + Fe?*

Figura 3: Reacciones de lipoperoxidaciéon (Fraga et al., 1996)

-Proteinas carboniladas: el dafio causado a las proteinas es un proceso irreversible,
el cual puede incrementar el enrollamiento erréneo de las estructuras secundarias
o la pérdida de la formacion de las estructuras terciaria y cuaternaria. Esto es debido
a que todos los residuos de aminoécidos son sujeto de ataque por un grupo hidroxilo
(OHe), produciéndose una oxidacion (Standtman, 2002). El contenido de proteinas
carboniladas generadas por la ruptura y oxidacion de la cadena polipeptidica
principal o por la oxidacién de las cadenas laterales en los aminoacidos como
arginina, lisina, prolina y treonina es utilizado como marcadora de estrés oxidativo
(Lopaczynski y Zeisel, 2002).

1.9 Bioindicadores

Son aquellos organismos o comunidades en los que su existencia, sus
caracteristicas estructurales, su funcionamiento y sus reacciones dependen del
medio en que se desarrollan y cambian al modificarse las condiciones ambientales
(Capo, 2007). Son las especies seleccionadas por su sensibilidad o tolerancia a
varios parametros, usan los bioindicadores de contaminacion debido a su
especificidad y facil monitoreo.

Un bioindicador es un organismo o poblaciones de organismos que pueden
responder a la contaminacion ambiental mediante alteraciones en su fisiologia o a
través de su capacidad para acumular contaminantes, estos pueden ofrecer
informacion sobre los riesgos para otros organismos, ecosistemas y el hombre
(Pignata, 2003).
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Los peces son comunmente utilizados para el biomonitoreo de contaminantes
en ecosistemas acuaticos, ya que son los vertebrados acuaticos que
bioacumulan sustancias téxicas, a través de la ingesta de sedimentos o alimentos
contaminados (Reis-Henrigues et al., 2009).

Algunas de las ventajas del uso de bioindicadores como herramienta para
determinar la calidad del agua e implementar acciones sobre la recuperacion son:

a) La colecta y registro de informacion biologica puede realizarse por
personas ajenas a la biologia, ya que existen manuales que sefalan
métodos establecidos.

b) Las comunidades biologicas reflejan las condiciones del sistema (fisica,
quimica, bioldgica y ecolégica)

c) El biomonitoreo permanente de las comunidades resulta ser econdmico
comparado con los analisis fisicoquimicos.

1.10 Carpa comun (Cyprinus carpio)

La carpa comun, identificada por Linnaeus en 1758 como Cyprinus carpio, es un
pez de agua templada a semifria que soporta poco oxigeno y altos niveles de pH,
amoniaco, nitritos, nitratos y fosfatos, siendo una especie comestible barata y de
facil manejo de ahi que contribuye a la piscicultura mas extendida en la actualidad,
esto se debe a que las carpas son especies de ciclo energético corto, su régimen
de alimentacion es variado, su potencial reproductivo elevado y sus huevos y larvas
resistentes y estan adaptados a los climas templados, soportando los semitropicales
(ILCE, 2013).

México es uno de los principales paises productores de Cyprinus carpio en América,
asi como también Brasil, Uruguay, Paraguay, Bolivia, Pert, Colombia; en Africa:
Sudéfrica, Mozambique, Marruecos, Tunes, Camerun, Kenia, y en la mayoria de los
paises de Europa y Asia (FAO, 2015). Siendo el Estado de México el principal
productor de carpa con un neto de 8 247.53 toneladas registradas el afio 2014
(Secretaria de Desarrollo Agropecuario, 2017).

La carpa comun silvestre vive en las corrientes medias y bajas de los rios, en areas
inundadas y en aguas confinadas poco profundas, tales como lagos, meandros
lagunares y embalses de agua, siendo las principales habitantes del fondo, pero
buscan alimento en las capas media y superior del cuerpo de agua. (FAO, 2015) El
mejor crecimiento se obtiene cuando la temperatura del agua esta en el intervalo
23 °C y 30 °C ya que los peces pueden sobrevivir periodos de inviernos frios, en
salinidades hasta alrededor de 5%o son toleradas, con un pH 6ptimo de 6.5-9.0y la
especie puede sobrevivir bajas concentraciones de oxigeno (0,3-0,5 mg/ litro) asi
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como super saturacion (FAO, 2015). Las carpas son omnivoras, con una gran
tendencia hacia el consumo de alimento animal, tal como insectos acuaticos, larvas
de insectos, gusanos, moluscos y zooplancton, adicionalmente, la carpa consume
los tallos, hojas y semillas de plantas acuaticas y terrestres, plantas acuaticas en
descomposicion, etc. (FAO, 2015).

Dependiendo de la edad, sexo, medio ambiente y estacion del afio, varia la
composicién quimica de los peces, siendo los principales constituyentes del
musculo del pescado las proteinas, lipidos, carbohidratos, cenizas, agua, vitaminas
y minerales (Bustos, 2006).
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ll.  JUSTIFICACION

La alta concentracion acumulada de arsénico que se encuentra presente en los
cuerpos de agua, se da por las actividades antropogénicas e industriales, como la
produccion de pesticidas, la fabricacion de algodén, vidrio y semiconductores, y por
origen biogeoquimico, afectando a los organismos que se encuentran presentes en
el ambiente, la poblacidn mexicana, de acuerdo a la OMS, se encuentra entre las
mas expuestas a nivel mundial a este agente téxico, debido a que los mantos
acuaticos utilizados para la dispensacion del agua potable se encuentra
contaminado, esta agua no solo se utiliza para el consumo humano, sino también
para el riego de los cultivos, y la acuicultura, ademas los tratamientos que son
utilizados en las plantas tratadoras de aguas residuales no son capaces de eliminar
este compuesto y la contaminacién 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. EI consumo de la
especie Cyprinus carpio contaminada con arsénico puede generar efectos sobre la
salud humana debido a la bioacumulacién. 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, este estudio se realizé
en las branquias de la especie Cyprinus carpio debido a que es una parte del
organismo gue esta en contacto directo con el efluente de la industria y los mantos
acuaticos contaminados, lo cual aportara resultados importantes para una futura
legislacién de los limites permisibles de arsénico en los mantos acuiferos utilizados
para el consumo humano, tomando en cuenta la bioacumulacion del arsénico en las
especies acuaticas hasta llegar al consumo humano, se decidi6 llevar a cabo éste
estudio con la especie Cyprinus carpio debido a la facilidad del manejo en el
laboratorio para el cuidado y mantenimiento del mismo, asi como el bajo costo

comparado con otros estudios de igual importancia.
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. HIPOTESIS

La toxicidad del arsénico puede generar estrés oxidativo y dafio biomolecular en
branquia de Cyprinus carpio.

IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el estrés oxidativo inducido por arsénico en branquias de carpa comun
Cyprinus carpio.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Determinar los biomarcadores de oxidacion celular en branquias de carpa
comun Cyprinus carpio por exposicion a arsénico (lipoperoxidacion,
hidroperoxidos y proteinas carboniladas)
b) Determinar la actividad antioxidante en branquias de carpa comun
Cyprinus carpio por exposicién a arsénico (SOD, CAT, GPx)
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Evaluacién biolégica usando biomarcadores para evaluar el estrés oxidativo

antes y después del sistema
6.1.1 Obtencion y mantenimiento de Cyprinus carpio

Para las pruebas se utilizé carpa comun (Cyprinus carpio) de 18.39+0.31 cm de
longitud y un peso de 50.71+7.8 g, los cuales se obtuvieron de las instalaciones de
acuicultura en Tiacaque, Estado de México. Los peces se transportaron al
laboratorio en bolsas de polietileno selladas y oxigenadas, posteriormente, se
aclimataron en contenedores con agua del grifo sin cloro durante 30 dias antes del
experimento. Durante la aclimatacion, las carpas fueron alimentadas con Pedregal
Silver™ (con alimento para peces), y tres cuartas partes del agua del tanque se
sustituyeron cada 24 h con el fin de mantener un entorno saludable. Las
caracteristicas fisicoquimicas del agua del grifo se mantuvieron a una temperatura
de 20+2 °C, concentracion de oxigeno disuelto 80-90%, pH 7.5-8.0, alcalinidad total
17.847.3 mg/L, dureza total 18.7+0.6 mg/L. Se mantuvo un fotoperiodo natural de

luz/oscuridad.
6.1.2 Determinacion de arsénico

La espectroscopia de absorcion atomica es un método muy utilizado para
determinar arsénico, mide la cantidad de luz que es absorbida por los atomos del
analito a la longitud de onda resonante, sin embargo, los limites de deteccion no
son lo suficientemente bajos, por lo cual se ha recurrido al acoplamiento de un
generador de hidruros, el cual aporta la sensibilidad requerida. Esta técnica permite
gue la muestra se mezcle con un acido diluido agregando un agente reductor como
Zn o borohidruro de sodio (NaBHa), basada en la reaccion de Marsh y Guttzeit, esta
reaccion produce H atomico que reacciona con el As para formar hidruros volatiles
como la arsina (AsHs), los cuales son arrastrados por un gas portador como
Nitrégeno a una celda de cuarzo, que es calentada por una llama de aire-acetileno
para producir la atomizacion del analito, cuando los gases pasan a través de este
tubo calentado, ocurre una descomposicion térmica y se liberan los atomos del

Arsénico.
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Al pasar la luz emitida por la lampara a través del conjunto de atomos, la absorcion
crece a medida que estos se producen, llega a un maximo y cae al consumirse el

analito y agotarse los atomos de la celda de absorcion.

6.1.3 Evaluacién del estrés oxidativo

Tres réplicas de 5 organismos se colocaron en recipientes de polietileno
previamente lavados con &cido nitrico al 30% de 6 litros de capacidad que
contuvieron agua con arseénico (0.05 mg/L), el tiempo de exposicion fue de 96 horas
(en la tabla 3 se muestran las condiciones utilizadas en la prueba); después del cual
las carpas fueron anestesiadas con aceite de clavo 50 mg/L y se obtuvo la muestra
de branquia, se completo el volumen a 1 mL con buffer salino de fosfatos (PBS pH
7.3) y se centrifugo a 12 500 rpm durante 20 min para la obtencion del sobrenadante.

El sobrenadante se utilizo para la determinacion del estrés oxidativo.

Condiciones Parametros
Volumen de los recipientes, L 6
Volumen de prueba, L 4
Concentracion ensayada Agua con arsénico (0.05 mg/L)
NUumero de réplicas por 3
concentracion
Temperatura, °C 202
Duracion del bioensayo, h 96
Tipo de ensayo Estatico sin renovacién de medio

Tabla 6. Condiciones del estudio subletal para determinar los efectos del efluente

artificial sobre sangre de Cyprinus carpio.

6.1.4 Determinacion del contenido de hidroperdxidos (Método de Jiang et al.,
1992)

El método consistié en tomar 100 uL de muestra previamente desproteinizada con

acido tricloroacético al 10% (Sigma-Aldrich)] a la cual se agregaron 900 uL de la
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mezcla de reaccion [FeSOs4 0.25 mM (Sigma-Aldrich), H2SO4 25 mM (Sigma-
Aldrich), naranja de xilenol 0.1 mM (Sigma-Aldrich) y 4 mM hidroxitolueno butilado
(Sigma-Aldrich) en 90% (v/v) de metanol (Sigma-Aldrich)]. Posteriormente la mezcla
se incubo durante 60 min a temperatura ambiente y se determiné la absorbancia a
560 nm frente a un blanco que contenia unicamente la mezcla de reaccion. Los
resultados se extrapolaron en una curva estandar y se expresaron en nM de HPC
(hidroperéxido de cumeno) (Sigma-Aldrich)/mg de proteina.

6.1.5 Determinacion del grado de lipoperoxidacion (Método de Blege y Aust,
1978)

A 100 yL de la muestra (sin centrifugar) se le afadio solucién reguladora Tris-HCI
150 mM pH 7.4 (Sigma-Aldrich) hasta completar 1 mL. La muestra se incubo a 37°C
por 30 min, posteriormente se le agregaron 2 mL de TCA-TBA [4cido tiobarbiturico
(Sigma-Aldrich) al 0.375% en acido tricloroacético (Sigma-Aldrich) al 15%], después
se indujo un choque térmico (con ayuda de un bafio maria) en agua a ebullicién por
45 min. Concluido este tiempo, se centrifugo a 3 000 rpm durante 10 min y se
determind la absorbancia a 535 nm. Los resultados se expresaron en mM de
Malondialdehido (MDA)/mg de proteina, usando el coeficiente de extincion molar
(CEM) de 1.56X10° M/cm.

6.1.6 Determinacion de proteinas carboniladas (Método de Levine et al., 1994,

modificado por Parvez y Raisuddin, 2005 y Burcham, 2007)

Consistié en tomar 100 pL del sobrenadante que se le adicionaron 150 pL de DNPH
(Sigma-Aldrich) 10 mM en HCI (Sigma-Aldrich) 2 M. Posterior a esto se incubo a
temperatura ambiente durante 1 h en oscuridad. Después de la incubacion se
adicionaron 500 pL de acido tricloroacético (Sigma-Aldrich) al 20% y se dejaron
reposar durante 15 min a 4 °C. El precipitado obtenido se centrifugo a 11 000 rpm
durante 5 min. El bot6n se lavo varias veces con etanol (Sigma-Aldrich)-acetato de
etilo (Sigma-Aldrich) 1:1 y posteriormente se disolvié en 1 mL de una solucién 6 M
de guanidina (Sigma-Aldrich) pH 2.3 donde se incubo a 37 °C durante 30 min. La
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absorbancia se determind a 366 nm. Los resultados se expresaron en UM de

carbonilos reactivos (C=0)/mg de proteina, utilizando el CEM de 21 000 M/cm.

6.1.7 Determinacion de la actividad de la superoxido dismutasa (Método de
Misra y Fridovich, 1972)

Se colocaron 40 pL del homogenizado en una celda de cuarzo adicionando 260 pL
de solucion amortiguadora de carbonatos [carbonato de sodio (Sigma-Aldrich) 50
mM y EDTA (Vetec) 0.1 mM] a pH 10.2. Posteriormente, se agregaron 200 uL de
adrenalina (Bayer) 30 mM y se determind la absorbancia a 480 nm a los 30 sy 5
min. La actividad enzimética se determin6é usando el CEM de SOD (21 M/m). Los

resultados se expresaron como Ul/mg proteina.

6.1.8 Determinacion de la actividad de la catalasa (Método Radi et al., 1991)

Se utilizaron 20 pL del sobrenadante y se colocaron en una celda de cuarzo,
agregando 1 mL de solucién amortiguadora de aislamiento [sucrosa (Vetec) 0.3 M,
EDTA (Vetec) 1 mM, HEPES (Sigma-Aldrich) 5 mM y KH2PO4 (Vetec) 5 mM] y 0.2
mL de una solucion de H20:2 (Vetec) 20mM. Posteriormente, se tomaron las lecturas
de absorbancia a 240 nm, alos Oy 60 s. Los resultados se obtuvieron sustituyendo
el valor de la absorbancia obtenida para cada uno de los tiempos en la formula
siguiente donde el CEM del H202 es 0.043 mM/cm, y se expresaron como UM
H202/mg proteina.

(Ay — Aeo)

[CAT] = CEM

6.1.9 Determinacion de glutation peroxidasa (Método de Gunzler y Flohe-
Claiborne, 1985, modificado por Stephensen et al., 2000)

Se colocaron 100 pL del sobrenadante en una celda de cuarzo y se le adicionaron
10 pL de glutatién reductasa [2 U glutation reductasa, (Sigma-Aldrich)], ademas de
290 pL del buffer de reaccion [K2HPO4 (Vetec) 50 mM, KH2PO4 (Vetec) 50 mM pH
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7.0, glutation reducido (Sigma-Aldrich) 3.5 mM, azida de sodio (Sigma-Aldrich) 1
mM, NADPH (Sigma-Aldrich) 0.12 mM)] y 100 pL de H20:2 (Vetec) 0.8 mM.
Posteriormente se determiné la absorbancia a 340 nm, alos 0y 60 s. Los resultados
se analizaron usando la siguiente ecuacion donde el CEM del NADPH es 6.2

mM/cm. Los resultados se expresaron como mM NADPH/mg proteina.

(GP.] = (AoC;;lIeo)

6.1.10 Determinacion de la concentracion de proteinas (Método de Bradford,
1976)

A 25 L del sobrenadante se le agregaron 75 L de agua desionizada y 2.5 mL del
reactivo de Bradford (0.05 g de azul de Cummassie, 25 mL de etanol al 96% y 50
mL de H3PO4 en 500 mL de agua desionizada). Los tubos se agitaron y se dejaron
reposar por 5 min donde se determiné la absorbancia a 595 nm. Los resultados se

extrapolaron en una curva estandar hecha con albimina (tabla 3).

Tubo Albumina puL | Agua desionizada
pL
1 10 90
2 25 75
3 50 50
4 75 25
5 100 0
Blanco 0 100

Tabla 7. Curva tipo para la prueba de proteinas
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Determinacion de Arsénico

Obtencién de Cyprinus carpio.

Evaluacion de estrés oxidativo

A

Actividad de enzimas antioxidantes

Dafo a biomoléculas

Lipoperoxidacion

Contenido de hidroperoxidos.

Proteinas carboniladas

Figura 4: Diagrama de metodologia
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6.2 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante andlisis de varianza unifactorial
(ANOVA) vy las diferencias de cada grupo se compararon usando la prueba de
Bonferronni para comparaciones multiples contra un testigo con el programa
estadistico StatPlus (2009). Las diferencias fueron consideradas significativas a una
P<0.05.

ANOVA: El analisis de varianza de un factor nos sirve para comparar varios grupos
en una variable cuantitativa. Permite identificar si varios tratamientos muestran
diferencias significativas. Esta prueba es una generalizacion del contraste de
igualdad de medias para dos muestras independientes. Se aplica para contrastar la
igualdad de medias de tres 0 mas poblaciones independientes y con distribucion

normal.

Método de Bonferroni: permite superar las dificultades que surgen al aumentar el
namero de grupos al comparar y no poderse controlar los falsos rechazos de la
hipotesis nula. Permite comparar las medias de los t niveles de un factor después

de haber rechazado la Ho de igualdad de medias mediante la técnica de ANOVA.
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VII. RESULTADOS
7.1Evaluacién de darfio a biomoléculas

7.1.1 Evaluacién del contenido de hidroperéxidos

La figura 5 muestra los resultados de contenido de hidroperdxidos en branquias de
Cyprinus carpio, expuesto a 0.05 mg/L de arsénico. Se observo una diferencia
significativa con respecto al testigo (P<0.05) a las 24 h'y 72h de exposicion.

HPX

[
HP__': 20
o ¥ *
Q 15
oT1]
£
o 10
I
o
>
s 5
4

0
I

12h 24h 48h 72h 96h

Tiempo de exposicion
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Figura 5: Contenido de hidroperéxidos (HPC) en branquias de Cyprinus carpio
expuesto a arsénico por 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Los valores son la media de tres
replicas. CHP hidroper6xido de cumeno. *Diferencia signficativa con respecto al
control, ANOVA y Bonferronni (P<0.05). N=100 peces
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7.1.2 Evaluacién del grado de Lipoperéxidos

La figura 6 muestra los resultados del grado de lipoperoxidos en branquias de
Cyprinus carpio, expuesto a 0.05 mg/L de arsénico. Se observd un decremento
significativo con respecto al testigo (P<0.05) a las 12, 24 y 48h de exposicion.
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Figura 6: Grado de lipoperoxidacion (LPX) en branquias de Cyprinus carpio
expuesto a arsénico por 12, 24, 48, 72, y 96 h. Los valores son la media de tres
replicas. MDA malondialdehido. *Diferencia signficativa con respecto al control,
ANOVA y Bonferronni (P<0.05). N=100 peces
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7.1.3 Evaluacioén de Proteinas Carboniladas

La figura 7 muestra los resultados de las proteinas carboniladas en branquias de
Cyprinus carpio, expuesto a 0.05 mg/L de arsénico. Se observé un aumento
significativo con respecto al testigo (P<0.05) a las 12 y 24h de exposicion y una
disminucién a las 96h.
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Figura 7: Contenido de proteinas carboniladas (PCC) en branquias de Cyprinus
carpio expuesto a arsénico por 12, 24, 48, 72,y 96 h. Los valores son la media de
tres replicas. *Diferencia signficativa con respecto al control, ANOVA y Bonferronni
(P<0.05). N=100 peces
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7.2 Evaluacioén de actividad enzimética

7.2.1 Evaluacion de la actividad de la enzima SOD

La figura 8 muestra los resultados de la actividad de la superéxido dismutasa en
branquias de Cyprinus carpio, expuesto a 0.05 mg/L de arsénico. Se observo un
incremento significativo con respecto al testigo (P<0.05) a las 24 y 48 horas de
exposicion.
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Figura 8: Actividad de la superoxido dismutasa (SOD) en branquia de Cyprinus
carpio expuesto a arsénico por 12, 24, 48, 72,y 96 h. Los valores son la media de
tres replicas. *Diferencia signficativa con respecto al control, ANOVA y Bonferronni
(P<0.05). N=100 peces
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7.2.2 Evaluacion de la actividad de la enzima CAT

La figura 9 muestra los resultados de la actividad de la catalasa en branquias de
Cyprinus carpio, expuesto a 0.05 mg/L de arsénico. Se observé un aumento
significativo con respecto al testigo (P<0.05) a las 24, 72 y 96h de exposicion.
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Figura 9: Actividad de la catalasa (CAT) en branquias de Cyprinus carpio expuesto
a arsénico por 12, 24, 48, 72, y 96 h. Los valores son la media de tres replicas.
*Diferencia signficativa con respecto al control, ANOVA y Bonferronni (P<0.05).
N=100 peces
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7.2.3 Evaluacion de la actividad de la enzima GPX

La figura 10 muestra los resultados de la actividad de la glutation peroxidasa en
branquias de Cyprinus carpio, expuesto a 0.05 mg/L de arsénico. Se observo un
aumento significativo con respecto al testigo (P<0.05) alas 12 y 72h de exposicion.

GPX

£ 0.00005
ha - * *
]
© 0.00004
o
'é"o.oooos
e
Z 0.00002
2
= 0.00001
=

0

12h 24h 48h 72h 96h

Tiempo de exposicion

H Control M Expuesto

Figura 10: Actividad de la glutatiéon peroxidasa (GPx) en branquias de Cyprinus
carpio expuesto a arsénico por 12, 24, 48, 72,y 96 h. Los valores son la media de
tres replicas. *Diferencia signficativa con respecto al control, ANOVA y Bonferronni
(P<0.05). N=100 peces
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VIII.  DISCUSION DE RESULTADOS

El arsénico es considerado un contaminante natural muy comuan, el cual puede
bioacumularse facilmente en diferentes tejidos (Farombi et al. 2007).

Existen diversos estudios que demuestran la produccion de ROS en la célula debido
a la exposicion de diferentes contaminantes, entre los cuales encontramos el
oxigeno (Ruas, et al. 2008), dando como resultado un aumento en la
lipoperoxidacion (LPX) y ocasionando cambios en la actividad de diferentes
enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), y
glutation peroxidasa (GPx), (Valka et al. 2005; Lushchak 2011).

Los compuestos de As que producen ROS y especies reactivas de nitrogeno (RNS)
causan oxidacion de la célula, lipidos, ADN y proteinas (Volodymyr 2011). Los
sistemas antioxidantes fungen un papel fundamental tanto para preservar la
estabilidad celular como mantener un estricto control de los radicales libres.

En la figura 1 los resultados de HPC muestran un incremento significativo
con respecto al testigo (P<0.05) a las 24 y 72h de exposicion, debido a que el As
afecta a la mitocondria en el transporte de electrones en la respiracion celular,
dando como resultado el aumento de EROS (Yamanaka y Okada 1994) generando
el radical HO" que se mide de manera directa en esta prueba, lo cual podria explicar
el incremento de este biomarcador. Debido a que las branquias son el primer érgano
de contacto con el agua contaminada con arsénico es por eso que se refleja en las
primeras 24h de exposicién un aumento en el contenido de hidroperdxidos, pero a
las 72h nuevamente se muestra un aumento significativo el cual se deba
probablemente al aumento de contacto con el arsénico del pez y que su sistema
antioxidante no fue capaz de combatir y disminuir este biomarcador. Estos hallazgos
concuerdan con el estudio realizado por Bhattacharya y Bhattacharya (2007) donde
demostraron un aumento en la produccién de peréxido de hidrogeno (H202)
después de la exposicion a dosis de 84 mg L de arsénico en el pez C. batrachus.
Durante la LPX, los acidos grasos poliinsaturados de doble cadena reaccionan con
las ROS, particularmente con el radical hidroxilo (HO") vy las especies reactivas de
nitrégeno (RNS) como lo es el peroxinitrito (ONOO") mediante un mecanismo de
reaccion en cadena permitiendo la formacion de hidroperoxidos (Wilhelm-Filho et al.
2005).

Los radicales libres causan 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). Cuando existe lipoperoxidacion hay dafio en los lipidos de la
membrana, alterando la cohesion, la fluidez y la permeabilidad, por lo tanto
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producen una membrana inestable dando como resultado dafio y muerte celular. El
As presente en el agua se absorbe por las branquias, por el tracto gastrointestinal y
por la piel (Albert, 1997). Se distribuye en higado, rifidn, piel y escamas (debido a la
afinidad de los arsenitos por la queratina), branquias y musculo, donde el As
inorganico se biotransforma en As orgénico lipo e hidrosoluble. En la figura 2
muestra los resultados obtenidos de LPx donde se observd un aumento significativo
con respecto al testigo (P<0.05) a las 12 y 24h de exposicion, lo que demuestra el
dafio que se origina en las primeras horas de exposicidon en las branquias
produciendo lipoperéxidos, de acuerdo a un estudio realizado por Ventura-Lima et
al. (2009) en higado y branquia de C. Carpio por exposicion a arsénico en una dosis
de 1000 pg L* encontraron un aumento en lipoperéxidos, concordando con los
resultados obtenidos. Diversos autores concuerdan que el grado de
lipoperoxidacién depende de la dosis y el tiempo de exposicion al arsénico en peces
(Baez y Prieto, 2004, Ventura-Lima et al. 2009 y Bhattacharya and Bhattacharya
2007). De acuerdo con un estudio realizado con Chana punctatus expuesta a una
dosis de 1mg/ L de trioxido de arsénico se determind que después de 90 dias de
exposicion disminuye la concentracion de arsénico en los tejidos como son
branquias, higado, rifiones y masculo (Allen and Rana, 2004).

Las reacciones de oxidacion de las proteinas resultan en la oxidaciéon de las
cadenas laterales de aminoacidos particularmente con grupos tiol (S) los cuales son
transformados a disulfuros, acido sulfanilico y ciertos aminoacidos aroméaticos, esto
conduce a una alteracion en su estructura y funcion como en los puentes de
hidrogeno de la estructura secundaria de las proteinas. El OH puede remover
protones de los grupos metileno de los aminoacidos llevando a la formacién de
carbonilos los cuales tienden a ligar aminas de las proteinas o unirse
covalentemente al ADN causando un entrecruzamiento (Van der Oost R, Beyer J,
Vermeulen NPE, 2003). Las PCC muestran un aumento significativo con respecto
al testigo (P<0.05) a las 12 y 24h de exposicion. Los incrementos significativos de
este biomarcador también pueden deberse a que las ROS remueven protones de
los grupos metileno de los aminoécidos formando carbonilos que tienden a unirse
con proteinas induciendo dafio en los centros nucleofilicos, grupos sulfhidrilos
oxidados, fragmentacion peptidica culminando con una pérdida de la funcién
proteica (Parvez and Raisuddin 2005). Castro et al. 2009 reportaron un incremento
en los niveles de proteinas carboniladas en cerebro de pez zebra (Danio rerio) tras
exposicién de 100 p L* de As por 96h. Dicho autor concluye que al existir un
incremento en los niveles de proteinas carboniladas bajo condiciones de oxidacion
pueden generar un alto porcentaje de proteinas disfuncionales consideradas como
el mayor contribuidor al dafio y muerte celular por estrés oxidativo.
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Para poder determinar la presencia de estrés oxidativo ocasionado por arsénico en
branquias es necesario analizar el sistema de enzimas antioxidantes, SOD, CAT y
GPx, las cuales cambian de acuerdo al tiempo de exposicion, dosis y organismo
(Lantz, et. al., 2007).

Debido a que el arsénico activa las defensas antioxidantes (Vlahogianni et al. 2007)
la enzima SOD es la primera que se activa (van der Oost et al., 2003) catalizando
la dismutacion del anion superoxido evitando que se formen radicales hidréxilo
(Wang et al. 2006). En el caso de SOD se observé un aumento significativo con
respecto del grupo control (P<0.05) a las 24 y 48h en branquia, lo que nos dice que
se contrarresto la formacion de hidroperdxidos mostrados anteriormente, el sistema
de defensa primaria esta alerta para contrarrestar la formacion del anion super oxido
O2. Existen pocos estudios respecto a esta enzima, por ejemplo Jain et al. (2012)
encontraron que la SOD no presentd cambios significativos en cerebro, higado y
sangre de rata por exposicién de 0.325, 1.3y 2.5 mg kg de As. Mientras que Bharti
et al. (2012) observaron en ratas hembra una disminucion significativa de este
biomarcador por exposicién a 100 mg L* de As''. Ambos autores concluyen que el
efecto del As en la actividad de SOD depende de la edad, sexo y tiempo de
exposicion. Como refiere Livingstone (2003), el incremento en la actividad de la
SOD en peces y organismos acuaticos, es consecuencia de los altos niveles del
radical anién superoxido producido por exposicion a diversos contaminantes
ambientales, entre ellos incluido el As.

Se report6 en C. batrachus un aumento de la CAT tras la exposicion de arsénico
después de una exposicion de 84 mg L?! de As durante 48h (Battacharya and
Battacharya, 2007) lo resultados obtenidos en la figura Smuestra un aumento
significativo con respecto al testigo (P<0.05) a las 72 y 96h de exposicion, quiza se
deba a la eficiencia de la super oxido dismutasa para disminuir los niveles el anion
super oxido, lo cual disminuyo la formacién de hidroperéxidos que son las moléculas
que contrarresta la CAT, sin embargo, estas diferentes respuestas del sistema
antioxidante al dafio oxidativo muestran claramente que la toxicidad del arsénico es
dependiente de la especie y el érgano analizado (Schuliga et al., 2002). En un
estudio realizado a Chana punctatus se demostré que las branquias y rifién no
tienen la misma capacidad que el higado para neutralizar e impacto de los peréxidos
y radicales libres, por eso el decremento de la enzima (Ahmad I, Hamid T, Fatima
M, Chand HS, Jain SK, Athar M, Raisuddin S. 2000).

La toxicidad del arsénico (lll) esta relacionado con su alta afinidad por los grupos
sulfhidrilos de las biomoléculas como GSH y acidos lipidicos (Aphosian and
Aphosian, 2006). El arsénico es capaz de inhibir la GPx, SOD y CAT, entre otras
enzimas antioxidantes, como lo demostro Flora et. al 2005 en rata con una
exposicion de arsénico de 100mg/L. La formacion del enlace As (11)-S resulta de la
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inhibicion de las enzimas tioreducsin peroxidasa, tioreducsin reductasa, GSH y GPx
en una exposicion crénica (Schuliga et al., 2002; Lin et al., 2001; Chang et al., 2003).
Lo que concuerda con los resultados obtenidos en la figura 6, la GPx mostré un
aumento con respecto al testigo (P<0.05) alas 12 y 72h de exposicion, demostrando
asi el dafio a las biomoléculas por estrés oxidativo.

IX. CONCLUSION

El estrés oxidativo comprende un importante aspecto de la toxicologia por lo que ha
recibido una especial atencion en los ultimos afios. Diversas investigaciones se han
centrado en estudiar los diferentes aspectos relacionados con el estrés oxidativo,
entre los que se incluyen los mecanismos por los cuales se produce dafio a nivel
celular y bioquimico asi como los mecanismos de defensa que exhibe el organismo
ante este ataque. Se ha encontrado una gran significancia ecologica al proceso de
estrés oxidativo particularmente relacionado con diferentes tipos de contaminantes
ambientales como los pesticidas que ingresan al agua y causan efectos en los
organismos acuaticos.

Se ha hallado que los peces son organismos sensibles ante los cambios provocados
por agentes inductores de estrés oxidativo. El entendimiento de los mecanismos por
los cuales el estrés oxidativo genera sus efectos es un tema de gran importancia al
momento de identificar posibles biomarcadores que indiquen los efectos de la
exposicion de los organismos acuaticos ante contaminantes.

Los efectos agudos de estrés oxidativo pueden servir como una sefial de alarma de
exposiciones tempranas al contaminante y de las posibles consecuencias que se
relacionan con dafios celulares posteriores.

El contenido de hidroperdxidos, grado de lipoperoxidacion y contenido de
proteinas carboniladas, se vio alterada por exposicién a 0.05 mg/L de arsénico.

Se observo un incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT
y GPx respecto al control como un mecanismo para contrarrestar el dafio oxidativo

generado por exposicidon a 0.05 mg/L de arsénico.

Los biomarcadores utilizados en este estudio, pueden servir para la deteccion

temprana de la toxicidad inducida por arsénico en peces.
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La exposicion de Cyprinus carpio a una concentracion de 0.05 mg/L de arsénico

causa estrés oxidativo en branquia.
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