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Resumen.

En los ultimos afios el uso de plaguicidas se ha incrementado, afectando organismos en medios
acuaticos o terrestres. Entre los principales dafios se han reportado alteraciones en actividades
neuroldgicas consecuencia de la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AChE). Por otro lado,
los plaguicidas alteran el sistema redox de las células por generacién de especies reactivas de
oxigeno (ERO), las cuales conducen situaciones de estrés oxidante celular, reflejado en
peroxidacidn lipidica en las membranas celulares, apoptosis, o muerte del organismo. Algunos
autores han reportado que ERO afectan la actividad enzimdtica de AChE y su expresion genética
sin establecer una relacién entre el estrés oxidante y la inhibicion enzimatica. En el presente
trabajo se expusieron embriones de pez cebra a diferentes concentraciones del plaguicida
Clorpirifos (CPR), para determinar el comportamiento enzimatico de AChE y de los sistemas
antioxidantes de las células. En una segunda etapa se produjo una co-exposicién entre CPR y
vitamina C (antioxidante); asi como CPR con tertbutil hidroperdoxido (tBOOH) como compuesto
pro-oxidante, para determinar la influencia de estos compuestos en el comportamiento celular
durante situaciones de intoxicacion por CPR. Las exposiciones con CPR generaron inhibicion de la
actividad de AChE y cambios en los niveles basales de las enzimas antioxidantes sin producir estrés
oxidante. En las co-exposiciones de CPR y vitamina C no se presentaron efectos sobre la actividad
o expresidon de AChE, tampoco se observd un efecto protector de la vitamina C a la actividad
enzimatica, ni fue posible observar estrés oxidante para estas co-exposiciones; sin embargo fue
posible observar un incremento en el ritmo cardiaco y el drea del pericardio a través de un
mecanismo desconocido. El tertbutil hidroperéxido no produjo cambios en la actividad de la
enzima AChE, y se observd una correlacidon negativa entre las concentraciones de exposicion y los
niveles de expresion de la AChE. La exposicién a tBOOH produjo estrés oxidante, lo cual se
evidencié en un aumento en la cantidad de lipidos peroxidados y cambios significativos en la
actividad de CAT. Sin embargo al combinarlo con CPR solo fue posible observar una reduccién en
la actividad y expresion de la AChE pero sin evidencia de estrés oxidante. Estos resultados
proporcionan evidencia adicional del papel de los pro-oxidantes en la actividad y expresidn de la
AChE. A nivel fisioldgico y morfoldgico, se observaron cambios en la mortalidad, ritmo cardiaco y
area del pericardio, lo cual sugiere que la inhibicién de AChE en embriones es mas sensible por el

CPR que a situaciones de estrés oxidante.



Introduccioén.

La constante busqueda de produccién mds barata y eficiente en la agricultura, ha generado un
incremento en el uso de compuestos organofosforados (OF) para el combate de plagas, sin
embargo existen reportes de efectos negativos sobre otros organismos acuaticos o terrestres. El
principal mecanismo de toxicidad de los OF es a través de una inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), desencadenando dafios neuroldgicos. La AChE en los organismos
participa en la hidrélisis del neurotransmisor molecular acetilcolina (ACh). Este neurotransmisor es
el encargado de iniciar el impulso nervioso, a partir de cambios en los receptores muscarinidos y
nicotinidos en las células neuronales. Al existir inhibicién enzimatica a causa del OF se produce una
excesiva estimulacion en las terminales nerviosas provocando la aparicion de sintomas
colinérgicos (mareos, nauseas, vémito, etc.), que pueden conducir a la muerte del organismo. Por
otro lado, recientes estudios en relacion a intoxicacién con OF revelaron produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) asociadas a estos compuestos. Las ERO son especies reactivas que se
producen de manera enddgena en el organismo, siendo regulados sus niveles por mecanismos de
defensa en el organismo. Las ERO tienen una elevada reactividad molecular, generando dafios a
nivel celular, entre los que destacan peroxidacidn lipidica de las membranas celulares, alteraciones
en el ADN vy activacién de los mecanismos de apoptosis. Otros autores reportan, que el
incremento de ERO en el organismo esta relacionado a padecimientos como ateroesclerosis,
cancer, catarata senil, insuficiencia renal, Alzheimer, Parkinson, muerte subita, entre otros. Estos
reportes indican que los principales dafios por parte de las ERO son causadas por un desbalance en
el sistema de regulacion de las mismas denominado estrés oxidante, el cual se genera por una
produccién excesiva de especies reactivas, y los sistemas de defensa no son suficientes para su
regulaciéon. Los principales sistemas de defensa antioxidante reportados existen los compuestos
por enzimas y por moléculas. Entre las principales enzimas que participan en la regulacion se
encuentran la Superoxido dismutasa (SOD), Catalasa (CAT), Glutatién Reductasa (GR), Glutatidn
peroxidasa (GPx) los principales compuestos son la vitamina C y el glutatidn. En los ultimos afos,
la cuantificacidn de la actividad de las enzimas y la cuantificacion molecular de estos sistemas, se
han convertido en una herramienta ampliamente utilizada para la deteccidn de estrés oxidante.
Adicional a esto, se ha encontrado que durante estrés oxidante se presentan cambios en la
funcién de AChE sin evidencia de una relacién directa con plaguicidas OF, por ejemplo Corréa y
colaboradores (2008) detectaron disminucién de la actividad de AChE en pacientes hipertensos en

situaciones de estrés oxidante; asi mismo especies reactivas de oxigeno como el perdxido de



hidrégeno causan inhibicidn en la enzima acetilcolinesterasa y compuestos productores de estrés,

como el etanol, tienen consecuencias a nivel transcripcional en la enzima.

En el presente trabajo se realizd la determinacidn del efecto del estrés oxidante sobre la expresion
genética y la actividad de las enzimas AChE, SOD y CAT utilizando como modelo de estudio
embriones del pez cebra (Danio rerio). El objetivo es entender el impacto del estrés oxidante en la

transcripcidn y regulacion de la AChE durante una intoxicacion por Clorpirifos.

Antecedentes.

Se le denomina plaguicida a cualquier sustancia o mezcla de sustancias, cuyo origen organico o
inorganico, estan destinadas a combatir, controlar, repeler o atraer plagas. Estas pueden estar
compuestas de insectos, acaros, roedores o cualquier especie indeseable de plantas o animales,
gue tienen un efecto perjudicial para el hombre provocando dafio y/o pérdida econdémica, asi
como la transmisién o produccidon de enfermedades (CDPR 2006; UNPL 2010; INECC 2012; EPA
2012). Los plaguicidas pueden incluir ademds de la sustancia activa, otros compuestos
transportadores, diluyentes o solventes orgdnicos, aditivos e impurezas que pueden tener

potencial téxico por si solos (UNPL, 2010).

En general, los plaguicidas se clasifican de acuerdo a su accidn y composicion quimica,
dividiéndose en 4 grandes grupos: Herbicidas, Fungicidas, Rodenticidas e Insecticidas. Estos
ultimos se clasifican a su vez de acuerdo a su origen en minerales, vegetales, orgdnicos de base
mineral y organicos de sintesis. Dentro de los organicos de sintesis podemos encontrar a los

plaguicidas organofosforados (Luna Gonzalez 2008; EPA 2012).
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Figura 1. Estructura basica de los plaguicidas organofosforados, cuya base elemental es el

fosforo.

Los plaguicidas OF (Figura 1) son sustancias que en la actualidad han incrementado su uso,

principalmente en la agricultura de especies de importancia comercial, como consecuencia de



motivaciéon econdmica, efectividad y su baja persistencia en el ambiente en comparacioén con otros
plaguicidas, como los organoclorados (Luna Gonzalez 2008; Murcia O & Stashenko 2008; Cardenas
et al. 2010), se denominan plaguicidas organofosforados a todas aquellas sustancias organicas
derivadas de la estructura quimica del fésforo., cuya estructura quimica esta compuest por ésteres
del acido fosférico y una variedad de alcoholes, dentro de los principales (Figura 2) encontramos:

Paratidn, Diazindn, Diclorvos, Malation, Dimetoato y Clorpirifos (Luna Gonzalez 2008; Fernandez et

al. 2010).
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Figura 2. Principales plaguicidas organofosforados y su estructura quimica, compuestos por

el fésforo y dobles enlaces con el azufre o el oxigeno.

Clorpirifos.

El Clorpirifos (CPR, O-O-dietil-O-(3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato) es un insecticida sélido
blanco cuya féormula general es CgH1;CIsNO3PS, de peso molecular 350.59 g mol™ y un Log Kow =
4.7, de apariencia cristalina y aroma fuerte, insoluble en agua ya que produce emulsiones; para su
aplicacion es cominmente solubilizado en aceites o solventes organicos (Dow AgroSciences 2001;
Rodriguez Fuentes et al. 2008). En estado liquido posee una densidad relativa 1076 g m™ con un
pH de 5.19 y punto de ebullicién a 143°C. Este plaguicida estd compuesto principalmente de un

éster de acido fosfdrico y una estructura de priridina con 3 atomos de cloro (Figura 3). El CPR ha



sido reportado como un efectivo insecticida gracias a su potencial neurolégico, en lo referente a
salud humana se considera en el grupo |l de categoria toxicoldgica; registrandose niveles maximos
de tolerancia en productos agricolas de 0.05 —0.15 ppm y en aguas para consumo humano en 0.03
mg L™ posicionando a éste plaguicida dentro del listado de sustancias peligrosas de acuerdo a la

clasificacidon EPA (ATSDR 1997; Dow AgroSciences 2001).
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Figura 3. Se observa la estructura quimica del Clorpirifos y sus componentes, compuesto de
radicales etilo, la fraccién del éster de acido fosfdrico y su doble enlace con el azufre, asi
como la molécula de piridina con tres enlaces de cloro.

Se ha encontrado que la persistencia del compuesto CPR, puede ser de 30 a 60 dias de vida media
en suelos, y de 3 a 4 semanas en cuerpos de agua, por lo que es un compuesto con efectos sobre
el medio ambiente, como se ha reportado en abejas un potencial alto de toxicidad con una DL al
contacto de 0.31 pg por organismo; en el caso de las aves la toxicidad es moderada y se presenta
por ingesta con una DLs, de 170 mg kg™ de codorniz; para organismos acuéticos en el pez cebra se
registra una Clsy a 96 horas de 2.96 mg L™ considerandolo un compuesto moderadamente téxico

(Dow AgroSciences 2001).

En México del uso de CPR, se tiene registro de un incremento durante las ultimas décadas, como
consecuencia de grandes inversiones para el desarrollo la agricultura y a la politica publica, lo cual
repercute en la introduccién cada vez mas frecuente de estos compuestos al medio elevando el
riesgo de efectos nocivos en la biota (Albert 2005; Albert & Benitez 2005; Garcia-Gutiérrez &
Durga 2012). De manera eventual, grandes cantidades de CPR terminan por llegar a los distintos
cuerpos de agua a través de transportacién por aire y por agua adsorbidas a particulas disueltas
(Figura 4), sin esclarecerse las cantidades exactas por la influencia de sus propiedades

fisicoquimicas (Albert & Benitez 2005).
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Figura 4. Vias de transporte mas comunes de los plaguicidas, desde su fuente de emisidn
hasta su destino en ambientes u organismos acuaticos, el cual puede ser a través de
adhesidn a particulas o transporte activo (Albert & Benitez 2005).

El Clorpirifos es uno de los plaguicidas organofosforados mds ampliamente utilizados a nivel
mundial. Se utiliza para proteger una gran cantidad de cultivos como son maiz, alfalfa, citricos,
cacahuates y otros. El Clorpirifos fue lanzado al mercado en 1965. En la actualidad su uso esta
registrado en mas de 98 paises, incluyendo muchos paises desarrollados. Datos reportados por
Benitez et al., 1996 indican que el Clorpirifos es el plaguicida organofosforado que mas se emplea
en la zona costera del Golfo de México, con un volumen de aplicacion de 647012 kg de

ingrediente activo representando el 49% del total de los organofosforados aplicados (Figura 5).
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Figura 5. Porcentajes de uso de plaguicidas organofosforados para la Zona Costera del
Golfo de México (datos tomados de Benitez et al., 1996)



Toxicidad del Clorpirifos.

Estudios en relacién con CPR indican un elevado potencial inhibitorio de las enzimas de la familia
colinesterasas. Estas son estereasas complejas que tienen alta afinidad por los enlaces éster. Son
divididas en dos grupos butirilcolinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8) y acetilcolinesterasa (AChE, EC

3.1.1.7), divisién basada en la preferencia por el sustrato (Nunes 2011; Rodriguez Fuentes 2005).

La enzima AChE tiene una mayor especificidad con el neurotransmisor ACh, por otro lado la BChE
o colinesterasa plasmatica tiene preferencia por butirilcolina. Ambas enzimas son compuestas de
glucoproteinas y pueden encontrarse unidas a la membrana o ser liberadas en el espacio
extracelular (Sanchez-Chavez & Salceda 2008). También se encuentran presentes en la gran
mayoria de los grandes grupos de organismos, se han detectado en anélidos terrestres, parasitos,
invertebrados terrestres y marinos, peces, reptiles, aves y mamiferos (Bui & Ochillo 1987; DeVos &
Dick 1992; Caselli et al. 2006; Sohn et al. 2004; Leticia & Gerardo 2008; Xuereb et al. 2009;
Oropesa et al. 2013; Rodriguez-Fuentes et al. 2013; Oropesa et al. 2014), Por otro lado, se han
reportado organismos acuaticos que carecen del BChE, como en el pez cebra Danio rerio (Kuster

2005; Coyac Herrera 2010).

La enzima AChE actua hidrolizando la ACh, el cual es un transmisor quimico del impulso nervioso
necesario para la comunicacion entre neuronas, este neurotransmisor pasa de la membrana pre-
sindptica a la membrana post-sindptica (Figura 6), donde tiene preferencia sobre receptores
especificos desencadenando cambios en el potencial neuronal (Timbrell 1995; Sanchez-Chavez &

Salceda 2008).



Figura 6. Transmisiéon de la sefial nerviosa desde las terminales pre-sindpticas a los
receptores (M1) de las terminales post-sinapticas, donde se observa la liberacion de los
neurotransmisores y como estos son hidrolizados por la enzima AChE produciendo acetato
y colina.

La inhibicién de la enzima por CPR es producto de una fosforilacién competitiva con el sustrato
ACh, donde el plaguicida tiene afinidad hacia el sitio activo de la enzima por si similitud con la
acetilcolina (Timbrell 1995). Al inhabilitarse la funcién hidrolitica de la AChE, se produce una
acumulacidn del transmisor en la zona post-sindptica lo que produce una excesiva estimulacion de
los receptores muscarinidos y nicotinidos (Figura 7), estas estimulaciones generan sintomas
colinérgicos con muerte, resultante de una paralisis neuromuscular y depresién central por dafo a
los nervios periféricos. Los principales sintomas muscarinidos se consideran visidon borrosa, miosis,
hiperemia conjuntiva, rinorrea, broncorrea, sialorrea, nausea, vémito, diarrea, célico abdominal,
incontinencia de esfinteres y bradicardia; los nicotidicos se caracterizan por vasoconstriccion
periférica, calambres, mialgias, fasciculaciones, debilidad, paralisis flacida e hiperglicemia; los
dafios en el sistema nervioso se caracterizan por cefalea, ansiedad, confusién, irritabilidad,
alteracion del estado de conciencia, ataxia, depresidn respiratoria y convulsiones, esta inhibicién
puede ser reversible o irreversible dependiendo de la naturaleza del compuesto (Timbrell 1995;

Fernandez A. et al. 2010).



Figura 7. Bloqueo de la actividad de la enzima AChE por fosforilacién del sitio activo, se
observa una acumulaciéon del neurotransmisor acetilcolina, lo que produce una sobre-
estimulacion de los receptores muscarinidos y nicotinidos, lo que genera diversos sintomas
colinérgicos.

La elevada afinidad de CPR con la enzima AChE ha incrementado el uso de esta como un indicador
de intoxicaciones por el plaguicida (Hill et al. 2005a). Autores que han empleado el pez cebra
reportan en diferentes concentraciones disminuciones en la capacidad para locomocién, latencia,
incremento en el consumo de alimento pero bajo peso, disminucidon en longitud corporal, en el
didmetro de los ojos, convulsiones, etc., reflejo de la inhibicion de AChE en diferentes
concentraciones y etapas de desarrollo; sin embargo, después de un prolongado estado sin
exposicion ciertos organismos presentan recuperacién (Levin et al. 2003; Levin et al. 2004; Cook et

al. 2005), la cual es atribuida a procesos de sintesis de la enzima AChE (Timbrell 1995).

En los procesos de metabolizacién del CPR en los organismos, destaca la catdlisis de la molécula
del organofosforado produciendo la separacion del éster fosfdrico y la piridina, proceso conocido
como dearilacién, que se realiza por acciéon de CYP resultando en compuestos que no inhiben la
AChE (Dietilfosfato y TCP). Por otra parte, se producen también procesos de desulfuracion donde
el azufre se remplaza por un atomo de oxigeno; dicho proceso genera un metabolito secundario
gue se conoce como clorpirifos-oxon, molécula responsable de la inhibicién enzimatica de AChE.
Este proceso estd relacionado con la accidon oxidante del CYP (CYP2D6 y CYP3A4) dentro de la
célula, responsable de la biotransformacidn del clorpirifos, como se observa en la imagen 8 (Sams

et al. 2000; Rodriguez Fuentes. 2005).
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Figura 8. Metabolismo del CPR, los cuales son mediados por enzimas de la familia CYP, las

cuales pueden producir dietilfosfato y TCP por dearilacién o CPR-oxon por desulfuracion.

Los efectos del CPR en las diferentes especies estan relacionados con las concentraciones en que
se presentan, la exposicion y la sensibilidad de los organismos, algunos autores han reportado
resistencia a los efectos del compuesto sobre la actividad de AChE en concentraciones de hasta
1000 pg L™; observando un porcentaje bajo (25 a 30%) de inhibicién de la enzima en cuatro
especies de renacuajos (Widder & Bidwell 2008). Contrario a esto, en concentraciones de 2.5 ug L™
del plaguicida el salmén del pacifico (Oncorhynchus kisutch) presentd cambios en su
comportamiento, principalmente la reduccién de nado y alimentacion, como consecuencia de una
disminucién en la actividad de AChE (Sandahl et al. 2005). En varias especies se ha determinado la
concentracién inhibitoria media (ICs;) del CPR, como en el caso de Fundulus heteroclitus
establecida en 4.7 pg L'™; en exposiciones a una mayor concentracién (10 pg L), este organismo
presenta dafios en las vértebras caudales después de su desarrollo, como consecuencia de la
inhibicién de AChE (Thirugnanam & Forgash 1977; Karen et al. 1998). En otras especies mayores,
como en el bagre australiano (Tandanus tandanus), se presenta una disminuciéon de su peso
corporal, un aumento en el indice hepatosomatico, en la velocidad de crecimiento y en la actividad
enzimatica de AChE (Huynh & Nugegoda 2012). Otros autores observaron que los valores de 1Csq
se encuentran en concentraciones un poco mas elevadas, como es el ajolote mexicano
(Ambystoma mexicanum), donde a concentraciones de 40 pg L™ se registra su concentracién
inhibitoria media, con efectos sobre el organismo reflejados en una disminucién en la capacidad

motriz en relacidn a la inhibicidon enzimatica (Robles-Mendoza et al. 2011).



Para concentraciones mas elevadas como lo son 250 pg L™ algunos autores reportan en el pez
cebra adulto cambios en su comportamiento y en su actividad de nado, relacionadas con sintomas
colinérgicos, resultado de una inhibicion de AChE por CPR (Kienle et al. 2009). Por otro lado, en
etapas mas tempranas concentraciones similares (300 pg L), se ha observado dafios y
anormalidades en la formacién del exoesqueleto, como en el erizo Paracentrotus lividus, que a
esta concentracién sufre modificaciones en el ensamblaje del citoesqueleto y alteraciones del
mismo, producto de la inhibicién enzimatica. Al incrementar las concentraciones de CPR hasta 500
ug L™ el desarrollo larvario de esta especie se detiene por completo (Buono et al. 2012). Algunos
autores han mantenido un porcentaje de efecto inhibitorio fijo en sus pruebas, con la finalidad de
entender mejor los mecanismos de toxicidad del CPR, en este sentido se ha reportado el
desarrollo del pez cebra bajo condiciones de 43% de inhibicion enzimatica de AChE, siendo este
porcentaje suficiente para producir el desarrollo muscular de los organismos (Jacobson et al.

2010).

El mecanismo de toxicidad de los CPR no se encuentra limitado a efectos sobre la actividad de
AChE y sus consecuencias, recientemente se ha descubierto que son compuestos capaces de
inducir una mayor produccion de ERO en las células de los organismos, esta situaciéon conduce a
estrés oxidante. En 2004 Adbollahi et al. plantea la hipdtesis de que el CPR es productor de estrés
oxidante en las células, demostrandose después por Kavitha y Rao (2007) la existencia de estrés en
organismos acudticos expuestos a concentraciones de organofosforados. Lépez-Granero y
colaboradores (2012) concluyeron una relacién entre los dafos cognoscitivos y estrés oxidante a
través de mecanismos de respuesta en intoxicaciones por OF; Santos y colaboradores (2012)
observaron que la inhibicién enzimatica de AChE tiene como consecuencia estrés oxidante en las
células cerebrales. De igual manera Salyha (2013) demostrd la presencia de estrés oxidante en

células del hipocampo expuestas a CPR.

Estrés oxidante.

Entre las principales especies reactivas de encuentras las ERO por su abundancia y capacidad de
oxidar una gran diversidad de compuestos (Abdollahi et al. 2004; Lépez 2008; Salyha 2013).
Ademas de factores externos de produccién de ERO, se ha reportado la generacidon de estas
especies por vias endégenas como lo es una reduccién incompleta de la molécula del agua o por el

sistema de NADPH oxidasas, metabolismo celular, parasitismo y respiracion celular (Dalton et al.



1999; Gamaley & Klyubin 1999; Elejealde Guerra 2001; Dautremepuits et al. 2003), lo que
desencadena en el organismo la regulacién funciones celulares, procesos transcripcionales y post-
transcripcionales (enzimas antioxidantes y proteinas estructurales) a través de sefales simples
provenientes de reacciones redox, ejemplo: cambios en tioles intracelulares (Chandan & Packer
1996; Chaudiére & Ferrari-iliou 1999; Dalton et al. 1999; Gamaley & Klyubin 1999). La produccién
endogena de ERO es controlada mediante mecanismos antioxidantes, evitando una
sobreproduccién y dafo celular. Existen adaptaciones enzimadticas y moleculares que les confieren
proteccion y regulacion de los niveles enddgenos de radicales libres, (Julka et al. 1992; Chaudiére
& Ferrari-iliou 1999; Avello & Suwalsky 2007; Limén-Pacheco & Gonsebatt 2009; Mayor Oxilia
2010). Dentro de los mecanismos antioxidantes enzimaticos encontramos a las enzimas SOD, CAT,
GPx y GR. Por otro lado los mecanismos de regulacién antioxidante no enzimaticos estan
compuestos principalmente por la molécula Glutatién, vitamina C, entre otros. En diversos
organismos se han registrado la existencia de diversas enzimas involucradas en el mantenimiento
del estado redox celular las mas estudiadas son CAT y SOD (Kale et al. 1999; Lionetto et al. 2003;
Lépez 2008). Uno de los biomarcadores no enzimaticos del balance antioxidante del organismo es
la molécula glutation, antioxidante sintetizado en las células del organismo que se ve afectado por
la introduccién de xenobidticos y en respuesta a situaciones de estrés oxidante, lo cual se refleja
principalmente en el desbalance en la regulacidn de sus formas sulfhidrilo y disulfuro (Pefia et al.
2000; Pefia-Llopis et al. 2001; Pefia-Llopis et al. 2003; Ofiate Mardones 2009). Asi mismo, la
peroxidacidn de lipidos es buen indicador del dafio por estrés oxidante, pues los radicales libres
producidos atacan los acidos grasos poli-insaturados de las membranas celulares, en una reaccion

en cadena de peroxidacion (Banerjee et al. 1999; Velasquez 2000; Goel et al. 2005).

Una situacion de estrés oxidante puede conducir a dafos celulares importantes y hasta la muerte
del organismo, la peroxidacién lipidica, la cual es considerada evidencia de dafio por estrés
oxidante en el organismo. Esta alteracidn consiste en la formacién de hidroperdxidos lipidicos
provenientes de los acidos grasos poliinsaturados y saturados de las membranas celulares
(Banerjee et al. 1999; Kale et al. 1999; Abilés 2007). La formacidn de hidroperdxidos es inducida
por una ERO (HO®) que reacciona con el grupo metilo de los &cidos grasos sustrayendo un
hidrégeno de la cadena lateral produciendo un radical carbonado (1, Figura 9), éste reacciona con
el oxigeno molecular para formar una radical lipoperoxido (2, Figura 9); finalmente este radical

altamente reactivo reacciona con el acido graso adyacente sustrayendo el H para finalmente



convertirse en un producto estable denominado hidroperdxido lipidico (3, Figura 9), quedando
nuevamente un radical lipoperéxido que reacciona de nuevo con otro acido graso generando una

reaccion en cadena (Avello & Suwalsky 2007).

R 1 2 R : 3 R
H20 02 % H
Ho - . 00* OOH
acido graso Radical Carbonado Radical Lipoperdxido Hidroperoxido Lipidico
Figura 9. Reaccion en cadena de la formacion de hidroperdxidos lipidicos como producto de

una reaccién con radicales libres hidroxido, reaccionando para formarse radicales
carbonados (1), una interaccion con oxigeno molecular produce radicales lipoperéxido (2)
altamente reactivo que toma el H del acido adyacente para el producto hidroperéxido (3).

La presencia de ERO puede también repercutir en la célula a un nivel de dafio mas amplio
desencadenando apoptosis en la misma; la apoptosis es definida como la muerte o finalizacién de
las actividades celulares de forma programada o controlada, las células que presentan apoptosis
son aquellas con cambios morfoldgicos caracteristicos asi como las que presentan cambios
bioquimicos irreversibles. La apoptosis celular se lleva a cabo por un grupo de enzimas proteasas
denominadas Caspasas, las cuales son las encargadas de finalizar las funciones celulares por
descomposicidn; estas enzimas se presentan por una reaccidén sintetizadora en cadena que
incrementa su numero de manera exponencial. Una de las causas para que inicie la reaccion en
cadena de las Caspasas es por dafios en la mitocondria, ésta al sufrir modificaciones irreversibles
libera proteinas especializadas que se encuentran en el espacio intermembranal que desencadena
la sintesis de las enzimas proteoliticas (Alberts et al. 2008). Una de las evidencias del dafio del
estrés oxidantees la presencia de apoptosis celular, a través de dafios por oxidacién en la
mitocondria producto de las especies reactivas de oxigeno, estas afecciones resultan de la
fosforilacién de la triosina lo que induce cambios en la mitocondria que provocan la activacion de

las Caspasas (Simon et al. 2000; Deng et al. 2009; Gupta et al. 2010).

El estrés oxidante es un estado celular de los organismos, durante el cual existe un desbalance en
la produccion de especies reactivas de oxigeno o radicales libres y las defensas antioxidantes del

mismo, estas situaciones pueden ser provocadas por agentes externos o internos. Los radicales



libres son considerados como moléculas y/o elementos con uno o mas atomos no pareados y son

capaces de una gran reactividad (Abdollahi et al. 2004; Lépez 2008; Salyha 2013).

Por otro lado existen compuestos pro-oxidantes naturales o sintéticos, dentro de los sintéticos
podemos mencionar el tertbutil hidroperdxido (hidroperdxido de tertbutilo, hidroperdxido de
dimetilo), compuesto con el grupo funcional hidroperdoxido (HOOH’) de peso molecular 90.14,
cuya férmula quimica es (CH3)3sCOOH, es un liquido incoloro con olor acre con punto de ebullicién
de 89°C y de fusidn de -3°C. Este compuesto se obtiene por adicidén catalizada con acido sulfurico,
de perdxido de hidrégeno al isobutileno, conocido como catalizador de oxidaciones entre otros

(INSHT 1994; Seymour & Carraher 2002; Cedefio-Caero et al. 2005).

Defensas antioxidantes.

La SOD (EC 1.15.1.1) es una enzima de sustrato especifico que se encuentra en la mitocondria y
en el citosol de la célula, es considerada como una metaloenzima de organismos aerobios. Se ha
estudiado su sintesis a partir de la oxidacidon de la hemoglobina por metalohemoglobina en el
fluido sanguineo, en otros tejidos se forma por accidn de Citocromo P450 reductasa y por la
xantina oxidasa; esta enzima tiene un arreglo de grupos cargados en la superficie que funcionan
como guia electrostatica de los sustratos hacia el sitio activo permitiéndoles tener varias
reacciones cataliticas cada vez que coinciden con moléculas sustrato (Hassan 1988; Murray et al.
2003; Voet & Voet 2011). El incremento en la sintesis es por un aumento en la presencia de
sustrato, y es considerada por algunos autores como la principal linea de defensa de los
organismos ante ERO (Hassan 1988; Murray et al. 2003; Yan et al. 2008). La enzima SOD protege a
la célula del radical Superdxido (O,°) a través de una reaccién de dismutacién (Figura 10) teniendo
como sustrato dos moléculas O, y como producto un O, y una molécula de perdxido de

hidrégeno (Hassan 1988; Lehninger 1995; Berg et al. 1995).

202 + 2H° SOD ~ 02+ H202

Figura 10.  Ecuacién de dismutacién del ion superdxido a través de la enzima SOD.

La CAT (EC 1.11.1.6) perteneciente al grupo de las hemoenzimas o hemoproteinas cuya

caracteristica principal es la conformacién por un grupo de ferroprotoporfirina, puede ser



encontrada en la mayoria de las células de los organismos principalmente en los peroxisomas
celulares; durante su accidn catalitica presenta cambios transitorios en la unién del sitio activo con
el sustrato, por la formacion y descomposicion del complejo (Lehninger 1995; Murray et al. 2003).
La CAT provee accion protectora de los radicales libres teniendo como sustrato el peréxido de
hidrégeno (H,0,), mediante un proceso de dismutacion del radical (Figura 11) dando como

producto una molécula de oxigeno y dos moléculas de agua (Berg et al. 1995; Voet & Voet 2011).

2H202 Sall ~ 02+ 2H20

Figura 11.  Proceso de dismutacién de dos moléculas de perdéxido de hidrégeno en una
molécula de oxigeno y dos de agua, por accidn de la enzima antioxidante CAT.

La enzima GPx (EC 1.11.1.9) es una proteina que contiene un residuo de selenocisteina como sitio
activo, resultante de la conversidn del Selenio (Se) en un bioelemento capaz de accionar
cataliticamente con el sustrato empleando otras sustancias como aceptores de electrones. La GPx
tiene como sustrato el peréxido de hidrogeno y radicales perdxido los cuales metaboliza para la
obtencidn de agua y alcohol, sin embargo como se menciona anteriormente se auxilia de otro co-
sustrato para poder llevar a cabo la reaccidn (Berg et al. 1995; Murray et al. 2003; Kulinsky &
Kolesnichenko 2009). La molécula de glutatién es empleada por la GPx para la metabolizacion de
los radicales libres empleando 2 moléculas de glutation sulfhidrilo (GSH) y el sustrato, resultando

en una molécula de glutation disulfuro (GSSG), agua y un alcohol (Figura 12).

ROOH + 2GSH CPX . BSSG +H:0 + ROH

Figura 12. Reaccion catalitica de la enzima GPx, enzima antioxidante que utiliza como
sustrato aceptor de protones la molécula de glutatién reducido, para obtener glutation
oxidado y transformar el radical perdxido en alcohol.

La reaccidn en el sitio activo de la enzima inicia cuando el peréxido es reducido en alcohol en la
forma selenolato del sitio activo, convirtiendo a éste en acido selénico, quien posteriormente en
conjunto con una molécula de GSH produce la liberacidn de agua convirtiendo el acido del sitio
activo en forma selenosulfato, ésta regresa a su forma original de selenolato el presentarse una
segunda molécula de GSH la cual es metabolizada en GSSG (Figura 12) para producir el ciclo de la

oxidacion de la molécula de glutatién, uno de los papeles de desintoxicacidn mas importantes y



cruciales contra las especies reactivas producidas por xenobidticos, cuya importancia es mayor
que la desintoxicacién por la enzima CAT (Doroshow 1995; Berg et al. 1995; Kulinsky &

Kolesnichenko 2009).

ROOH +H' ROH GSH H20 GSH GSSG
E-Se” > 7 E-SeOH ~ 7 E-Se-S-G N A E-Se”

Selenolato acido Selenico Selenosulfato Selenolato

Figura 13.  Modificaciones que se presentan en el sitio activo de la enzima GPx durante el
proceso de catdlisis de radicales libres donde se emplean dos moléculas de glutation
sulfhidrilo, mediante cambios del residuo de selenocisteina (selenoato) pasando por acido
selénico, selenosulfato y de regreso a su forma original.

La GRed (E.C. 1.6.4.2), actualmente conocida también como glutatidon disulfuro reductasa (E.C.
1.8.1.7) es una flavoproteina asociada al ciclo pentosa-6-fosfato; esta enzima emplea NADPH" + H*
como fuente de electrodos para llevar a cabo su accidn catalitica. Estd proteina es un dimero
homdlogo de otras enzimas compuestas de Fe’, cuya principal funcién esta asociada al ciclo del
glutatidn reduciendo su forma disulfuro a sulfidrilo con auxilio de una fuente de electrones (Figura
13), los cuales no son directamente transferidos al enlace disulfuro del glutation oxidado, sino
mediante un enlace en el sitio activo (sitio FAD) en la enzima y subsecuentemente a la molécula

oxidada (Berg et al. 1995; Berg et al. 2003; Voet & Voet 2011).

Glutation

GSSG + NADPH+H*  Reductasa 9GS + NADP*

2e" o 2H*
-S-S- -5 °S- -SH HS-
I R e e
Enzima Enzima Enzima

Figura 14.  Ciclo de actividad de la enzima GR, el cual emplea un donador de protones para
poder llevar a cabo la reduccién de glutatiéon oxidado a disulfuro como se observa en |
ecuacidn, la seccidn inferior se refiere al sistema que emplea la enzima para poder reducir
el GSSG.

Entre los principales antioxidantes no enzimaticos se encuentra la molécula de glutatién (y-
glutamilcisteinglicina, Figura 14), tripéptido no protéico formado por restos de acido glutamico
gue se encuentran unidos por un enlace inusual donde interviene un grupo y-carboxilo. Su sintesis

se lleva a cabo durante dos grandes etapas, donde el glutamato, la cisteina y el ATP son



metabolizados por la y-Glutamilcisteina sintetasa generando una molécula de y-glutamilcisteina;
en una segunda etapa la y-glutamilcisteina, la glicina y una segunda molécula de ATP son
procesadas por la enzima Glutation sintetasa para producir el tripéptido (Lehninger 1995; Voet &

Voet 2011).
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Figura 15.  Molécula del tripéptido glutation (y-glutamilcisteinglicina) proveniente de
residuos de 4cido glutdmico mediante unién inusual del carboxilo y (modificada de Berg et
al. 1995).

El glutation es una molécula con diversas funciones, como el transporte de aminoacidos
extracelulares al interior de la misma, por procesos de catalisis y sintesis de la molécula; asi mismo
participa en la activacién de diversas enzimas principalmente de proteccion celular y mantiene los
niveles de grupos sulfhidrilo de proteinas intracelulares, a través de un equilibrio entre su forma
reducida y su forma oxidada. De igual manera la proporcion entre estas formas es un sistema
efectivo de proteccién antioxidante, donde el equilibrio entre las especies es mantenido con la
intervencién de las enzimas antioxidantes GPx (que oxida el GSH a su forma GSSG) y GR que
restablece los niveles de GSH (Figura 16), el poder reductivo esta mediado por la presencia de
NADPH + H* proveniente de la via pentosa-6-fosfato (Berg et al. 1995; Lehninger 1995; Cnubben et
al. 2001; Murray et al. 2003; Voet & Voet 2011).
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Figura 16.  Sistema glutatién para la conjugacion de radicales libres generadoras de estrés
oxidante, donde participan las enzimas Glutatidon peroxidasa (GPx), Glutatién reductasa
(GR), el tripeptido en su forma sulfhidrilo (GSH) y su forma disulfuro (GSSG); en color rojo
con azul se encuentra el radical libre, en color rojo el grupo alcohol resultante de la catalisis
de GPx, asi como la molécula de agua con los electrones (en verde) provenientes de la
reduccién de GSSG a GSH (modificado de Pefia-Llopis et al. 2003).

Por otro lado, también se tiene reportado, la capacidad de la molécula glutatién para conjugar
compuestos xeniobidticos incrementando su solubilidad (Figura 17), y como proveedor de

identificadores que los reconocen como blancos de excrecion (Berg et al. 1995).

Figura 17.  Conjugacidon de la molécula de glutation, cuando ésta realiza uniones para

incrementar la solubilidad de compuestos xenobidticos en el organismo (tomado de Berg et
al. 1995).

Se ha registrado que los contenidos del tripéptido, asi como su sintesis incrementan en presencia
de compuestos xenobidticos, como resultado del combate a las especies que producen estrés
oxidante, una coordinacién del sistema glutation (GSH/GSSG, enzimas de reduccidn, peroxidacion
y sintesis) es esencial para una defensa efectiva (Pefia et al. 2000; Cnubben et al. 2001; Pefia-Llopis
et al. 2001). En una intoxicacién por organofosforados, se sabe que la estimulacién de la sintesis

del glutatidon produce un aumento en la supervivencia de los organismos, actuando como un



sistema para contrarrestar el dafio por el compuesto (Pefia-Llopis et al. 2003; Antolino-Lobo et al.

2011).

Existen otras moléculas con caracter de antioxidantes, las cuales pueden ser metabolizadas por el
organismo o incorporadas por ingesta, como es el caso de la vitamina C (acido ascérbico) el cual es
considerado el azlucar acido mas importante en los organismos principalmente por su rol
antioxidante. Este compuesto es un derivado de la y-lactona de un acido hexdnico; su sintesis
proviene de la oxidacién del compuesto L-gulono-y-lactona en acido L-ascdrbico; este compuesto
también actua en la sintesis de coldgeno a partir de la activacién enzimatica de propil-hidroxilasa,
de igual manera participa de auxiliar en el mantenimiento de otras vitaminas y en la reduccién de
peroxidacion lipidica; puede presentarse en tres formas (Figura 18) la reducida o acido ascérbico,
su forma antioxidante o ionizada (ascorbato) y su forma oxidada conocida como acido

dehidroascoérbico (Berg et al. 1995; Lehninger 1995; Murray et al. 2003; Mancilla Chavez 2010;

Voet & Voet 2011).
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Figura 18.  Formas en las cuales puede presentarse en el organismo la vitamina C, a es
sintetizada como 4cido ascérbico, su forma ionizada en ascorbato y acido dehidroascérbico
como forma oxidada con elevado potencial antioxidante.

La capacidad antioxidante de la vitamina C tiene una importancia relevante en los ultimos afos,
siendo evidente su capacidad para atenuar la peroxidacién lipidica de las células cuando existe un
incremento de radicales libres (Gultekin et al. 2001; Vismara et al. 2001; Carvalho et al. 2004;

Ozcan Orug 2010).

Mecanismos antioxidantes.

El compuesto CPR en su estructura original no presenta dafios o reacciones sobre los organismos,
sin embargo existe una accidon enzimatica sobre el mismo. El CPR es metabolizado por enzimas de
la familia CYP (CYP2D6 y CYP3A4) que lo oxidan en su fraccion CPR-oxon que es un inhibidor

enzimatico de AChE (Sams et al. 2000), dicha inhibicion tiene como resultado el incremento del



neurotransmisor acetilcolina estimulando los receptores muscarinidos de las células neuronales,
desencadenando una hiperexcitacidn neuronal y convulsiones, con lo cual se liberan aminoacidos
excitatorios al exterior de la célula, elevadas concentraciones de estos aminoacidos producen una
aumento en la actividad del receptor N-metil-d-aspartato permitiendo un flujo de ion Ca®' al
interior de la célula, estos iones incrementan la actividad de enzimas proteoliticas, sintesis de
oxido nitrico y radicales libres (Pefia-Llopis et al. 2003). Otra de las vias de produccion de radicales
libres y EROs es la actividad y sintesis de enzimas CYP, generando radicales superdxido e
incrementando los niveles de estrés en la célula (Cederbaum 1989, Lushchak 2011). Por otro lado,
el radical superoxido es una de las especies reactivas que se producen con mayor frecuencia en el
organismo ej. la produccidn de ATP en la respiracién aerdbica, si dicha molécula es metabolizada
por accion de la SOD dando como residuo una molécula de peréxido de hidrogeno (H,0,), el cual
es catalizado por la enzima CAT en una molécula de oxigeno y dos de agua (Berg et al. 1995;
Lehninger 1995). Por otro lado, la enzima GPx lleva a cabo la metabolizacién del peréxido en agua
y radicales OH, a través del co-factor molecular glutatién mediante la transferencia de electrones
oxidandolo a su forma disulfuro; Esta molécula es reducida por la enzima glutatién reductasa a su
forma glutatién, donde nuevamente esta disponible para la reduccion de perdxidos a través del
ciclo del glutatién (Lehninger 1995; Kulinsky & Kolesnichenko 2009). En este ciclo, se tiene
evidencia de la participacién de diversas enzimas ajenas al mismo, que regulan los contenidos de
la molécula, ya sea en su forma disulfuro o en su forma reducida (GSSG 6 GSH) como son las
proteinas asociadas a la resistencia a multidrogas (MRP) y la glutation transferasa (GST)

respectivamente (Choi et al. 2006, Regoli et al. 2011).

Pez cebra (Danio rerio).

En los ultimos afios el uso del pez cebra D. rerio como modelo para pruebas toxicoldgicas se ha
incrementado, una de los principales motivos es su rapida adaptabilidad a condiciones de
cautiverio, facil manejo y relativamente bajo costo de manutencidn. Igual son adecuados para
experimentacion en campo y en laboratorio por su sencilla manipulaciéon y suficiente informacion
de su desarrollo, y genética. Para andlisis toxicoldgicos sobre el desarrollo embrionario se han
posicionado también como el modelo ideal gracias a la relativamente sencilla visibilidad que
proporcionan gracias a la transparencia del embridn; por otro lado su sensibilidad a diferentes
compuestos quimicos le permite proveer un sinfin de informacién sobre los mecanismos de

toxicidad de los compuestos con los que se experimenta. Sumado a esto, los avances en todos los



campos experimentales, una manipulacidn genética sencilla, tamafio pequeno, bajo costo, rapido
desarrollo, fecundaciéon y desarrollo externo, asi como una gran gama de mutaciones le posicionan
como un excelente modelo para pruebas de toxicidad (Kimmel et al. 1995; Estepa 2001; Hill et al.

2005a; Deng et al. 2009; Lessman 2011).

Objetivos.

Objetivo general.
Determinar el efecto del estrés oxidante en la expresién genética y la actividad de la enzima

Acetilcolinesterasa durante una intoxicacién por CPR, en embriones de D. rerio.

Objetivos particulares.

1.- Determinar el efecto del plaguicida CPR en la actividad y expresion relativa de la enzima

Acetilcolinesterasa en embriones de pez cebra (Danio rerio).

2.- Valorar los efectos del CPR en el desarrollo de los embriones del pez cebra mediante variables
morfoldgicas (presencia de edemas en el pericardio o saco vitelino, lordosis, cifosis, longitud total)

y fisiolégicas (ritmo cardiaco, mortalidad, eclosién).

3.- Evaluar el efecto del CPR sobre el balance redox celular mediante la cuantificaciéon de la
actividad y la expresidn genética de las enzimas CAT, SOD; asi como el contenido total de glutation

y determinar el estrés oxidante mediante los niveles de peroxidacion lipidica.

4.- Determinar el impacto de agentes anti y pro oxidantes en los diferentes biomarcadores de
estrés oxidante y su efecto en la actividad y transcripcién de la AChE durante una intoxicacién con

CPR

Hipdtesis.

Existird un incremento en la expresidn genética y en la inhibicién enzimatica de la enzima AChE al
incrementar la concentracion de CPR. La exposicion a CPR producira estrés oxidante, lo cual
generara una regulacién negativa en la transcripciéon vy actividad de AChE cuyo efecto disminuye
al adicionar un compuesto antioxidante como la vitamina C y cuyo efecto se incrementa al

adicionar el compuesto prooxidante tertbutil hidroperdxido.



Materiales y Métodos.
Origen y mantenimiento de organismos.

Los organismos fueron adquiridos directamente de la granja piscicola “Enmanuel” ubicada en la
carretera Hunucma — Sisal, en Yucatan, México. Se inicid con aproximadamente 150 organismos
machos y 150 hembras (Figura 19). Los cuales fueron aclimatados en peceras de 40 litros durante
aproximadamente dos meses, se les administré alimento en hojuelas 3 veces al dia, y alimento
vivo que consistié ocasionalmente de Artemia sp y una vez al dia por Daphnia sp. Las condiciones
durante su alimentacion y crecimiento consistieron en mantener un pH entre 7 — 8; temperatura
entre los 24 y 28 °C; salinidad no mayor a 0.3 %o y densidad de 5 organismos/litro en acuarios de
40 litros (Lawrence 2007). Los organismos fueron separados por género en adultos reproductores.
Las condiciones ambientales en el agua fueron preservadas mediante recambios parciales del agua
cuando las condiciones cambiaban, en periodos quincenales mediante un constante monitoreo de

los parametros.

a) b)

Figura 19.  a) Acuarios de aclimataciéon por género de los adultos reproductores. b)
Recoleccion de embriones utilizados en los biensayos, para su posterior limpieza.

Una vez que los organismos reproductores alcanzaron las condiciones deseadas para su desove,
fueron seleccionados mediante observacién las hembras mas grandes con la finalidad de obtener
el mayor numero de embriones fertilizados. Estos fueron separados en peceras con una
proporcién de aproximadamente de 14 hembras y 8 machos en un mismo acuario. Dichas peceras
fueron adaptadas con trampas de eclosion disefiadas especialmente para los desoves (Figura 20).
Las condiciones del agua fueron similares a las de la aclimatacion y la temperatura se mantuvo a
28 °C utilizando termostatos para acuario, con la finalidad de proveer las condiciones ideales para
el desove, el cual sucede al amanecer (Lawrence 2007; Uusi-Heikkild et al. 2010; Spence et al.

2008).



Figura 20.  a) Peceras instaladas con trampas de eclosiéon conteniendo a los machos vy
hembras, los embriones por gravedad permanecen en el fondo, lejos de la depredacion de
los adultos. b) Se observa un grupo de huevos fecundados y limpios que seran separados y
empleados para su exposicion (fotos: Rubio-Escalante 2012).

Exposiciéon de embriones

Una vez obtenidos los embriones fecundados, en un tiempo no mayor a dos horas después de la
misma se procedié a la colecta, asi como a su limpieza con agua del mismo estanque y su posterior
exposicidn. Se realizaron tres bioensayos en total. Se colocaron 50 embriones fecundados en cada
pozo de una placa de exposicién, para un total de tres réplicas por cada variable a analizar, con un
total de 18 pozos por cada exposicién (Figura 21). Cada tratamiento tenia embriones suficientes

para realizar seis analisis diferentes por triplicado cada uno de ellos (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis realizados por tratamiento para la cuantificacion de las variables en cada uno de
los distintos bioensayos.
Ensayo Variable Ensayo Variable
1 Actividad AChE 4 Actividad CAT
2 Glutatidn Total 5 Actividad SOD
3 Biologia Molecular 6 Peroxidacion lipidica

Las exposiciones se realizaron utilizando Clorpirifos como organofosforado téxico, antioxidante
Vitamina C y pro-oxidante el tert-butil hidroperéxido de marca Sigma-Aldrich grado reactivo. Una
vez separado el nUmero de embriones fecundados para cada réplica, se colocaron 5 ml de cada
solucidon de exposicion por pozo por tratamiento. Todos los bioensayos contaron con un
tratamiento control (agua) y un control solvente (agua mas etanol al 0.01%). El primer bioensayo
consistié en exposiciones de 200, 400 y 600 pg L™ de Clorpirifos. En el segundo ensayo se utilizé
una concentracion de 400 pg L de Clorpirifos en combinacién con 200, 400 y 800 pg L* de
antioxidante (Vitamina C, acido ascoérbico), asi como exposiciones conteniendo Unicamente la

vitamina C en esas mismas concentraciones. Finalmente se realizd un tercer bioensayo empleando



los mismos valores y combinaciones que en el bioensayo dos utilizando esta vez el pro-oxidante,

en la tabla 2 se presenta un resumen de los tratamientos utilizados.

Tabla 2. Distribucién de los tratamientos aplicados para los bioensayos, junto con sus respectivas
combinaciones, cada uno con 3 réplicas.

Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3 Trat. 4 Trat. 5 Trat. 6 Trat. 7 Trat.8

Bio. A H,0 ET al 200* CPR  400* CPR 800* CPR
0.01%
Bio. B H,0 ET al 200* VIT  400* VIT  600* VIT  200* VIT  400* VIT  600* VIT
0.01% + 400* +400* +400*
CPR CPR CPR
Bio. C H,0 ET al 200* TB 400* TB 600* TB 200* TB 400* TB 600* TB
0.01% + 400* + 400* + 400*
CPR CPR CPR

* = Concentracién en pg L CPR= Clorpirifos; VIT = acido ascorbico; Bio = Bioensayo
TB = Tert-Butil Hidroperdxido; H,0 = agua de garrafén; ET = etanol; Trat. = tratamiento.

Cada bioensayo tuvo una duracion de 72 horas a una temperatura de 27° C, con un fotoperiodo

de 12:12 horas, luz: oscuridad.

a) b)

Figura21.  a) Manipulacién de embriones dentro de las placas, para su posterior exposicion.
b) Placas de exposicién de 6 pozos cada una, en la imagen se aprecian las exposiciones para
el bioensayo a, con las diferentes concentraciones de CPR antes de ser colocadas en la zona
de exposicion.
Al finalizar la exposicién de los embriones, se procedid a su recoleccion en tubos para
microcentrifuga de capacidad 1.5 ml. Una vez que se obtenian todos los embriones fueron

sacrificados por choque hipotérmico y las muestras fueron fijadas en nitrégeno liquido vy

almacenados a -80°C hasta su posterior analisis.
Analisis de muestras

Anadlisis morfométrico



La morfologia y fisiologia de los organismos se realizé con un microscopio Micromaster de Fisher
Scientific® a un objetivo de 4x, dicho microscopio se encuentra equipado con una cdmara de alta
definicidn Real View System que se encuentra conectado a un software especializado, mediante el
cual se pudieron realizar observaciones en vivo de los organismos, asi como la toma de imdgenes

de alta resolucion al finalizar el periodo de exposicién (Figura 22).

Figura 22.  Dispositivo empleado para la observacion y medicién de los pardmetros
fisioldgicos y morfolégicos de embriones de pez cebra.

Una vez finalizado el tiempo de exposicion de los organismos, y previo a su preservacion se
realizaron observaciones de 48 organismos seleccionados al azar por cada tratamiento, los cuales
fueron fotografiados y posteriormente analizados para determinar la presencia de anormalidades
durante el desarrollo, evaluando si existen o no edemas en el area del pericardio y el saco vitelino,
asi como malformaciones de la columna vertebral. Estas alteraciones morfoldgicas han sido
identificadas como consecuencia de exposicion a contaminantes (Kienle et al. 2009; Hallare et al.
2005; Hallare et al. 2006; Hill et al. 2005b). El analisis de las imagenes se realizd con el uso de
software libre Image J transformando la medicién de pixeles en mm a través del mismo, para la
calibracion de dicha medida fue necesario el uso de un portaobjetos especializado Nikon® (Fraysse
et al. 2006; Johnson et al. 2007). La longitud total se obtuvo midiendo desde el inicio de la
notocorda hasta la punta final de la cola de manera lineal, la medida del pericardio fue obtenida a
través del calculo del drea de un poligono que rodea el pericardio (Figura 23). Para determinar la
presencia de “lordosis o cifosis” (arqueo céncavo o convexo de la columna vertebral
respectivamente) se dibujoé una linea desde el tercer somita de la notocorda hasta el final de la
misma, si la columna se sitla por debajo de la linea corresponde a un organismo con cifosis, en

caso contrario (columna por arriba de la linea) es un caso de lordosis (Fraysse et al. 2006).



Figura 23.  Medicién de organismos empleando las técnicas de Fraysse y colaboradores
(2006) con la finalidad de observar la presencia de alteraciones producto de la exposicién a
organofosforados a) organismo control, longitud total y medidas del area de pericardio en
mm b) organismo afectado por malformacién concava denominada lordosis.

Andlisis Fisiolégico.

En las alteraciones fisioldgicas, se cuantificé el niumero de latidos del organismo en un lapso de
diez segundos, gracias a las observaciones en tiempo continuo utilizando el microscopio y la
camara de alta resolucién. Se contabilizaron 24 embriones por tratamiento, los cuales fueron

seleccionados al azar; asi mismo el registro del nimero de latidos fue mediante el uso de

contadores y el tiempo de conteo se mantuvo homogéneo gracias al uso de un temporizador

sencillo (Fraysse et al. 2006). El porcentaje de mortalidad se calculé a partir del numero de
organismos que mostraron un estado evidente de muerte, como son embriones blancos o que no
presentaron movilidad ni ritmo cardiaco incluso después de una estimulacién mecénica. El
porcentaje de eclosion se obtuvo a partir del nimero de organismos que se encontraban
completamente fuera del corion, el cual se lleva a cabo después de 48 hrs en condiciones

naturales (Figura 24).



Figura 24.  Cuantificacion de los organismos muertos después de las 72 horas de exposicion
para los diferentes tratamientos, al igual que los organismos eclosionados. Los organismos
muertos estan sefalizados por las flechas color rojo, y los eclosionados por las flechas
azules.

Analisis Bioquimicos

Se cuantificd la actividad enzimatica de la AChE, asi como marcadores de estrés oxidante, se
determind la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD Asi mismo, el contenido de

glutatidn total (reducido + oxidado) y la cantidad de hidroperéxidos lipidicos.
Actividad Enzimatica de la Acetilcolinesterasa.

La actividad enzimatica de Acetilcolinesterasa (AChE) fue cuantificada mediante el método de
Ellman acoplado a microplaca (Rodriguez Fuentes et al. 2008, Anexo 1), este método consiste en la
cuantificacion de la actividad enzimatica mediante la hidrdlisis del sustrato acetiltiocolina (ASChl)
por parte de AChE; el cual se lleva a cabo en un medio que contiene 5’5 ditiobis (2-acido
nitrobenzoco; DTNB), mismo que reacciona con tiocolina uno de los productos de la catalisis
enzimatica de ASChl, la reaccidn produce una coloracidon amarilla que es sensible a una longitud de
onda de 405 nm. El método para medir la actividad de la enzima se basa en la cinética enzimatica
de la AChE, la lectura de la absorbancia es realizada a diferentes tiempos para obtener asi el
cambio de la absorbancia por minuto (Figura 25). Los resultados se normalizan respecto al
contenido total de proteina mediante el método de Bradford et al., 1976 (Anexo 2) modificado a
microplaca, el cual se basa en la tincién de la proteina por reaccidn intermolecular con azul de
Comassie, el cual presenta una coloracion marrén en su forma original, esta coloracién cambia a
azul por interaccidn con el grupo anidnico y el grupo amino de los aminodacidos que componen la
proteina mediante una union electrostatica (Fazekas et al. 1962; Reisner et al. 1975; Compton &
Jones 1985). Para cuantificar el contenido de proteina, se realizd una curva de calibracion
utilizando suero albumina (SAB) de Fluka analitical®, en concentraciones conocidas de 0 hasta
2000 pg L™ como estandar. La absorbancia se determind mediante un espectrofotémetro de

placas a una longitud de onda de 595 nm.

AAbs
1 .
/min ) * 1000000

Actividad en nmol min~! mg=1 = <10000 * (Vh/Vt) x CP

Figura 25. Ecuacion para la determinacién de la actividad enzimdtica de Acetilcolinesterasa,
donde 1/10000 representa el coeficiente de extincién del TNB por pozo de microplaca. En la
segunda seccidn de la ecuacion la pendiente es representada por el cambio en absorbancia
por minuto, que se encuentra normalizado por el volumen total de muestra entre el



volumen total del pozo y el contenido proteico (CP) obtenido mediante el método de
Bradford, al final se multiplica por 1000000 para convertir de M min™ g a nmol™ min mg™
las unidades.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia de los estandares referencia de SAB, se realizd una
grafica para calcular las concentraciones de proteina por unidad. Se plasmaron los valores en el eje
de las “X” la concentracion conocida, y en el eje de las “Y” los valores de absorbancia del
espectrofotémetro; la curva resultante no es lineal, esta linealidad se presenta solo en
concentraciones estandar de 20 a 500 ng ul", a diferentes concentraciones los resultados
provenientes de una recta son pobres por la naturaleza de la curva, donde la no linealidad
proviene del mismo reactivo porque traspone las dos diferentes formas de coloracién, al
incrementar los complejos de proteina el color de fondo disminuye de manera proporcional y
ambos son detectables a 590 nm, éste cambio en los complejos produce una distorsidon que afecta
la respuesta lineal. Para corregir este inconveniente, es necesario utilizar una linea de tendencia
polinomial en segundo grado (Figura 26) y su ecuacion, la cual proporciona una base mas
confiable al interpolar las concentraciones provenientes del estdndar, la linea polinomial
incrementa la certeza (reflejada en el valor de R?) de concentraciones exactas (Bradford 1976;
Expedeon n.d.; Zhu & Strong 1976; Compton & Jones 1985; Scientific 2007). Para emplear una
curva lineal es necesario realizar una lectura de fondo a 450 nm, e igualmente a 590 nm y obtener

la razén entre el complejo proteico y la coloracién de fondo (Ernst & Zor 2010).



2500 -

E
~ 2000 4 y = 3745.7x2+ 245.04x + 33.896
£ R2=0.9938
= *
2
£ 1500
2 .
5
S 1000 |
g
€
g 500
(=]
w
0 : : : ‘ ‘ ‘ : .

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80

Absorbanciaa 595 nmde A

Figura 26.  Curva de calibracidon para la cuantificacion de proteinas por el método de
Bradford, empleando estandares de albumina bovina. . Se incluye la ecuacidn obtenida,
empleada para obtener las concentraciones de proteina, y el valor de correlacion en la linea
de tendencia (RZ) para dicho ejemplo.

Biomarcadores enzimaticos de estrés oxidante.
Catalasa.

Se realizé la cuantificacién de la actividad de CAT, mediante el uso de un kit de pruebas
especializado para la enzima marca Cayman ® (Anexo 3), el cual utiliza la reaccién del producto
catalizado con un cromdgeno altamente oxidable para la produccién de coloracion (Cayman
Chemical 2010a). El principio de la prueba se basa en la actividad peroxidativa de la enzima,
empleando como sustrato metanol grado analitico en presencia de perdxido de hidrégeno (H,0,),
el metanol es transformado a formaldehido que tiene una reaccion con el compuesto Purlpald (4-
amino-3-hidrazino-5mercapto-1,2,4-triazol) mismo que al oxidarse produce una coloracién
purpura detectable a una longitud de onda de 540 nm, la cuantificacién es expresada en nmol min’

! y normalizada a mg de proteina (Johansson & Hakan Borg 1988, Figura 27).



Figura 27.  Diagrama del principio de cuantificacion de la actividad enzimatica de la Catalasa,
la cual cataboliza el metanol en formaldehido, en presencia de perdxido de hidrégeno. El
compuesto resultante reacciona con el Purpald para ser leido a 540 nm de longitud de
onda.

Superoéxido Dismutasa.

Se realizdé la cuantificacion en la actividad enzimatica total, mediante la dismutacion de ion
superoxido en agua y oxigeno, dicho ion procede de la oxidacidon de oxigeno y Xantina por la
accion de la enzima Xantina oxidasa administrada en la prueba. Los iones no catalizados por la SOD
reaccionan con la sal de tetrazolio y generan coloracién, por lo que el decremento en color es
indicativo de una mayor actividad enzimatica (Figura 28) , esta cuantificacidn se realizé con el kit
Cayman (Anexo 4) para Superoxido dismutasa a una longitud de onda de 405 nm, el resultado se

obtiene en nmol min™y es normalizada en unidades de proteina (Cayman Chemical 2010b).

Figura 28.  Diagrama de flujo donde se observa la produccién de radicales libres a partir de la
accion catalitica de Xanitna oxidasa, dichos radicales son el sustrato de la enzima
Superoxido dismutasa (SOD), en una menor cantidad de radicales Superdxido no



metabolizados, éstos reaccionan con la sal de Tetrazolio para generar un compuesto
colorido de Formazan, detectable a 450 nm de longitud de onda.

Biomarcadores no enzimaticos de estrés oxidante.
Glutation total.

Para determinar la concentracién del total de glutatién presente en la muestra, se utilizé el kit de
prueba Cayman® para glutatién total (Anexo 5), el método se basa en el reciclaje hecho por la
enzima Glutatién Reductasa (GR) del glutation disulfuro y glutation sulfhidrilo presente en la
muestra. Este reacciona con el reactivo acido 5-5’ditiobios-(2-nitro-5tiobenzoico) 6 DTNB (reactivo
de Ellman), para obtener TNB y GSTNB (ecuacidn 1), donde el TNB es el colorante que se observa a
405 nm de longitud de onda; mientras que el GSTNB es nuevamente catalizado por GRx para

resultar en mas TNB y GSH (ecuacidn 2) que reacciona nuevamente con el reactivo de DTNB.

(1) GssG —GRedy > GSH + DTNB ——» TNB + GSTNB
(2) GSTNB —GRed 5 GSH + TNB

Este proceso de produccion de TNB es directamente proporcional con la velocidad de reciclaje,
gue a su vez es directamente proporcional con la concentracién de GSH presente en la muestra

(Tietze 1969; Cayman Chemical 2011).

Peroxidacion Lipidica.

En la prueba para deteccidon de hidroperdxidos, se empled la formacidon de complejos de hierro
con naranja de Xilenol (FOX por sus siglas en inglés, Anexo 6). En cuestiéon de efecto de los
radicales libres, producto de las sustancias reactivas es conocida la produccién de acidos grasos
peroxidados, mismos que sufren un acotamiento en su cadena lateral con lo cual liberan
Malonaldehido (MDA), el cual es proporcional a los acidos grasos poliinsaturados, cominmente
medidas empleando la técnica de acido tiobarbiturico (TBA); sin embargo, esta prueba subestima
la peroxidacién lipidica por ejemplo, la descomposicién de hidroperdxidos en células lipidicas
como el colesterol no producen MDA; por lo tanto se sugiere la el uso de la prueba de FOX para

complejos bioldgicos (Jiang et al. 1992; Fina 2009).

La cuantificacion de peroxidacion lipidica se realizé con la técnica de FOX la cual tiene como

principio la cuantificacion que depende de la rapida hidroperoxidacién mediada por la oxidacidn



de Fe* a Fe* bajo condiciones acidas. El Fe** forma un complejo con el naranja de xilenol, este
cromdforo es leido en una longitud de onda de 560 nm (Jiang et al. 1991; Jiang et al. 1992;

Hermes-lima et al. 1995).

Expresion relativa de las enzimas.

En los analisis de biologia molecular, se empled la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en ingles) en tiempo real, el uso de esta técnica se ha incrementado a partir de
su descubrimiento por su facilidad en el empleo, mayor rapidez, menor riesgo de contaminacién
de muestras, permite la deteccion de dafios en secciones del genoma mas vulnerables a
genotoxicos, asi como el monitoreo simultaneo de varias copias de ADN, entre otros;
convirtiéndose en una herramienta eficaz y poderosa en estudios de Ecotoxicologia (Costa 2004;
Vinueza-Burgos 2009; Meyer 2010). Para los analisis, se identificaron los cambios a nivel genético,
producto de la presencia de xenobidticos en el organismo y como éstos afectan las actividades
celulares, dichos cambios pueden ser medidos a partir de secciones especificas de ARN mensajero
(ARNm) al ser éste proporcional a la expresidn genética que codifica las proteinas necesarias para

el organismo (Bustin et al. 2005; Vinueza-Burgos 2009).

La extraccion del contenido de ARN total se realizd con un estuche de extracciéon GenElute ™ para
el total de ARN, marca Sigma-Aldrich ® (Anexo 7) el cual consiste en la separacién ARN de las
células y tejidos de los organismos, mediante un proceso de filtracién en columnas especializadas
que sirven como filtros de absorcidn del ARN, después se someten a un rdpido proceso de
purificacién y separacion de las columnas, para obtener el producto en aproximadamente 50 ul de

muestra. La muestra se preserva a -80°C hasta su posterior analisis (Aldrich, 2010).

Una vez obtenidos los extractos de ARN de todas las muestras, se procedié a la cuantificacion de
éste, empleando un kit de cuantificaciéon marca Invitrogen™, Quant-iT™ (Anexo 8) el cual consiste
en la medicion mediante emisién/excitacion de fluorescencia para su cuantificacién. Se emplean
reactivos proporcionados para la prueba, asi mismo se calculan los resultados realizando una
curva de calibracidn con concentraciones estandar incluidas en el kit, con la seguridad de que la
prueba es altamente selectiva en ARN sobre las dobles hélices del ADN. La fluorescencia que se

mide es lineal y la prueba es estable hasta por 3 horas (Invitrogen 2009).



Una vez cuantificado el ARN, se procedié a adicionar 100 ng de muestra realizando el calculo de
acuerdo al contenido de ARN de cada una. La generacién de la cadena de ADN complementario
(ADNc) mediante el kit de sintesis de cADN de un solo paso, iScript™ (Anexo 9). Los productos

obtenidos se conservaron a -20°C hasta su posterior analisis (Bio-Rad 2000).

El disefio de los cebadores (Primers) se llevd a cabo especificamente para el organismo D. rerio, en
sus enzimas AChE, CAT y GPx. Asi mismo se trabajo con las secuencias probadas por Gonzales y
colaboradores (2006) para SOD. Las secuencias de genes empleadas como control interno fueron
para pez cebra B-actina. El disefio de los cebadores para incrementar la eficiencia de amplificacion,
se basa en la proporcidn de bases que debe ser aproximadamente de 50% de de guanina y
citosina, una longitud proxima a 20 pares de bases y temperatura de fusidon préoxima a los 60°C

(Soto 2011). En la Tabla 3 se presentan las secuencias de los cebadores empleados.

Tabla 3. Secuencias de cebadores empleadas en el andlisis de reaccidn en cadena de la polimerasa,

en tiempo real (real time-PCR) para la enzima AChE y las enzimas indicadoras de estrés oxidante.

T° empalme
Gen Forward Reverse

F R
AChE CAAGTTCTTCCCTGGAGCAG TCCCTCATCCTGATTTACGC 63.9°C 63.9°C
GPx GAAATACGTCCGTCCTGGAA  TCTCCCATAAGGGACACAGG 63.8°C 63.9°C
SODcy/zn TGAGACACGTCGGAGACC TGCCGATCACTCCACAGG 62.8°C 66.4°C
CAT CAGGAGCGTTTGGCTACTTC ATCTGATGACCCAGCCTCAC 63.8°C 64.2°C
B-actin GTGCCATCTACGAGGCTTA TCTCAGCTGTGGTGGTGAAG 63.8°C 64.3°C
18s ATGGCCGTTCTTAGTTGGTG AACGCCACTTGTCCCTCTAA 63.8°C 63.5°C

AChE: Enzima Acetilcolinesterasa, GPx: Enzima Glutation Peroxidasa, SODcu/zn: Enzima Superoxido Dismutasa cobre/zinc

CAT: enzima Catalasa.

Para los diferentes genes se realizaron curvas de eficiencia a través de una cadena de diluciones de
una en cinco partes, en concentraciones que van desde 15.8 ng/ul hasta los 0.1264 ng/ul, los ciclos
de amplificacién y lectura en tiempo real se realizaron en un termociclador IQ5 Multicolor Real-
Time Detector System de la compaiiia Bio-Rad®, mismo conectado a un equipo de cdmputo el cual
al finalizar con los ciclos de amplificacién y lecturas de emisidn del SYBR® Green, obteniendo los
valores de Ct de cada una de las muestras gracias al Software 1Q5 Optical System V1.0. Los calculos

de la curva de eficiencia se realizaron con los valores de amplificacidon y obteniendo su regresién



lineal (ecuacidn 3), los resultados de esta curva varian entre 1.6 y 2 asegurando una amplificacion

eficiente de los pares de bases (Dorak 2006).
(3)  Eficiencia = 10(-1/pendiente)

La técnica de cuantificacion por medio de PCR (qPCR por sus siglas en inglés) es una herramienta
poderosa que consiste en la amplificacién de productos especificos del cADN proveniente del ARN,
con la finalidad de cuantificar la expresidn genética relativa. Esta técnica se basa en la
fluorescencia de moléculas para monitorear la produccién de amplificacion en cada ciclo de
reaccién. Las moléculas del componente fluorescente que provienen del fluoréforo SYBR® Green,
éste se asocia Unicamente con ADN de doble hebra producto de la amplificacidn, la fluorescencia
emitida es directamente proporcional a la cantidad de ADN (Pfaffl 2001; Bustin et al. 2005; Soto

2011).

El protocolo PCR consistiéd en un ciclo a 95°C por tres min para la desnaturalizacién inicial de las
hebras de ADN, la amplificacién inicio con la separacién de las cadenas de cADN que a una
temperatura de 95°C por 30 segundos, la alineacidn y extensién se realizé a 55°C por 30 segundos
y 72°C por 30 segundos de manera respectiva por 40 ciclos. Una vez finalizado los ciclos de
amplificacion se lleva a cabo una curva de disociacién del ADN para corroborar que las
amplificaciones producto de los cebadores no hayan generado dimeros o errores en su
amplificacion. La medicién de prueba se realizé con un rango de temperatura entre 50 a 95°C,
incrementando 0.5°C cada ciclo hasta completar los 90 ciclos (95°C) resultando una grafica con un
solo pico, el cual corresponde a la temperatura de disociaciéon de producto de amplificacion

(Figura 29).
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Figura 29.  a) Ejemplo de una curva de amplificacién por PCR en tiempo real de las diferentes
muestras tratadas, se observan las tres fases del proceso de PCR, los ciclos de latencia, el



periodo de amplificacidn 6 fase exponencial y donde es establece la fase plana o de meseta.
b) Ejemplo de un grafico de disociacion de ADN, donde se precia la fase exponencial y no
existe la formacion de dimeros u otros empalmes distintos durante el PCR.

La cuantificacion relativa (AACt) se llevé a cabo normalizando con los valores del gen B-actina el
calculo fue basado en los valores de Ct de las amplificaciones, por ser un gen control estable para
pruebas toxicoldgicas (McCurley & Callard 2008). Como primer paso se obtiene el valor de ACt
para el total de muestras, este valor se basa en la normalizacién respecto al gen de control interno

de referencia (ecuacién 4).

(4) ACt = Ct de la muestra — Ct referencia (Bactin)

Una vez calculados los valores de ACt de todas las muestras, se obtienen los valores de AACt
sustrayendo al ACt de la muestra el valor de ACt del control de las muestras (ecuacion 5),
finalmente se calculan los valores de expresidn relativa de las muestras elevando el dos (ecuacion

6) a la potencia —AACt ((Pfaffl 2001; Bustin et al. 2005; Dorak 2006).

(5) AACt = ACt muestra — ACt control
(6) Z—AACt

Anadlisis estadistico de resultados.

Los resultados fueron analizados a través de software estadistico Statistics® para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos y procesados a través de Graph Pad Prism 5® para
la obtencidn de graficos. La determinacién de diferencias significativas para las actividades
enzimaticas y los valores de cuantificacion genética de los distintos tratamientos y bioensayos, se
realizd con una ANOVA de una via, en caso de presentarse diferencias significativas entre los
tratamientos se aplicé una prueba de Tukey para determinar entre quienes fueron las diferencias.
Para las variables que no se ajustaban a un modelo lineal, se realizé una prueba de Kruskall-Wallis

seguido de una prueba de Dunns para encontrar diferencias entre tratamientos.

Resultados.

Actividad enzimética de la Acetilcolinesterasa.



En la actividad enzimatica, se observé que la AChE presentd una actividad promedio de 99.3 nmol
min mg prot * para el control, en los tres tratamientos con Clorpirifos existié una disminucién en
la actividad enzimatica, siendo significativa (F=3.382, p<0.05) para la concentracién de 400 pg L™
(Figura 30), donde ésta obtuvo un promedio de actividad del 54.36 nmol min™ mg prot™;
produciendo una inhibicién del 45.25%; para 200 y 400 pg L™ se presentd una inhibicién del
37.39% y 40.32% respectivamente, sin que fueran significativos. Para la expresion relativa de AChE
se presentd una sobreexpresion significativa del gen (F=7.49, p<0.05) en la concentracién de 200
ug L™ de 138.8% con respecto al control. Para 400 pg L™ y 800 pg L™ existié un aumento del 35% y

38% con respecto al control sin ser significativo (Figura 30).
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Figura 30.  Actividad de AChE a diferentes concentraciones de CPR se presentaron diferencias
significativas (F=3.382, p<0.05) entre el control y la concentracion de 400 pg L™, la cual
representa una disminucién del 45% respecto al control. Se representan las medias * la
desviacién estandar. Letras diferentes sefialan las diferencias significativas. b) Expresion
relativa al control del gen AChE donde existe un aumento en la expresidon genética
significativa en 200 pg L*, (F=7.49, p<0.05), con respecto al control, no se encontraron
diferencias significativas con las demds concentraciones.

En la actividad de la enzima AChE, no se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos de exposicidn a la vitamina C con las diferentes concentraciones (p= 0.21; F= 0.87),
por otro lado las co-exposiciones del antioxidante con el plaguicida CPR si generaron diferencias
significativas (p< 0.05; F= 15.40), éstas fueron entre el tratamiento control con todas las
concentraciones, es decir entre control y 400 pg L™ CPR, 200; 400 y 600 ug L™ de vitamina C con
400 pg L™ de CPR (Figura 31).
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Figura31. a) La actividad enzimatica de la AChE en organismos expuestos a distintas

concentraciones de VC, no se presentaron diferencias significativas (p= 0.21; F= 0.87) entre
los tratamientos. b) La actividad de AChE si presentd diferencias significativas (p< 0.05; F=
15.40) entre el control y las concentraciones de co-exposicion VC+CPR Se representan las
medias * la desviacidn estandar. Letras diferentes sefialan los pares con diferencias
significativas.

La expresion relativa del gen AChE, durante las exposiciones en diferentes concentraciones de CPR

no presentd diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (p= 0.18; F= 2.06). Las co-

exposiciones de vitamina con CPR, tampoco fueron productoras de diferencias significativas (p=

0.24; F=1.59) para la expresion relativa del gen AChE (Figura 32).
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Figura 32.  a) Exposiciones a VC para los diferentes tratamientos, donde en la expresidn

relativa del gen AChE no se observaron diferencias significativas (p= 0.18; F= 2.05). b)
Expresion relativa del gen AChE en las co-exposiciones CPR+VC, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (p= 0.24; F=1.59). Se representan las
medias * |a desviacion estandar.

En la actividad de AChE se observé que no existieron diferencias significativas (p= 0.06; F= 3.86),

en los tratamientos expuestos a las diferentes concentraciones del tBOOH; sin embargo en las co-



exposiciones del pro-oxidante con 400 pg L™ de CPR existié un decremento significativo (p< 0.05;
F=23.30), estas diferencias se presentaron entre la concentracidon control y todas las demas

concentraciones. (Figura 33).
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Figura 33. a) Actividad de AChE para los tratamientos expuestos a las diferentes
concentraciones de tBOOH, no se presentaron diferencias significativas (p= 0.06; F= 3.86)
entre los tratamientos. b) Actividad de AChE de los embriones tratados con las co-
exposiciones de tBOOH-CPR, se presentaron diferencias significativas (p< 0.05; F= 23.30) Se
representan las medias * la desviacion estandar. Letras diferentes sefialan los pares con
diferencias significativas.

Las diferentes concentraciones del pro-oxidante tBOOH no produjeron diferencias significativas
(p= 0.239; F= 1.72) en la expresién del gen AChE en los embriones expuestos. En las co-
exposiciones si se produjeron diferencias significativas (p <0.05; F= 7.22) entre los distintos
tratamientos expuestos, estas fueron entre la concentracién 0 tBOOH + 400 pg L™ de CPR con las
concentraciones de 200 ug L™ tBOOH + 400 Mg L™ CPR; 400 ug L™ tBOOH + 400 Mg L™ CPR y 600 ug
L™ tBOOH + 400 pg L™ CPR (Figura 34).

a - b
) Acetilcolinesterasa ) Acetilcolinesterasa
A s
g By
€ o £35 2
c C oo a
0 L e
g T 3 T
& 1 T = [T £&° b L 25
] i i | | -
0 T T T T 0 T T T T T
> ® o o
& H ® §® & & & & ¢
o i~ x & N
¢ A N
tBOOH pg/L

tBOOH + Clorpirifos pg/L



Figura 34.  a) Expresion relativa del gen AChE en las exposiciones a distintas concentraciones
de tBOOH, los tratamientos no presentaron diferencias significativas (p= 0.239; F= 1.72). b)
expresion relativa del gen AChE durante las co-exposiciones CPR-tBOOH , se presentaron
diferencias significativas (p< 0.05; F= 7.22) Se representan las medias * la desviacidn
estandar. Letras diferentes sefialan los pares con diferencias significativas.

Catalasa

En las enzimas antioxidantes (Figura 35), la actividad de CAT los valores promedio en el
tratamiento control fue de 5.39 (+1.37) nmol min™ mg proteina ™, en las concentraciones de 200,
400 y 800 pg L™ existid un incremento del 27, 27 y 20% respectivamente sobre la actividad de
dicha enzima sin que fuera significativo (F=0.988, p=0.435). La expresidén relativa del gen CAT no
presenté diferencias significativas (F=1.570, p=0.270) entre los tratamientos para la exposicién en
Clorpirifos, se observa un incremento en la expresidn con respecto al control de 86% para 200 pg

L™, 1% para 400 pg L'y 32% con 800 pg L sin ser valores significativos.
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Figura 35.  a) Actividad de CAT donde se aprecia un aumento en la actividad sin que fuera
significativo (F=0.988, p=0.43). Se representan las medias + la desviacidon estandar. b)
Expresion relativa al control del gen CAT con respecto al control para las exposiciones a
CAT sin que existan diferencias significativas (F=1.57, p=0.27).

La actividad enzimdtica de CAT, no presenté diferencias significativas (p= 0.09; F= 2.94) durante la
exposiciéon a las diferentes concentraciones de vitamina C sola. Las co-exposiciones del
antioxidante con CPR no genero diferencias significativas (p= 0.11; F= 2.46) para las

concentraciones empleadas (Figura 36).
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Figura 36.  a) Actividad enzimética de CAT durante las exposiciones a concentraciones de VC,
donde no se presentaron diferencias significativas (p= 0.09; F= 2.94). b) Actividad de CAT en
embriones expuestos a co-exposiciones de CPR+VitC, no hay presencia de diferencias
significativas (p= 0.11; F= 2.46). Se representan las medias + la desviacién estandar. Letras
diferentes sefialan los pares con diferencias significativas.

Las diferentes concentraciones de VC, al igual que las co-exposiciones entre VC y CPR, no fueron
suficientes para generar diferencias significativas (p= 0.44; F= 0.99 y p= 0.35; F= 1.24
respectivamente) en la expresion relativa del gen CAT, para los embriones expuestos durante el

tiempo de estudio (Figura 37).

A=)

a) Catalasa 4- Catalasa

T

Expresién Relativa
b

Expresién Relativa
N
HH
—

T T
1 == 1] = T = (L] [T
n u T T T T T
N ' ¥ X > $ ® o ®
& & & & &y &S
& g g F S
Vitamina C pg/L Vitamina C pg/L + Clorpirifos pg/L

Figura 37.  a) Expresion relativa del gen CAT expuesto a diferentes concentraciones de VC, no
se observaron diferencias significativas (p= 0.44; F= 0.99). b) Co-exposicién CPR+VitC para
la expresion relativa de CAT, no existieron diferencias significativas entre ellos (p=0.35; F=
1.24). Se representan las medias + la desviacidn estandar.

La actividad enzimdtica de CAT si presenté diferencias significativas (p< 0.05; F=13.89) en las
exposiciones de tBOOH durante el periodo de exposicion, las diferencias fueron en disminucién de

las actividades en comparacion con el control. Por otro lado, durante las co-exposiciones del pro-



oxidante con el CPR, igual que en el caso anterior, se presentaron diferencias significativas (p<
0.05; F=4.326), éstas fueron el control y la exposicién 0 tBOOH + 400 pg L™ CPR con las diferentes
concentraciones de exposicion del tBOOH (200 pg L' tBOOH + 400 CPR pg L™'; 400 pg L™ tBOOH +
400 pg L' y 600 ug L™ tBOOH + 400 ug L™ CPR. Figura 38).
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Figura 38.  Figura 68 a) Actividad enzimatica de CAT, se presentaron diferencias significativas
(p <0.05; F=13.89) b) Actividad de la enzima CAT en las co-exposiciones CPR+tBOOH, se
observan diferencias significativas (p< 0.05; F=4.326) Se representan las medias * la
desviacidn estandar. Letras diferentes sefialan los pares con diferencias significativas.

La enzima CAT en su expresidon genética relativa, no produjo diferencias significativas (p=0.875; F=
0.226) después de estar expuesto a las diferentes concentraciones del tBOOH. El mismo escenario
se observoé, al ser expuestos los embriones a las diferentes exposiciones de tBOOH en combinacién
con el CPR, es decir en las co-exposiciones del pro-oxidante con el plaguicida no produjeron
diferencias significativas (p=0.99; F=0.068. Figura 39).
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Figura 39. a) Expresidn relativa del gen CAT después de la exposicién a las distintas
concentraciones del tBOOH, no se presentaron diferencias significativas (p= 0.875; F=
0.226) entre los diferentes tratamientos. b) Expresion relativa del gen CAT durante las co-
exposiciones tBOOH+CPR, no se presentaron diferencias significativas (p= 0.99; F= 0.068).
Se representan las medias * la desviacion estandar.

Superoxido Dismutasa

La actividad de SOD en los tratamientos presentd una disminucidn en su actividad con respecto al
control, el cual tuvo un valor promedio de 3.2 nmol min™ mg prot *, sin embargo estas
disminuciones no resultaron ser significativas (H=1.679, p=0.794). La expresidén para SOD generd
un incremento del 79% en la concentracién de 200 pg L™ con respecto al control, esta expresion
fue disminuyendo en lo que aumentaban las concentraciones, a 1% para 400 ug L y una
disminucién del 34% con 800 pg L™ con respecto al control, sin embargo ninguno de estos cambios

generaron diferencias significativas (F=3.137, p=0.087) entre tratamientos (Figura 40).
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Figura 40.  a) Actividad de CAT donde se aprecia un aumento en la actividad sin que fuera
significativo (F=0.988, p=0.43). Se representan las medias + la desviacidon estandar. b)
Actividad de SOD, no existieron diferencias significativas entre los tratamientos (H=1.679,
p=0.79). b) Expresiones relativas respecto al control para el gen de la enzima SOD, no se
observan diferencias significativas (F=3.13, p=0.08). Se representan las medias * la
desviacion estandar

La actividad de la enzima SOD en las exposiciones, con el antioxidante vitamina C, no presento
diferencias significativas (p= 0.40; F= 1.09) durante el tiempo de estudio; asi mismo las co-
exposiciones con 400 pg L™ de CPR tampoco fueron capaces de producir diferencias significativas

(p=0.74; F=0.48) en las actividades enzimaticas (Figura 41).
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Figura4l. a) Actividad de SOD a diferentes concentraciones de VC, no se presentaron
diferencias significativas (p= 0.40; F= 1.09). b) Actividad de SOD en las co-exposiciones de
CPR+VitC, no se observaron diferencias significativas (p= 0.74; F=0.48) entre los
tratamientos. Se representan las medias + la desviacidon estandar. Letras diferentes sefalan
los pares con diferencias significativas.

La expresion relativa del gen SOD permanecié sin diferencias significativas (p=0.98; F= 0.05)
durante el tiempo de exposicion de los embriones, en las diferentes concentraciones del
antioxidante vitamina C. En la co-exposicion vitamina C con CPR no se presentaron diferencias
significativas (p= 0.34; F= 1.27) entre los tratamientos (Figura 42).
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Figura42.  a) Expresion relativa del gen SOD a diferentes concentraciones de VC e, no se
presentaron diferencias significativas (p= 0.98; F= 0.05) durante el periodo de exposicion. b)
Co-exposiciones de CPR+VitC , no existieron diferencias significativas entre los tratamientos
en la expresidn relativa de SOD (p= 0.34; F= 1.27). Se representan las medias * la desviacion
estandar.

La enzima SOD no presenté diferencias significativas (p= 0.23; F=1.76) en cuanto a su actividad, al

ser expuestos los organismos a 200, 400 y 600 pg L-' del tBOOH; En los tratamientos de co-



exposicion de las concentraciones antes mencionadas con 400 pg L' de CPR no se presentaron

diferencias significativas (p= 0.607; F= 0.703), en la actividad enzimatica (Figura 43).
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Figura 43.  a) Actividad enzimatica de SOD expuestas a las concentraciones de tBOOH, no se
presentaron diferencias significativas (p= 0.23; F= 1.76). b) Actividad de SOD en las
concentraciones de co-exposicion tBOOH+CPR, no se presentaron diferencias significativas
(p= 0.607; F= 0.703) entre los tratamientos. Se representan las medias * la desviacion
estandar.

La expresidn relativa del gen SOD después de ser expuestos los embriones a las concentraciones
de tBOOH, no presentd diferencias significativas (p= 0.443; F= 0.993) entre los diferentes
tratamientos. Las co-exposiciones del pro-oxidante con CPR no fueron suficientes para generar
diferencias significativas (p= 0.218; F= 0.480) en la expresion relativa de SOD entre los

tratamientos (Figura 44).
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Figura44.  a) Expresion relativa del gen SOD, de los embriones expuestos a las diferentes
concentraciones de tBOOH, el pro-oxidante no produjo diferencias significativas (p= 0.443;
F=0.993) entre los diferentes tratamientos. b) Expresién relativa del gen SOD, después del



tiempo de exposicién a tBOOH+CPR no se observaron diferencias significativas (p= 0.750; F=
0.480). Se representan las medias * la desviacion estandar.

Glutatién (concentracion total y expresion relativa).

El contenido de glutatidn total, el promedio para el control fue de 1.7 nmol mg prot ™

, este
tratamiento tuvo diferencias significativas (F=4.333, p<0.05) con la concentracién de 200 pg L*
que se incremento hasta 2.89 nmol mg™ proteina (68.73%); las concentraciones de 400 y 800 pg L™
no presentaron diferencias significativas con el control y contrario a la concentracién mas baja se
obtuvo una disminucién del contenido de glutatién del 19 y del 16% respectivamente. Sin
embargo estas concentraciones si presentaron diferencias significativas con 200 pg L™ (Figura

50Figura 45a). En referencia a la expresion relativa del gen GPx no se presentaron diferencias

significativas (F=3.803, p=0.058) entre el control y los diferentes tratamientos (Figura 45b).
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Figura 45. a) Glutation total en organismos expuestos a CPR, presentd diferencias

significativas entre el control y 200 pg L™ incrementando la concentracién (F=4.33, p<0.05).
Expresion relativa al control del gen GPx, no se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos (F=3.803, p=0.058) Se representan las medias * la desviacion estandar.
Letras diferentes sefialan los pares con diferencias significativas

En el contenido total de glutatidon, las concentraciones de vitamina C no produjeron diferencias
significativas (p= 0.31; F= 1.40) para los distintos tratamientos; un escenario similar se obtuvo para
las co-exposiciones de vitamina con CPR, no se produjeron diferencias significativas para los

tratamientos (p= 0.27; F= 1.49. Figura 46).
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Figura46. a) Contenido total de glutatién en organismos expuestos a VC donde no se
presentaron diferencias significativas (p= 0.31; F= 1.40). b) co-exposicion CPR+VC, no se
presentaron diferencias significativas. Se representan las medias y la desviacién estandar

La expresion relativa del gen GPx, en los diferentes tratamientos expuestos a las concentraciones
de vitamina, no presenté diferencias significativas (p= 0.36; F= 1.21). En las co-exposiciones con

CPR no existieron diferencias significativas (p= 0.11; F= 2.42) en la expresion relativa del gen GPx

(Figura 47).
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Figura 47.  a) Expresion relativa al control para el gen GPx, no se observaron diferencias
significativas (p= 0.36; F= 1.21) para las distintas concentraciones del antioxidante. B)
Expresion relativa de GPx no presentd diferencias significativas durante la exposicién a
CPR+VitC (p=0.11; F= 2.42). Se representan las medias * la desviacidén estandar.

La variable contenido total de glutatidn, las exposiciones con el tBOOH por si solas, no produjeron
diferencias significativas (p= 0.194; F= 1.98) en los tratamientos. En los tratamientos de los

embriones a las diferentes concentraciones de tBOOH con 400 pg L™ CPR no se presentaron



diferencias significativas (p= 0.134; F=2.262) con el contenido total de glutatién durante el tiempo

en que fueron expuestos (Figura 48).
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Figura 48.  a) Contenido de Glutation total, no presenté diferencias significativas (p= 0.194;
F= 1.98) entre los tratamientos expuestos a las distintas concentraciones de tBOOH. b)
Glutation total, no se observan diferencias significativas (p= 0.134; F= 2.262) entre los
grupos expuestos a la combinacion de tBOOH-CPR. Se representan las medias + la
desviacién estandar.

La expresion relativa del gen GPx no se vio afectada por las diferentes concentraciones del pro-
oxidante tBOOH, es decir no se produjeron diferencias significativas (p= 0.146; F= 2.373). En los
tratamientos co-expuestos de tBOOH con CPR, no se produjeron diferencias significativas (p=

0.750; F=0.480) en la expresién de GPx durante el tiempo del experimento (Figura 49).
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Figura 49.  a) Gréfico de la variable expresién relativa del gen AChE, para los tratamientos con
las distintas concentraciones de tBOOH no se presentaron diferencias significativas (p=
0.146; F= 2.373) para esta variable. b) Las co-exposiciones tBOOH-CPR no produjeron
diferencias significativas (p= 0.750; F= 0.480) entre los tratamientos para la variable
expresion relativa del gen AChE Se representan las medias * |la desviacion estandar.



Hidroperoxidos lipidicos

En referencia contenido de hidroperéxidos lipidicos, los valores del control obtuvieron un

promedio de 27.02 equivalentes mg prot™, las concentraciones de 200 pg L'y 400 pg L'

t respectivamente. La

incrementaron sus valores a 31.9 y 36.4 equivalentes mg prot
concentracién de Clorpirifos de 800 pg L™ tuvo un valor de 23.06 equivalentes mg™ de proteina;
sin embargo estas diferencias entre los tratamientos no fueron significativas (F=0.721, p=0.586;

Figura 50).

Figura 50.  Hidroperdxidos lipidicos, no se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos (F=0.712, p=0.58). Se representan las medias * la desviacion estandar. Letras
diferentes sefialan los pares con diferencias significativas.

La generacidn de hidroperdxidos lipidicos, medidos en equivalentes de FOX no presentd
diferencias significativas (p= 0.06; F= 3.65) entre los tratamientos de concentraciones de VC, la co-
exposicién con el CPR de igual modo, no causé diferencias significativas (p= 0.77; F= 0.44) (Figura

51).
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Figura 51.  a) Hidroperéxidos lipidicos, medido en equivalentes de FOX, expuestos a VC no
existi6 una diferencia significativa (p=0.06; F= 3.65) entre los tratamientos. b) Co-
exposiciones de VC + CPR no produjeron diferencias significativas (p=0.77; F=0.44) Se
representan las medias * la desviacion estandar.

El contenido de hidroperdxidos lipidicos medido en equivalentes FOX, presentd diferencias
significativas (p< 0.05; F= 28.14) entre los distintos tratamientos, las diferencias fueron entre el
control y las concentraciones de 200 y 400 pg L' de tBOOH; también se presentaron entre la
concentracién de 200 pg L™ con 400 y 600 pg L' de tBOOH . Las co-exposiciones del tBOOH con
CPR no produjeron diferencias significativas (p= 0.105; F= 2.53) en los tratamientos durante el

periodo de exposicion (Figura 52).
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Figura 52.  a) Contenido de hidroperdxidos lipidicos, se observan las diferencias significativas
(p< 0.05; F= 28.14) entre las concentraciones de tBOOH, b) Contenido de hidroperdxidos
lipidicos para los tratamientos co-expuestos de tBOOH+CPR, no se presentaron diferencias
significativas. Se representan las medias * la desviacidn estdndar. Letras diferentes sefalan
los pares con diferencias significativas.

Morfologia.

En lo relacionado a morfologia se analizé la longitud total de los organismos con un promedio para
el control de 2.60 mm (+0.11); para los diferentes tratamientos se presenté un promedio maximo
de 2.63 mm (+0.12) y no se observaron diferencias significativas (F=0.745, p=0.74) en las

concentraciones con respecto al control (Figura 53).
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Figura 53. a) Longitud total de los diferentes embriones expuestos a CPR, en los cuales no

se presentaron diferencias significativas con respecto al control (F=0.745, p=0.74). Se
representan las medias + la desviacién estandar. b) Se observa como ejemplo un organismo
de longitud promedio (2.60 mm), para el tratamiento control (imagen Rubio-Escalante).

En las diferentes concentraciones de VC, no se presentaron diferencias significativas para la
variable longitud total (p= 0.06; F= 7.28). Para las concentraciones de vitamina C con CPR, no se
obtuvieron diferencias significativas (p= 0.223; F= 2.3) durante el tiempo de exposicidon de los

organismos (Figura 54).
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Figura 54.  a) Longitud total de embriones expuestos a diferentes concentraciones de VC no
se presentan diferencias significativas (p= 0.06) en estos tratamientos. b) Longitud total de
los organismos expuestos a las co-exposiciones de VC+CPR, no se presentaron diferencias
significativas entre ellos (p= 0.223). Se representan las medias + la desviacion estandar.

Las diferentes concentraciones del pro-oxidante tBOOH produjeron diferencias significativas (p
<0.05; F= 8.123) para la variable longitud total, dichas diferencias se presentaron entre la

concentracion mas alta (600 pg L™) y las concentraciones control, 200 y 400 pg L™, del pro-



oxidante. Por otro lado, las co-exposiciones entre tBOOH-CPR no produjeron efectos significativos

(p=0.232; B=5.57) para la longitud total entre los diferentes tratamientos (Figura 55).

Q
-~
Y
)
O
-
s
)

B
h
i
H
H

He
Hhe
HH
HHo

Longitud total mm
i
Longitud total mm

0 T T T T 0 T T T T T
\ ) ) o o
& & & & & F & &S

o ¢ ° + ® &
tBOOH pg/L tBOOH + Clorpirifos pg/L

Figura 55. a) Longitud total de organismos expuestos a diferentes concentraciones de
tBOOH, se presentaron diferencias significativas (p <0.05; F=8.123) b) Longitud total, en co-
exposiciones de tBOOH+CPR, no se presentaron diferencias significativas para esta variable
(p= 0.23; F= 5.57). Se representan las medias * la desviacién estandar. Letras diferentes
sefialan los pares con diferencias significativas.

El drea del pericardio presenté un promedio de 0.030 mm?® (+0.007), el valor promedio més
elevado se presenté en 800 pg L™ con 0.034 mm?” (+0.014), no se presentaron diferencias

estadisticamente significativas (F=2.044, p=0.088) entre los diferentes tratamientos (Figura 56).
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Figura 56.  a) Area de pericardio de organismos expuestos a diferentes concentraciones de
CPR, donde no existieron diferencias significativas (F=2.044, p=0.088) con respecto al
control. b) Organismo del grupo control con un area de pericardio promedio de 0.030 mm’
para éste tratamiento (imagen Rubio-Escalante).



Al analizar concentraciones crecientes de VC en el area del pericardio, las co-exposiciones con el
plaguicida provocaron diferencias significativas (p< 0.05; F= 10.07), siendo las diferencias entre el
control y las concentraciones de vitamina con CPR (200, 400 y 600) y la concentracion de CPR sola

con 200, 400 y 600 ug L™ de las co-exposiciones con el plaguicida (Figura 57).
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Figura 57.  a) Area del pericardio en embriones de los diferentes tratamientos con VC, donde
no existieron diferencias significativas con respecto al control b) Area de pericardio en las
coexposiciones VC y CPR se observa un incremento significativo en el drea del pericardio en
las co-exposiciones con CPR. Se representan las medias * la desviacién estandar. Letras
diferentes sefialan los pares con diferencias significativas

La variable area de pericardio presenté diferencias significativas (p< 0.05; F= 23.86) entre las
diferentes concentraciones de tBOOH a las cuales fueron expuestos los organismos, las diferencias
se dieron entre el control con las concentraciones del pro-oxidantes (200, 400 y 600 ug L™). Para
las co-exposiciones de tBOOH-CPR también se presentaron diferencias significativas (p< 0.05;
F=38.22) entre los tratamientos de la variable area de pericardio, estas diferencias fueron entre el
control y los tratamientos de co-exposicion, es decir control con 200, 400 y 600 pg L™ de tBOOH
con 400 pg L™ CPR; también se presentaron diferencias significativas entre 0 tBOOH + 400 CPR con
las concentraciones de 200, 400 y 600 ug L™ tBOOH con CPR; finalmente se presentaron
diferencias entre 400 pg L™ tBOOH + 400 pg L™ CPR y 600 pg L™ tBOOH + 400 pg L™ CPR (Figura
58).
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Figura 58. Figura 59 a) Area de pericardio en organismos expuestos a diferentes

concentraciones de tBOOH , las diferencias significativas (p< 0.05; F= 23.86) b) Area de
pericardio durante co- es posiciones tBOOH+CPR, , se observan diferencias significativas
(p<0.05; F=38.22), Se representan las medias * la desviacién estdndar. Letras diferentes
sefalan los pares con diferencias significativas.

El porcentaje de malformaciones en la espina dorsal, lordosis no presentaron diferencias

significativas (F=2.038, p=0.140) entre los promedios de cada tratamiento para las exposiciones a

CPR. El grupo control no presentd ningin organismo con malformaciones, a diferencia de los

tratamientos con el plaguicida (Figura 59). En lo que se refiere al promedio de cifosis el grupo

control presenté un promedio de 4.16% y no presentaron diferencias significativas (H =3.312,

p=0.507) entre los tratamientos (Figura 60).
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Figura 59.  a) Prevalencia de lordosis en organismos expuestos a diferentes concentraciones

de CPR, no hay diferencias significativas entre los tratamientos (F=2.038, p=0.140). Se
representan las medias + la desviacion estandar. b) organismo con una evidente
malformacion céncava (lordosis) en la espina dorsal, el embrién pertenece al tratamiento
de 200 ug L™ de CPR. Porcentaje promedio de cifosis por tratamiento sin diferencias
significativas entre ellos.
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Figura 60. a) Prevalencia de cifosis en los embriones expuestos a CPR, donde no se
presentaron diferencias significativas (H=3.312, p=0.507). b) organismo expuesto a 200 pug L’
! de CPR con malformacién dorsal (cifosis).

La variable porcentaje de lordosis no produjo diferencias significativas (p= 0.133; F= 2.22) entre las
diferentes concentraciones de vitamina C solas, un escenario similar se presentd con las co-
exposiciones de vitamina y CPR, donde no existieron diferencias significativas (p= 0.95; F= 0.25)

entre los distintos tratamientos (Figura 61).
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Figura 61.  a) Prevalencia de lordosis en organismos expuestos a las distintas concentraciones
deVC, donde no se observaron diferencias significativas (p= 0.133; F= 2.22). b) Prevalencia
de lordosis en los tratamientos de las co-exposiciones de CPR y VC, no se presentaron
diferencias significativas (p= 0.95; F= 0.25). Se representan las medias + la desviacion
estandar. Letras diferentes sefialan los pares con diferencias significativas.

En los tratamientos con diferentes concentraciones de VC no se observaron diferencias

significativas (p= 0.146; F= 2.15) durante el tiempo de exposicion para el porcentaje de cifosis; Las



combinaciones de VC con CPR no produjeron diferencias significativas (p= 0.17; F= 1.85) entre los

diferentes embriones expuestos (Figura 62).
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Figura 62. a) Prevalencia de cifosis de los tratamientos expuestos a diferentes
concentraciones de VC, no se observaron diferencias significativas (p= 0.146; F=2.15). b) Las
co-exposciones de VC-CPR no generaron diferencias significativas (p= 0.17; F= 1.85) en el

porcentaje de cifosis para los distintos tratamientos. Se representan las medias * la
desviacién estandar.

Las diferentes concentraciones de tBOOH, no presentaron diferencias significativas (p= 0.78; F=
0.363) en la variable porcentaje de lordosis durante el tiempo de exposicién de los organismos; Las

co-exposiciones del pro-oxidante con CPR no generaron diferencias significativas (p= 0.95; F~0.25)

entre los tratamientos (Figura 63).
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Figura 63. Figura 60 a) Prevalencia de lordosis para los tratamientos expuestos a las
diferentes concentraciones de tBOOH, no se observan diferencia significativas (p= 0.78;
F=0.363) entre ellos. b) se observa que no existieron diferencias significativas (p= 0.95; F=
0.25) entre los tratamientos co-expuestos a tBOOH-CPR, para la variable porcentaje de



lordosis. Se representan las medias * la desviacién estandar. Letras diferentes sefialan los
pares con diferencias significativas.

El porcentaje de cifosis no presentd diferencias significativas (p= 0.80; F= 0.333) entre los
tratamientos expuestos a las concentraciones de tBOOH, durante el tiempo de exposicién de los
embriones. Asi mismo las co-exposiciones de tBOOH-CPR no produjeron diferencias significativas

(p= 0.57; F= 0.753) en sus exposiciones, para el porcentaje de cifosis en los embriones expuestos
(Figura 64).
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Figura 64.  Figura 61 a) Prevalencia de cifosis, donde no se presentaron diferencias
significativas (p= 0.80; F= 0.333) entre los tratamientos expuestos a las diferentes
concentraciones del tBOOH. b) Porcentaje de cifosis de los tratamientos con las co-
exposiciones de pro-oxidante y plaguicida, no se presentaron diferencias significativas (p=

0.57; F=0.753). Se representan las medias * la desviacion estandar.
Se analizd un promedio del porcentaje de edemas para cada tratamiento de exposicion a las
diferentes concentraciones de CPR (Figura 65), al igual que en los casos anteriores los analisis de

varianza no mostraron la existencia de diferencias significativas estadisticamente hablando
(F=0.420, p=0.791).



a) b)
Edema
154

=Y
o
1

Porcentaje

o =

Tratamiento

Figura 65.  a) Prevalencia de edemas para exposiciones a concentraciones crecientes de CPR,
dichos valores no presentaron diferencias significativas (F=0.420, p=0.791). Se representan
las medias * la desviacidn estandar. b) Edema de pericardo, se observa un incremento en el
drea en comparacidn con organismos control.

Las concentraciones de vitamina C no causaron diferencias significativas (p= 0.14; KW= 5.32) entre
los distintos tratamientos para el porcentaje de edemas en los organismos. Los tratamientos de
coexposiciones entre la vitamina C y el CPR, tambien resultaron sin diferencias significativas (p=

0.08; F=2.49. Figura 66 ).
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Figura 66. Figura 45 a) Porcentaje de edemas observados en los organismos expuestos a las
distintas concentraciones de VitC, no se observaron diferencias significativas (p= 0.14; KW=
5.32) en dicha variable. b) Porcentaje de edemas correspondiente a las co-exposiciones
VC+CPR , donde no se presentaron diferencias significativas (p= 0.08; F= 2.49) para los
distintos tratamientos. Se representan las medias y la desviacion estandar.

En los tratamientos expuestos a los diferentes concentraciones del pro-oxidante tBOOH, Ia
variable porcentaje de edemas no presentaron diferencias significativas (p= 4.26; F= 1.00) entre

ellos durante el tiempo de exposicidon. Por otro lado, las co-exposiciones de tBOOH-CPR si



produjeron diferencias significativas (p <0.05; F= 4.88) ente los tratamientos para el porcentaje de
edemas, las diferencias se presentan entre el control y la concentracién mas elevada de las co-

exposiciones (600 pg L™ tBOOH + 400 L™ CPR. Figura 67).

a) b)
154 40+ b
304
2 10- < -|-
£ £ 20- J_
o @
w54 8 —_
T T N 'l‘a T |l|
0 T T T T 0 1 |__| Jl_ 1 T
Y (x) (] S N (x) (xY S S
& P ® & P S .
¢ c o f&Q @Q @Q
tBOOH pglL tBOOH + Clorpirifos pg/L

Figura 67.  Figura 62 a) Porcentaje de edemas de los tratamientos expuestos a diferentes
concentraciones de tBOOH, no se observaron diferencias significativas (p= 0.426; F= 4.88).
b) diferencias significativas (p <0.05; F= 4.88) presentes entre el control y 600 pg L™ tBOOH
+ 400 L CPR, para las co-exposiciones de tBOOH+CPR. Se representan las medias * la
desviacidn estandar. Letras diferentes sefialan los pares con diferencias significativas.

Respuesta Fisiologica

En las variables fisioldgicas, los valores para el ritmo cardiaco se obtuvo un valor con el control de
22 latidos cada 10 segundos, los tratamientos no presentaron diferencias significativas (F=2.043,
p=0.113, Figura 68). Por otro lado, se presentd un promedio de 3% de mortalidad en el grupo

control, existiendo diferencias significativas (F=7.088, p<0.05) entre éste y la concentracidon de 800

ugL'l. .
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Figura 68.  a) Frecuencia cardiaca en organismos expuestos a concentraciones crecientes de
CPR, no se presentaron diferencias significativas (F=2.043, p=0.113) entre ellos. b)
Porcentaje de mortalidad para las diferentes concentraciones de CPR, se observan
diferencias significativas entre el control y los valores de 800 g L* (F=7.088, p<0.05). Se
representan las medias * |la desviacion estandar.

En el porcentaje de eclosidon de organismos, el grupo control tuvo un 89% de eclosién (£7) y no

existieron diferencias significativas entre los tratamientos y el control (F=1.128, p=0.3417) como se

puede apreciar en la Figura 61.
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Figura 69. Porcentaje de eclosién para los diferentes tratamientos con CPR, donde no se
observan diferencias significativas (F=1.128, p=0.3417) entre ellos. Se representan las
medias y la desviacidn estandar.

En las exposiciones de Vitamina C, si existieron diferencias significativas (p <0.05; F= 5.39) entre
los diferentes tratamientos, la prueba post hoc de Tukey indicé que se presentaron diferencias
entre el tratamiento control y las concentraciones de 200 ug L? y 600 pg L! para el antioxidante.
Por otro lado, las coexposiciones con CPR no produjeron diferencias significativas (p= 0.06; F=

2.30) durante el tiempo de exposicién ( Figura 70 ).
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Figura 70.  a) Frecuencias cardiacas en organismos expuestos a VC se observa que existen
diferencias significativas (p< 0.05; f=5.39) entre las concentraciones control y 200 pg L‘l;
también con 400 pg L™ b) Co-exposicion a VC+CPR, no se observardon diferencias
significativas (p= 0.06; F= 2.30). Se representan las medias * la desviacion estandar. Letras
diferentes sefialan los pares con diferencias significativas.

La variable porcentaje de mortalidad no presenté diferencias significativas (p= 0.25; F= 1.63) entre
las diferentes concentraciones de vitamina C en los embriones expuestos. El mismo escenario se
presentd con las co-exposiciones entre vitamina y el CPR, los tratamientos no presentaron

diferencias significativas (p= 0.76; F= 0.46) durante el tiempo de exposicién (Figura 71).
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Figura 71.  a) Mortalidad en organismos expuestos a diferentes concentraciones de VC (p=
0.25; F=. b) Co-exposicion a VC+CPR, no produjeron diferencias significativas para el

porcentaje de mortalidad (p= 0.76; F= 0.46). Se representan las medias * la desviacidn
estandar.

En las exposiciones con diferentes concentraciones de vitamina C, no se presentaron diferencias

significativas ente los tratamientos (p= 0.61; F= 0.62), en la variable porcentaje de eclosion. Asi

mismo, las co-exposiciones de vitamina con CPR tampoco produjeron diferencias significativas (p >

0.05) entre los embriones expuestos (Figura 72).
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Figura 72.  a) Porcentaje de eclosién en organismos expuestos a diferentes concentraciones
de VC, no se presentarondiferencias significativas (p= 0.61; F= 0.62). b) Las co-exposiciones
VC+CPR no presentaron diferencias significativas para el porcentaje de eclosién . Se
representan las medias * la desviacion estandar.

En la variable ritmo cardiaco, se presentaron diferencias significativas (p<0.05; F= 18.17) en los
tratamientos expuestos a el pro- oxidante, las diferencias significativas fueron entre el control y las
concentraciones de 200 y 400 pg L™; estas concentraciones presentaron también diferencias
significativas con la concentracién mas elevada del prooxidante (600 ug L-1). Por otro lado, las co-
exposiciones del tBOOH con CPR no generaron diferencias significativas (p= 0.20; F= 1.49) entre los

tratamientos expuestos (Figura 73).
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Figura 73.  a) Frecuencia cardiaca, donde se observaron diferencias significativas (p <0.05; F=
18.17). b) La frecuencia cardiaca no presentd diferencias significativas (p= 0.20; F= 1.49)
entre los tratamientos expuestos a tBOOH-CPR. Se representan las medias + la desviacién
estandar. Letras diferentes sefialan los pares con diferencias significativas.



Las concentraciones del tBOOH para la variable porcentaje de mortalidad no causaron diferencias
significativas (p= 0.289; F= 1.49) en las distintas concentraciones, sin embargo para las co-
exposiciones con el CPR si existieron diferencias significativas (p< 0.05; F= 7.45), éstas fueron entre

las concentraciones control y 400 pg L™ CPR, con las concentraciones en pg L™ de 200 tBOOH + 400

CPR, 400 tBOOH + 400 CPR y 600 tBOOH + 400 CPR (Figura 74).
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Figura 74.  a) Porcentaje de mortalidad de los organismos, expuestos a las diferentes
concentraciones de tBOOH, no se observaron diferencias significativas (p= 0.289; F= 1.49)
para dicha variable. b) Porcentaje de mortalidad para las co-exposiciones de tBOOH+-CPR,
en los tratamientos se observan diferencias significativas (p <0.05; F= 7.45) Se representan
las medias * la desviacidon estandar. Letras diferentes sefialan los pares con diferencias

significativas.
El porcentaje de eclosién no presentd diferencias significativas (p= 0.391; F= 1.136) entre los
tratamientos a concentraciones de tBOOH, durante el periodo de exposicion de los embriones. En
las co-exposiciones de tBOOH con 400 pg L™ de CPR, si se observaron diferencias significativas (p
<0.05; F= 4.35), esta diferencia se encuentran entre 0 tBOOH + 400 ug L™ con las concentracién

400 pg L tBOOH + 400 pg L™ CPR para el periodo de exposicién (Figura 75).
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Figura 75.  a) Porcentaje de eclosién para las exposiciones a concentraciones crecientes del
pro-oxidante, no se presentaron diferencias significativas (p= 0.391; F= 1.136) entre los
tratamientos b) S Porcentaje de eclosion durante las co-exposiciones tBOOH-CPR, se
aprecia la presencia de diferencias significativas (p< 0.05; F= 4.35), Se representan las
medias * la desviacién estandar. Letras diferentes sefialan los pares con diferencias
significativas.

Discusion

Las exposiciones a Clorpirifos han demostrado que producen inhibicidn de la actividad enzimatica
de AChE en varias especies acuaticas, desde embriones hasta organismos adultos (Jacobson et al.
2010; Oruc 2012), aun en concentraciones bajas , indicando la efectividad del uso de esta enzima
como biomarcador de exposicién a plaguicidas (Thirugnanam & Forgash 1977; Karen et al. 1998;
Fulton & Key 2001; Key et al. 2003; Roex et al. 2003; Kister 2005; Beltran & Pocsidio 2010). En el
presente estudio, los resultados de exposicion a CPR en el bioensayo A presentaron una
inhibicién enzimatica por arriba del 35% en todas las concentraciones con respecto al control, sin
embargo solo a 400 ug L™ (45%) fue una inhibicidn significativa de la actividad de la AChE. La
inhibicion enzimatica se presenta por biotransformacion del compuesto CPR en su metabolito
activo Clorpirifos-oxén (CPR-0); tal y como lo demuestran diversos autores, donde la presencia de
reacciones de fase | por parte de enzimas de la familia del citocromo P450 (CYP450) producen la
desulfuracién oxidante, del CPR (Amitai et al. 1998; Sams et al. 2000; Rodriguez Fuentes 2005;
Eyer et al. 2009). La expresion relativa de la AChE tuvo un incremento Unicamente en la
concentracién de 200 ug L™ lo que parece sugerir que un aumento en la concentracién de CPR no
produce cambios en la expresion genética. Resultados similares fueron reportados con
anterioridad, indicando que no existe una relacion entre los niveles de exposicion a CPR y la
expresion genética, esto es debido a que la actividad enzimatica se ve afectada por factores que
no interfieren con la sintesis (Vuaden et al. 2012; Estevan et al. 2013). No se observé evidencia de
estrés oxidante en la mayoria de los biomarcadores empleados, pero se aprecié una disminucién
en el contenido de glutatiéon al aumentar la concentracidn del plaguicida. Este comportamiento
sugiere tal vez que el GSH se estd utilizando como un conjugante, mediante reacciones de Fase Il
por la Glutatién transferasa GST, generando un complejo de GSH-CPR como principal mecanismo
de desintoxicacion mediante reacciones fase Il. Se ha reportado la importancia de este

mecanismo, el cual puede ser alin mds importante que la biotransformacién (Choi et al. 2006).



Tampoco se produjeron diferencias significativas sobre las variables morfométricas vy fisioldgicas
de los organismos expuestos Unicamente se observd un aumento en la mortalidad en la
concentracién mas alta, otros autores han demostrado que existe un incremento en el porcentaje
de mortalidad asociado a las concentraciones de exposicién del plaguicida por efecto de la

inhibicidn de la AChE (Figura 75).
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Figura 76.  Efecto de la concentracion de CPR a nivel celular, donde se observa un proceso de
metabolizacidn gracias a enzimas de la familia cyp, cuando producen bioactivacion generan
CPR-OXON metabolito inhibidor de la actividad enzimatica durante reacciones de fase |; una
inhibicidn enzimatica a nivel organismo produce alteraciones que generan la muerte. En
reacciones de fase Il, la enzima GST es la encargada de generar complejos de GSH-CPR para
la desintoxicacion de | célula, la produccién de estos complejos causa un incremento en la
produccion de GSH. No existe evidencia de radicales libres que produzcan estrés oxidante.

Resumiendo lo anterior, durante el bioensayo A obtuvimos una disminucion de la actividad de la
AChE, lo cual llevé a un aumento de la mortalidad. Por otro lado ya se discutié que el aumento y
posterior disminucién del GSH total pudiera estar relacionada con un efectivo sistema de
conjugacidn via reacciones de Fase Il. La incdgnita es por lo tanto porque no se observé
movimiento en los biomarcadores de estrés oxidante. Una de las posibilidades es que debido a
una efectiva desintoxicaciéon por medio de la GST que evitd que se produjera radicales libres a
partir del CPR. Aungue durante las exposiciones a CPR se observé inhibicién de la AChE, resulta

interesante notar que los niveles de inhibicidn obtenidos rondan el 45% cuando los organismos



tienen 72 hpf. Otros estudios con organismos de la misma edad expuestos a concentraciones
similares obtuvieron resultados similares (Yang et al., 2011, Yen et al. 2011). Sin embargo, al
exponer organismos de mayor edad (96-120 hpf) o adultos a concentraciones similares o menores
produjeron mas del 70% de inhibicion de la AChE (Tilton et al.,, 2011, Yen et al. 2011). Es
importante sefalar que la expresion de la AChE del pez cebra ocurre en los embriones después de
las 12 hpf (Bertrand et al.m 2001), Yen et al., (2011) observaron un incremento del 800% en la
actividad catalitica de la AChE de las 24 a las 72 hpf, lo cual indica que existen diferencias de
desarrollo en la expresion y la actividad de la AChE, lo cual pudiera permitir a los organismos mas
jovenes ser mas resistente a los plaguicidas OP en comparacién a organismos mayores. Aunado a
esto, se ha reportado que durante los estadios tempranos de desarrollo algunas enzimas de
desintoxicacion CYP450 no estan aun expresadas, lo cual produce cambios en los procesos de
biotransformacion de los contaminantes. Por ejemplo en el pez cebra, la expresién de CYP450
comienza a partir de las 36 horas después de la fertilizacidn y no existe un aumento en la sintesis
por presencia xenobidticos (Andreasen et al. 2002). Recordemos que el CPR necesita
bioactivacién para poder tener un efecto inhibidor en la AChE, existen reportes de que
exposiciones a 350 ug L' de CPR en organismos con una edad de 72 horas después de la eclosién
no se obtuvieron concentraciones medibles de CPR-O, lo cual sugiere que en estadios de
desarrollo temprano los peces cebra pueden estar desintoxicando el CPR por reacciones de fase |l,
por otras rutas metabdlicas y/o que no presentan la enzima para la produccion del oxdén por
desulfuracién (Yang et al., 2011). Por otro lado el papel protector del coridén de los organismos,
reduce el porcentaje de entrada de los diferentes compuestos actuando como barrera protectora
consecuencia de su papel evolutivo. El coridn retrasa la entrada de sustancias quimicas reduciendo
significativamente su paso a través de la barrera (Braunbeck & Lammer 2006), se ha comprobado
gue sustancias con pKow similar al de CPR retrasan su entrada a través del corion, incluso con

solventes que faciliten su transporte (Kais et al. 2013).

Si consideramos que el tiempo de desarrollo del organismo presenta una pérdida total del corion
hasta las 42 horas, se tendria que el tiempo de exposicion de los organismos directamente con el
plaguicida fue de 30 horas. La falta de actividad de diversas enzimas de biotransformacion vy el
papel protector del coridén contribuyeron a disminuir la toxicidad del CPR y por lo tanto no se

observé un efecto a nivel organismo. Estudios adicionales de exposiciones a concentraciones mas



altas de CPR en organismos en estadios de desarrollo mas susceptibles proveerd mds evidencia

respecto al papel del estrés oxidante como un mecanismo de toxicidad.

La VC no produjo alteraciones sobre la actividad o expresién genética de la enzima AChE. El
efecto neuroprotector de la VC ha sido observado previamente donde se ha visto un incremento
en la actividad de la AChE en organismos expuestos a compuestos inhibidores (Bano and Bhatt,
2010, Delwing-de Lima et al., 2010). De manera similar, se reporté que la VC tuvo un papel
protector contra el estrés oxidante producido por CPR (Ozkan et a., 2012). Debido a que el CPR no
produjo estés oxidante en los organismos expuestos en el presente trabajo, la proteccion
antioxidante no fue necesaria y por lo tanto no se observaron efectos durante las co-exposiciones
con CPR. Aunque no hubo alteraciones en estrés oxidante durante las exposiciones con VC,
existieron algunos efectos dafiinos en los biomarcadores a nivel organismo. Por ejemplo, la
frecuencia cardiaca y el area de pericardio aumentaron durante las co-exposiciones. La vitamina C
es un nutriente esencial y participa como una sustancia activa en numerosas funciones celulares
asociadas con respuesta inmune (Surefa et al, 2006). Entre estos roles, muchos estan
relacionados a prevenir o curar las condiciones inflamatorias producidas por o que conducen a una
elevada produccién de ERO y especies reactivas de nitrogeno (Amatore et al., 2008). Sin
embargo, bajo algunas circunstancias la VC y sus derivados ascérbicos se comportan como pro-
oxidantes (Pepperell et al., 2003, Amatore et al., 2008). La incubacién de AChE con VC y iones
cupricos, bajo condiciones aerobias, produjeron una pérdida irreversible de la actividad enzimatica
causada por reacciones redox (Kanazawa et al., 1995). Por lo tanto, en exceso la VC puede tener

un efecto dafiino en el pez cebra, por un mecanismo desconocido.

La exposicion a diferentes concentraciones del pro-oxidante tBOOH no tuvo un efecto significativo
en la actividad de la AChE con respecto al control, sin embargo, una correlacidon negativa entre la
concentracidon de tBOOH y la actividad de AChE fue observada (r= 0.7). La expresion genética de
AChE también permanecio sin alteraciones cuando el compuesto fue administrado solo, pero en
combinacion con CPR se produjo una reduccién significativa en la expresidon respecto al
tratamiento que Unicamente tenia CPR. Estudios anteriores han reportado el papel de los pro-
oxidantes en la regulacion de la actividad y transcripcién de la AChE. Por ejemplo, un estudio in
vitro presentd que concentraciones bajas de peroxido de hidrégeno incrementan la actividad de
AChE humana recombinante, mientras que las concentraciones altas inhibieron a la enzima

(Schallreuter et al., 2004). Se reporté también que el perdxido de hidrogeno modifica la estructura



de la membrana de los eritrocitos y por tanto produce cambios en la actividad de la AChE
(Molochkina et al, 2005). Se determiné que la activacion/ desactivacién de la AChE en la piel por
perdxido de hidrégeno es un proceso de oxidacién reversible (Schallreuter and Elwary, 2007). El
tBOOH es un potente pro-oxidante y demostré la produccién de estrés oxidante en el presente
estudio mediante una reduccion en la actividad de CAT y un aumento en la peroxidacion de
lipidos. Pero, cuando el tBOOH fue co-expuesto con el CPR las diferencias en los biomarcadores de
estrés oxidante solo se observaron en los niveles de actividad de CAT. Un estudio anterior
encontré que el perdxido de hidréogeno incrementd la toxicosis por oranofosforados en pollos,
produciendo una disminucién en la DL50 del diclorvos y diazinén y reduciendo la actividad de la
AChE, sugiriendo una interacién tdxica entre el plaguicida y el peréxido (Al-Baggou et al., 2011).
Este efecto puede ser atribuido al pro-oxidante, que modula la actividad de las ChE (Schallereuter
et al., 2004; Molochkina et al., 2005). En el presente estudio, la combinacidon de tBOOH con CPR
también redujo la expresion y la actividad de la AChE. Por lo tanto, basado en los datos para este
estadio de desarrollo en particular, parece ser que la inhibicion de la AChE puede ser el principal

modo de accidn de la toxicidad por CPR y no el estrés oxidante.

Conclusiones

En resumen, se observd una inhibicion cercana al 45% durante la exposicién al CPR, sin embargo
no se detectd estrés oxidante ni un efecto en los biomarcadores a nivel organismo en los
embriones de pez cebra. La adicién de VC no produjo estrés oxidante ni tuvo efecto en la
actividad/transcripcidn de la AChE, pero se incrementé el drea del pericardio y el ritmo cardiaco
por efecto de un mecanismo desconocido. El tBOOH disminuyd la expresion de la AChE y la
actividad y origind estrés oxidante cuando fue administrado de forma Unica. Pero, en combinacion
con CPR solo se observaron cambios en la actividad de la AChE, sin cambios aparentes en el estrés
oxidante (solo se observé una disminucién en la actividad de CAT). Todo lo anterior sugiere que
los efectos adversos observados a nivel organismo pueden ser por efecto de la inhibicién de la
AChE y no por estrés oxidante. El presente trabajo proporciona mds evidencia sobre el papel de

los pro-oxidantes en la actividad y transcripcién de la AChE.
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Anexos
Anexo 1. Actividad enzimatica Acetilcolinesterasa

e Embriones de pez Cebra en tubos Eppendorf® de 1.5 ml, adicién de 150 ul de Tris Buffer
8.0 de pH. Homogenizado con ayuda de un resuspensor de pellet por 90 seg en hielo.

e Centrifugar a 10000 g durante 10 min. Recoger el sobrenadante en tubo limpio.

e Colocar 20 pl de muestra en un pozo de microplaca, adicionar 170 pl de BTNB/Tris Buffer
pH 7.5.

e Antes de la lectura, se adicionan 10 pl del sustrato Acetiltiocolina de manera rapida.

e La lectura se realiza en lector UV/Vis a 405 nm de longitud de onda, con cinética de 20
ciclos cada 17 seg.

e Obtencién de proteina por el método de Bradford

AAbs

- 1 -
Calculo de actividad enzimatica : * min
10000 (Vh/Vt)*CP

Donde AAbs/min = Pendiente de la cinética obtenida directamente de la absorbancia.
Vh/Vt = Volumen de la muestra entre el volumen total de la reaccién en microlitros

CP = Valor de proteina en mg / ml

Reactivos:

e Buffer Tris 8.0 de pH a 0.05M: Pesar 0.709g de reactivo Tris 8.0 en 100 ml de agua
destilada.

e DTNB / Buffer Tris 7.5 de pH 0.05M: Pesar 0.758 g de reactivo disuelto en 10 ml de agua
destilada. Pesar 0.0099 del reactivo DTNB y disolver en 100 ml de Buffer Tris 7.5
previamente preparado.

e Acetiltiocolina (ASChl): Pesar 0.0578 g de reactivo ASChl y disolver en 10 ml de agua

destilada.



Anexo 2. Cdlculo de proteina (Método de Bradford).

e Se calcula el contenido proteico a partir de una curva de calibracién, basada en estandares
de suero albumino en concentraciones diluidas que van desde los 0, hasta 2000 ug ml™.

e A partir de la muestra ya homogenizada, se toman 10 pl (si es muy concentrada disolver
con agua, ej. 2 pl muestra con 8 ul de agua).

e Se prepara la placa con 10 pul para los valores de la curva, y los 10 ul de muestra a calcular.

e Se adicionan 175 pl del reactivo de Bradford® a temperatura ambiente.

e Incubacion durante 10 min en agitacién leve para eliminar las burbujas, que causan
interferencias.

e Lectura en el espectrofotémetro de luz UV/Visible en 595 nm de longitud de onda.

e En los valores obtenidos, se emplea la absorbancia promedio por muestra. A todos los
promedios de absorbancia se les resta el valor promedio de la concentracién estandar de
0 pg ml™ de la curva, eliminando la coloracién inicial del reactivo.

e De los valores promedio de los estandares se realiza un grafico de calibracién, estos
valores en el eje X y se obtiene linea de tendencia polinomial en 2do grado, ecuacién y R’

e Sustituciéon de los valores x de la ecuacion de la curva para la obtencidon de
concentraciones en pg ml*.

e Obtencién de los valores en mg ml™ y correccién de los mismos por el factor de dilucién,

en caso de existir diluciones de la muestra.



Anexo 3. Actividad enzimatica Catalasa (CAT, Cayman kit 707002)

Preparacion de la muestra:

e Homogenizado de embriones en 150 ul de Buffer de fosfatos.
e Centrifugado a 10000 g durante 15 min a 4 °C de temperatura.
e Sobrenadante, almacenado a -20 °C estable al menos un mes.

Analisis actividad

e Sellena la placa con 20 ul de los estandares, pozo control y muestras.

e Adicién de 100 ul de Buffer de prueba a todos los pozos.

e Se colocan 30 ul de Metanol.

e Inicio de la reaccién con 20 pl de perdxido de hidrégeno a todos los pozos, incubacién
durante 20 min a temperatura ambiente.

e Finalizacion de la reaccidn con 30 pl de hidréoxido de potasio a cada pozo.

e Formacién del complejo con el cromogén, adicionando 30 pl de reactivo Purpald.

e Oxidacion con 10 pl de Periodato de potasio, se lee en UV/Vis a 540 nm de longitud de
onda.

Calculo de actividad.

e Obtencién del promedio de absorbancias por muestra, al cudl se le resta el promedio del
estandar A, incluido el mismo estandar.
e Graficar la absorbancia de los estandares en funcidon de la concentracién final de

formaldehido. Se obtiene la R?y la ecuacién de dicha curva.
Abs muestra—(y—intercepto) N 0.17 ml

e Calculo de concentracion: Formaldehido (uM)= -
pendiente 0.02 ml

uM de muestra

e Actividad CAT nmol/min = * dilucion muestra

20 min
e Normalizacién con el contenido proteico, calculado con Bradford.

Estandares de Catalasa.

Tubo pl de formaldehido  pl de Buffer muestra M de formaldehido
A 0 1000 0
B 10 990 5
C 30 970 15
D 60 940 30
E 90 910 45
F 120 880 60
G 150 850 75




Anexo 4. Actividad enzimatica Superoxido Dismutasa (SOD, Cayman kit 706002)

Preparacion de la muestra.

e Homogenizado de los embriones con 150 ul de Buffer HEPES.
e Centrifugar muestras a 1500 g a 4 °C por 5 minutos, sobrenadante en -80°C hasta un mes
de preservacién.

Analisis de actividad

e Llenado de microplaca con 10 ul del estdndar y de las muestras.

Deteccidn de radicales libres, adicionando 200 pl del reactivo Radical Detector de manera
veloz. Formacién de coloracion.

Adicionar 20 pl por pozo de Xantina Oxidasa, para la produccién de radicales

Incubacién de 20 minutos a temperatura ambiente.

Lectura de un punto final a longitud de onda de 440-460 nm en espectro UV/Vis

Calculo de actividad

e Obtencién de las Abs promedio por muestra y de los estandares, dividir la absorbancia del
estandar A por el mismo y por todos los demas para obtener la velocidad de linealizacion
de la muestra (LR).

Ej. LR Std A= abs “std A” / abs “std A”
LR Std B= abs “std A” / abs “std B” etc.

e Creacion de grafica de las velocidades de linealizacion en funcion de la actividad de SOD
(U/ml). Obtencién de R”y ecuacién de la recta.
e Calculo de la actividad enzimatica empleando la ecuacién:

LRmuestra—(y—intercepto)) " 0.23 ml

Pendiente 0.01 ml

SOD (U/ml)= ((

) x Factor Dilusion

Estandares de Superoxido Dismutasa

Tubo pl SOD stock pl de Buffer muestra U/ml Actividad final
A 0 1000 0
B 20 980 0.025

C 40 960 0.05




D 80 920 0.1
E 120 880 0.15
F 160 840 0.2
G 200 800 0.25
Anexo 5. Determinacion del total de Glutatién (GSH / GSSG, Cayman 703002)

Preparacion de la muestra

Preparacion de organismos con 150 ul de Buffer de fosfatos y centrifugar por 15 minutos a
10000g con temperatura de 4 °C.

Separacion de 10ul para calculo de proteina.

Desproteinizar adicionando un volumen similar al de la muestra, de reactivo MPA.
Centrifugar por arriba de los 2000g mas de 2 minutos a temperatura ambiente.
Almacenado a -20 °C hasta por 6 meses.

Analisis de contenido total

Adicionar 50 pl de reactivo TEAM por ml de muestra.

Adicionar 50 pl de muestra y de los estandares en las placas. Preparacién de reactivos a
emplear, descritos en el kit.

Preparacion del reactivo mezcla, y adicional 150 pl de dicho reactivo a cada uno de los
pozos.

Obtencién de absorbancias en cinética para cada 300 segundos, con un espectro UV/Vis a
una longitud de onda de 405 nm, al final 8 intervalos.

Calculo de contenido total

Graficar absorbancias promedio de cada estdandar y muestra, en funcion del tiempo.
Determinar pendiente de cada una, denominarla i-pendiente (i-slope).

Graficar i-slope de los estandares en funcion de la concentracidon total de Glutation,
obtener ecuacién lineal y r’, denominarla f-pendiente (f-slope).

Calcular los valores de i-slope de cada muestra, en la ecuacidon de f-slope.

(i — slope muestra) — (Y — intercepto)

Total Glutatién = ( ) x 2 * Factor dilusion

f — slope

Normalizaciéon de valores con célculo de proteina con Bradford.

Estandares del contenido total de Glutation.

Tubo ul GSSG estandar ul MES Buffer Equivalente total (M)

A 0 500 0
B 5 495 0.5




C 10 490 1.0
D 20 480 2.0
E 40 460 4.0
F 80 420 8.0
G 120 380 12.0
H 160 340 16.0
Anexo 6. Determinacion de Hidroperdxidos lipidicos. Complejo naranja de Fe(lll)-Xilenol,

FOX (Hermes-lima et al. 1995)

Preparacion de la muestra.

e Embriones de Pez cebra, tomar una alicuota para determinacién de Proteina Bradford.
e Inmersidn en nitrégeno liquido, seguido de ajuste a volumen 1:5 con metanol.
e Homogenizar durante 60 segundos, centrifugar a 10000 g durante 10 min a °T ambiente.

e Sobrenadante a analizar.
Primer arte del andlisis.

e Adicién de reactivos en tubos Eppendorf® de 1.5 ml, adicional 250 pl de Sulfato ferroso
1M, 100 ul de H,SO, 0.25M, adicidn de 100 pl de naranja de Xilenol 1 mM, 450 ul de Agua
destilada.

e 10 ul de la muestra por tubo preparado.

e Ajustar a 1 ml por cada tubo con agua destilada, incluir una muestra blanco con solo agua
destilada.

e Incluir un control Positivo de mezcla Cloroformo:metanol (19:1). Incubar todos los tubos
por 120 min a temperatura ambiente.

e Emplear 100 pl de cada tubo, por placa y leer absorbancia a 580 nm de longitud de onda,
punto final.

Segunda parte del analisis.

e Agregar a cada pozo 2 ul de Peroxido de hidrégeno (H,0,) en solucién 0.8 mM.
e Incubar la placa por 60 minutos a temperatura ambiente.
e Lectura de punto final, en longitud de onda de 580 nm.

Calculo del nimero de equivalentes.

Eouivalentes FOX (Absl) CHP ( Vtotal ) P
= * Ol T, *
quivalentes Abs 2 Vmuestra b

Donde:

Abs1: Absorbancia primera a 580 nm de longitud de onda punto final.



Abs2: Absorbancia segunda a 580 nm de longitud de onda punto final.
CHP: Concentracidn final del Perdxido de hidrégeno (0.8 mMol).
Vtotal: Volumen del total en pl del preparado.

Vmuestra: Volumen en ul de la muestra empleada para el analisis.

Fpv: Factor de relacion peso/volumen del extracto metandico, constante en 6.

Anexo 7. Extraccion de RNA (kit GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep, Sigma-
Aldrich).

Preparacion de muestra.

e Los embriones para extraccion, se introducen unos segundos en nitrégeno liquido.

e Adicién de 500 ul de Solucién lisis® con Mercaptol, mezclar hasta obtener una capa de
consistencia constante y bien homogeneizada.

e Transferir homogeneizado a tubos GenElute Filtration® (color azul).

e Centrifugar a 11000 g por dos minutos o hasta que se transfiera todo el liquido.

e Agregar 500 ul de Etanol (grado Molecular) al 70% y agitar con Vortex® vigorosamente.

e Transferir a Columna GenElute Binding Column® (roja) 700 ul, centrifugar a 11000 g
durante 15 segundos, transferir a tubo colector. De ser necesario repetir.

e Adicionar 500 ul de Wash Solution I®, centrifugar a velocidad méxima por 15 segundos,
eliminacion del liquido preservando la columna.

e Adicionar 500 pl de Wash Solution 1I® y centrifugar a maxima velocidad durante 15
segundos, eliminar liquido y repetir éste paso, centrifugando por dos minutos.

e Transferir a nueva columna, el tubo colector, concentrar durante cuatro minutos a 30°C, o
a temperatura ambiente por 10 minutos.

e Agregar 40 ul de solucién Elute®, centrifugacion de muestra a 11000 g por dos minutos.

e Extraccion de RNA, se preservara en -80°C hasta por dos meses.

Anexo 8. Cuantificacion de RNA (Quant-iT™ RNA Assay Kit, Invitrogen™).

e Utilizacién de estandares del kit y Buffers de dilucion.

e Preparacion de la solucién de trabajo del kit (working solution®). Ej. 100 pruebas adicionan
100 pl de Quant-iT™ RNA reagent en 20 ml de Quant-iT™ RNA Buffer en contenedor
plastico; realizar ajuste dependiendo del nimero de pruebas a realizar.



e 200 pl por pozo de la solucién de trabajo, 10 ul del estdndar y de 1 a 20 pl de muestra,
considerando el factor de dilucién en caso de existir (en esté caso se adicionaron 4 ul de
muestra).

e Medicidn con equipo de emisidn-exitacion de fluorescencia a 673/644 nm de longitud de
onda.

e Obtener la curva de los estandares de absorbancia en funcidn de la concentracién de
estandar, calculando la ecuacién de la recta y valor de r’ Sustituir en ecuacién para
obtener concentracién de RNA por muestra.

Anexo 9. Sintesis de ADN-complementario (iScript™ cDNA Synthesis Kit, Bio-Rad).

Preparacion de reactivos

e Se prepara la mezcla de trabajo de acuerdo a los reactivos proporcionados por el kit.
Para 1 muestra:
5x iScript reaccion Mix 4l

iScript reverse trans. 1l
H,0 libre de Nucleasas X ul
RNA muestra Xul
TOTAL 20 ul

e Reaccién de incubacién
5 minutos a 25° C
30 minutos a 42°C
5 minutos a 85° C
Permanece estable a 4°C

Adicion de suficiente RNA

e Una vez cuantificado el contenido de RNA, se adiciona suficiente cantidad para transcribir
500 ng de ADN-complementario. Se ajusta el volumen de H,0 libre de nucleasas para
conseguir un total de 15 pl de contenido.

Anexo 10. Protocolo real-time PCR.

Preparacion de curvas de eficiencia.

e Serealiza una cadena de diluciones (1:5) a volumen final de 20 pl.
e Las concentraciones van desde 79 ng pl™, 15.8 ng pl™, 3.16 ng pl™, 0.632 ng ul™, 0.1264 ng

ul™y 0 ng wI™ por cada gen que se trabajo.



Preparacion de muestras previo a la reaccién en cadena.

e Se procedi6 a llenar la placa de 25 pl de muestra con la siguiente formula.

iQSupermix ® 12.5 pl
Primer F 1ul
Primer R 1ul
H,0 8.5 ul
Muestra 2 ul

Total de lareaccion 25 pl

e Se empled el mismo protocolo de soluciones a todas las muestras, en una microplaca de
lectura dptica.

e Se ajusto el protocolo de acuerdo a las instrucciones del Software IQ5 Optical System V1.0.
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