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1 RESUMEN 

Los ecosistemas acuáticos se han usado como un depósito de desechos efluentes domésticos 

(industriales) que generan problemas de contaminación. Este impacto ambiental es ocasionado 

por diferentes compuestos entre ellos los hidrocarburos aromáticos poli cíclicos, lo cual 

representa un potencial riesgo ambiental. 

Los principales impactos en la salud humana se basan en sus propiedades genotóxicas, 

(teratogénicas, mutagénicas y carcinogénicas). También pueden incluir efectos adversos en la 

reproducción, desarrollo e inmunidad. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son de mayor 

persistencia se acumulan en plantas, peces e invertebrados terrestres y acuáticos entre otros. 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la toxicidad del fluoranteno en Stagnicola sp a 

nivel bioquímico. Se evaluó la toxicidad subletal con fluoranteno a 96 horas de exposición, 

para lo cual se cuantificaron los siguientes parámetros bioquímicos; concentración de 

actividad de Acetilcolinesterasa (AChasa) , actividad de etoxiresorufm-O-dietilasa (EROD) y 

proteínas. 

Los resultados obtenidos muestran un notable efecto del fluoranteno sobre los parámetros 

bioquímicos evaluados. La respuesta a la actividad de EROD fue en aumento significativo 

para las concentraciones de 30 y 40 ¡.¡g/L mientras que para las concentraciones de 17 y 20 

¡.¡g/L ,se observo una disminución en la actividad esta con respecto a su control, en cuanto a la 

actividad de Acetilcolinesterasa se promovió un incremento en las concentraciones de 17, 20 y 

30 ¡.¡g/L de Fluoranteno seguido de una baja para la máxima concentración de 40 /lg/L de 

fluoranteno, con respecto a concentración de proteínas en general presentan un aumento para 

las concentraciones de 17,20 Y 40 ¡.¡g/L de F y una disminución en la concentración de 30 

¡.¡g1L. Lo que se puede observar que el fluoranteno produce un efecto toxico a nivel 

bioquímico . 
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2 INTRODUCCIÓN 

Diferentes estudios realizados por el Instituto Mexicano del Petróleo, han demostrado que el 

principal contaminante por su concentración y su permanencia, que se encuentra en el 

sedimento donde están las plantas petroquímicas es el fluoranteno. Este compuesto, cuyo 

potencial genotóxico es grande y por lo tanto de alto riesgo para la biota acuática asi como 

para el consumidor de organismos marinos puede bioacumularse y biomagnificarse, lo cual da 

como resultado 1ma respuesta tóxica. Debido a la problemática de este para el ambiente es 

necesario evaluar su toxicidad para establecer su riesgo y seguridad para los organismos vivos 

que están expuestos a él. El molusco Stagnicola sp, es un organismo bentónico que se ha 

empleado para determinar la toxicidad de compuestos del petróleo, ya que pennite evaluar 

efectos subletales hasta letales, a nivel fisiológico, ultraestructural y bioquímico. Los daños a 

nivel enzimático pueden ser evaluados mediante dos biomarcadores de daño como es la 

actividad de la Etoxiresorufina-o-dietilasa (EROD) y de la (ACHasa). Cambios en estas dos 

enzimas (estimulación o inhtbición), así como cambios a nivel proteico como es el caso de 

Hemocianina y Metaloproteinas permitirán determinar como concentraciones de fluoranteno 

provocan alteraciones sobre el proceso de detoxificación de xenobióticos y del sistema 

nervioso, los cuales participan en la homeostasis del organismo. 
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3 ANTECEDENTES 

En la evaluación del estudio de salud de un cuerpo de agua así como el etecto tóxico 

producido por 1m xenobiótico es necesario establecer el organismo contaminado y el 

biomarcador de daño. Con respecto al hidrobionte existen variación de estudios que han 

utilizado a el caracol Stagnicola sp; sobre los efectos tóxicos y para determinar la viabilidad 

del Malatión presente en sedimentos naturales de la presa Ignacio Ramírez, mediante ensayos 

de la actividad de (AChasa) y concentración de proteínas (Martínez-Tabche et al., 1997). 

Con respecto a la AChasa, existen diferentes trabajos que utilizan este parámetro bioquúnico 

para determinar el efecto de hidrocarburos del petróleo en células y órganos. 

Martínez-Tabche el al., (1997) determinaron respecto al indicador para hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAP's), comparando AChasa, proteínas y Erod, los 

efectos tóxicos del el petróleo y sus mezclas sobre la actividad de ACHasa en Moina macropa 

in Vitro, estas investigaciones encontraron que este tipo de xenobióticos produce tilla 

disminución en la actividad de la enzima. 

Cheng en 2001, analiza la distribución cuantitativa de mutagénicos potenciales en agua a nivel 

micro ensayos sobre EROD. En éstos se detectó la presencia de daños en el medio ambiente 

por sustancias como los hidrocarburos aromáticos policíclicos, muchos de estos compuestos 

son lipofilicos y resistentes a la degradación bioquúnica. 

El siguiente trabajo está basado en los factores que afectan la actividad de EROD en el 

lenguado silvestre (Pleurone'ctes americanus) expuesto a efluentes de la pulpa del papel de 

una fabrica. En él se pudo determinar que los organismos acuáticos tienen una 

biotransformación donde producen una serie de enzimas, incluidas en la función mixta 

oxidasa (Khan and Payne, 2002). 
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Un trabajo muy importante es la aplicación de ensayos en Etoxiresofufina -o-dietilasa, para 

analizar el efecto de mezclas de Compuestos Aromáticos Halogenados en el Lago Ontario en 

Canadá. En él se demostró que éste es un biomarcador de xenobióticos, que involucran 

enzimas dependientes de citocromo P450, usado como monitor de exposición a sustancias 

tóxicas (PetruJis el al., 2000). 

En estudios realizados en la universidad de Missouri-Colombia, evaluaron el uso y 

limitaciones en la actividad de EROD como un catalítico medido de citocromo P450 por 

inducción, como un biomarcador en peces. 

En análisis reaJizados cinéticamente del citoflour en EROD para los microsomas en un 

formato de placa de cultivo de tejido fIno de peces fueron realizados en la universidad de 

China en Hong Kong encontrando una disminución en la actividad de la enzima. (Chung, 

2001). 

En el estudio de evaluación del Tiempo dependiente de la toxicidad de fluoranteno sobre 

invertebrados de agua dulce y el rol de la biotransfonnacióll sobre cuerpos letales de residuos. 

Se encontró lID valor de CL50 para fluoranteno en H azteca de 60~ylL, de 40~g/L en e 
tentans y para Diporea una CL50 de 95 . 5~g../L 

En otro estudio con el nombre de biocumulación y toxicidad de fluoranteno en el oligoqueto 

Monopylephorus y rubroniveus estuarinos. Donde se reporta la CL50 de fluorantello en M 

n4broniveus de 0.7J.l.g/L, en Lumbriculus variegatos 1 . 2~g/L, para Palaemonetes sp 22 ~g/L Y 

Mendía beryllina 30 ~g/L. 

En la investigación de la Fototoxicidad del fluoranteno para siete crustáceos bentónicos 

marinos se encontró en el anfípodo e insidiosum una CL 50 de fluoranteno de 96 ~gfL y 

para E estuarios 91 ~g/L de fluoranteno en donde se torna como un factor importante la 

exposición a la luz ultravioleta. 
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4 MARCO TEÓRICO 

4.1 Contaminación por Hidrocarburos 

Esta puede llevarse por diversas circunstancias por transporte de los mismos puede conllevar a 

contaminación por accidentes, esto puede ocasionar dispersión de contaminantes en el medio 

terrestre así mismo por la construcción de infraestructura. En ello se produce una alteración 

del drenaje natural por la edificación de túneles, obras de drenaje, pavimentación, puentes, 

pasos a desnivel y obras complementarias. Las redes de ductos de distribución de petróleo 

están siempre sujetas a riesgos de accidentes de diversa índole que de producirse significa 

derrames, explosiones, incendios, desprendimientos de gases de los tanques de 

almacenamiento (evo transpiración) y vertimientos de residuos de hidrocarburos . Los 

establecimientos manejan volúmenes de hidrocarburos y derivados (gas de uso domestico, 

petróleo diáfano, diesel, gasolinas, grasas, aceites, solventes, resínas), en general estos lugares 

no cuenta con dispositivos adecuados de control de emisiones, derrames o vertimientos al 

suelo, así como aguas negras en los sistemas municipales, todo esto provoca riesgos de fugas y 

derrames (Jiménez, 2001). 

En la figura 1 se observan las diferentes rutas y factores que puede seguir el petróleo en el 

medio ambiente así como distintos factores que influyen sobre el destino del mismo en donde 

este puede ser evaporado, disperso en el ecosistema, el cual con lleva a la disolución, 

sedimentación y depositación (en costera) o absorción por organismos que también estos, se 

sedimentan y provocan una acumulación de el elemento. 
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Petróleo 

------ Evaporación 
FOlooxidación L 

\ / _,---V,ert1d_Od_" pe_lrOI_eo _ 

D~osici60 

liloral --------­
Ico$leraF 

, 
Acumulación 

Oxidación microbiana 

"---- CO2 + H 20 

Figura. 1: Factores que influyen en la dinámica de un vertido de petróleo. (Stephenstoke and seager 1981) 

En los organismos se da la conversión de compuestos xenobióticos o contaminantes de forma 

que puedan ser excretables, este proceso se da principalmente en el hígado. En 

microorganismos su utilización y transformación es por el contrario una forma de obtención 

de energía o fuente de carbono (KIaassen y Walkins, 2001). 

4.2 Características de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAP'S) 

Estos son de alto peso molecular son relativamente inmóviles y, por ende, de baja volatilidad y 

solubilidad. De los dieciséis RAP's designados por la Agencia Americana de Protección 

Ambiental como contaminantes prioritarios, los siguientes son los principales naftaleno, 

acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno (Muñoz 2000); sin 

embargo se suele limitar su análisis a los seis más frecuentes: 3,4-benzofluorantenos, 11 ,12-

benzofluorantenos, 3,4-benzopireno, 1,12-benzopireno, indeno-l,2,3, -pireno y fluoranteno . A 

causa de su elevado potencial cancerígeno este último es de interés debido a que se ha 

detectado en peces colectados en una zona petrolera (Jiménez, 2001). 
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Los HAP"S contienen -un anillo bencéruco el cual no 'está -saturado pero es muyestaWe 

comportándose frecuentemente como uncotnpuesto saturado (Gary y Handwerk, 1980). 

Los aromáticos son más solubles en agua que los hidrocarburos saturados. Estos pueden matar 

organismos marinos por contacto directo con petróleo, o al estar expuestos en soluciones 

diluidas. cuando los compuestos. se disuelven en el agua. Los. efectos. a largo plazo. y 

especialmente a bajas- concentraciones. de los. componentes. deL petróleo· sobre los sistemas.­

vivos, no son tan aparentes como los de corto plazo. Éstos pueden ser mutagénicos, 

cancerígenos, a nivel estructural, bioquímico y fisiológieo. (Stoker y Seager; 1981). 

4.2.1 Fluoranteno 

4.21.1 PTopiedadeSc 

Fluoranteno es lID hidrocarburo aromático tetraciclico CJ6 HJO., punto de fusión 107° C, punto 

de ebullición 250°C, insoluble en agua, soluble en éter y benceno. 

4.2.1.2 Obtención y Características 

Es un combustible que se obtiene a partir del alquitrán de hulla, es moderadamente tóxico, 

mutagénico, carcinogénico, teratogénico y neurotóxico (Gessner, 1975). Un contaminante que 

se bioacumula en compartimentos ambientales y es ligeramente propenso a biodegradarse y 

puede ser metabolizado por pJantas y animales (James y Handwerk, }4:}80): 
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4.2.1.3 Estructura Molecular del Fluoranteno {Muñoz, 2003). 

Figura :l: Estructura I7TOlecrrltrr Jet j1uormrteno 

4.2.1.4 Limites Permisibles 

En Ontario USAsegúll la guía de sedúnentos en agua dulce, y el fluoranteno tiene una 

concentración de O.75OmgIKgreportan como nivel de efectos mlnÍmos y t020 mgIKg. 

repentinamente se reporta como niveles de efectos severos en los ecosistemas acuáticos 

(Department of environmental protecction 1998). 

Para Massachussets el plan de contingencia alarmante para aguas. dulces y sus sedimentos se 

determina que la concentración del fluoranteno es de 423 !lgIKg la cual se encuentra en el 

umbral que produce efectos (Criterios alarmantes usados en el medioambiente en el estado 

Massacñussets). Según ra EPA él funite permisible en cuerpos de agua de fluoranteno es 

0.042mgIL a (EPA, 2004). 

De este compuesto los valores en Netherlands son de 0.023 J.lg/g, los recomendados para 

sedimento son 1.2-2J.lg/g y el máxittto limite es de 3.5 ~tg/g. En el Rió Lawrence de Canadá qúe 

promueve, criterio sin efectos es de 0.01-0.02 J.lg/g, el valor mínimo es 0.6 J.lg/g, sin embargo 

2J.lg/g, se considera produce efectos tóxicos en los organismos, el lúnite para el dragado de 

sedimentos es de 3.5 J.lg/g. 
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En Estados Unidos de Norteamérica la estimación recomendada para limite general bajo es de 

0.23 Ilglg, el menor basado en la calidad del agua es de 1.6 Ilglg él valor intermedio en 

sedimentos de agua dulce es de 18.8 Ilglg el limite critico en sistemas marinos es 7 Ilglg. En 

Oregon la apreciación para una buena calidad de agua de consumo humano es menor a 1.883 

Ilglg. 

En USA según la EPA el criterio en la calidad de sedimentos es abajo de 10.2 Ilglg. La 

estimación alarmante en el estado de New YorK en cualquier ambiente es de 1020 Ilglg 

(USEPA, 2000). El real decreto 1138/90 de la Organización Mundial de la Salud, tiene un 

valor máximo permisible de fluoranteno de 0.0002mgIL. 

4.3 Biotransformación 

Muchas sustancias químicas extrañas que son introducidas en lID orgarnsmo VIVO, sufren 

transformaciones químicas, designándose en general como la transformación metabólica o 

biotransformación. Estos procesos de transformación son inducidos enzimáticamente y dan 

lugar a la alteración de la molécula inicial o a la formación de productos resultantes de su 

combinación con sustancias internas. 

Cierto número de sistemas enzimáticos que inducen la transformación de compuestos 

endógenos en el organismo, son también activos para catalizar modificaciones de sustancias 

químicas extrañas que en su estructura son lo suficientemente similares al sustrato normal. Por 

ejemplo las enzimas colinesterasas y las esterasas inespecíficas, no sólo hidrolizan la 

acetilcolina (neurotransmisor que se encuentra normalmente), sino que también hidrolizan la 

procaína. 
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Las enzimas metabolizadoras de x-enobióticos consisten en un grupo de ellas que están pr-esentes 

en muchos tejidos pero que son particularmente abundantes en las células hepáticas. El retículo 

endoplasmatico puede ser observado con el microscopio electrónico, apreciándose estructuras 

filamentosas de dos tipos: filamentos de superficie lisa y de superficie rugosa (Figura 3). La 

superficie lisa es la que contiene gran proporción de distintos metabolizadores de toxinas, 

núentras que la superficie rugosa esta relacionada con las enzimas implicadas en la súltesis 

proteica. Cuando se rompe las células hepáticas por homogeneización, el retículo endoplasuúco 

se fragmenta, y sus fracciones se pueden separar de dichas células. Los fragmentos del endotelio 

reticular liso se llaman, de ordinario microsomas (Loomis , 1982). 

Figura 3: Esmlctura de la mitocondria. Las mitocondrial· tienen 2 Om de largo, 10$ pliegue.~ de la membrana 

interno, llamados crestas, aumentan la·superjicie y /0 capacidad bioquímica de/transporte de electrones lo q/le 

ge"era e" el exterior un gradiente acidico de prato"es. (Roskosk et al ... 2000) 

Los mecanismos de biotransformación de sustancias químicas extrañas se dividen en dos 

grandes tipos (1) reacciones. no sintéticas que comprenden oxidación. reducción o hidrólisis, y 

(2) reacciones sintéticas que comprenden la formación de un producto que es biosintetizado a 

partir de la sustancia (o su metabolito) más un metabolito endógeno (Loouús, 1982). 
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El citocromo P450, enzimas principales del metabolismo de fase 1 va actuar dentro de la 

célula acompañado de las enzimas de fase ll, encargadas de la conjugación de los metabolitos 

producidos por las primeras, entre las que se encuentran las glutation-S-transferasas(GST)y las 

N-acetiltransferasas(NAT). Estas sustancias van a ser reconocidas por la célula como señales 

exógenas mediante diversos mecanismos de recepción y entrarán en ella por difusión pasiva o 

mediante transportadores activos. Una vez dentro actuarán las enzimas de fase l 

(principalmente la súper familia del citocromo P450). Los metabolitos que se generan y las 

propias moléculas no metabolizadas podrán actuar y ser eficaces, o resultar tóxicos para la 

célula. El que una droga, carcinógeno o agente terapéutico resulte inocuo para la célula 

impidiendo su efecto beneficioso o perjudicial, va a depender de la cantidad formada de 

sustratos intermedios, de la estabilidad química de éstos y de la presencia cercana de enzimas 

de fase ll. Estas sustancias van a poder actuar como agonista o antagonistas para inducir o 

reprimir los genes que codifican para las enzimas de fase 1 y fase ll. Esto les va a permitir 

regular su propio metabolismo. 

Las familias 1,2 y3 del citocromo P450 son enzimas activas en el metabolismo de una gran 

variedad de xenobióticos, aunque alguno de ellos también ll1etabolizan compuestos 

endogenos, como esteroides, hormonas y ácido arquidónico. 

La familia CYPldel citocroll10 esta constituida por los genes CYPIAl , CYPIA2 y CYPlBl 

estos comparten la característica de ser activados por hidrocarburos aromáticos poli cíclicos 

(pAHs) , y por el tabaco. 

Todos ellos son primordiales en la ll1etabolización de PAHs a compuestos intermediarios que 

pueden unirse a ácido desoxiribonuc\eico (ADN), los cuales pueden provocar, en algunos 

casos mutaciones involucradas en procesos de transformación neoplásica. 

El CYPIAl constituye la mayor fracción del citocromo P4S0 extra hepático. Contribuye 

notablemente a la toxicidad de muchos carcinógenos, especialmente los PAHs (Gómez et al. , 

2002). 
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4.4 Función del Citocromo 

Uno de las principales enzimas implicadas en el metabolismo de la degradación de 

xenobióticos es el citocromo P450 (CYPIAl). Este constituye una súper familia enzimática 

involucrada en el metabolismo oxidativo de compuestos endógenos y exogenos como drogas, 

pesticidas e hidrocarburos, etc. 

Este se identificó en 1958 como un pigmento celular reducido y unido a membrana con un 

pico de absorción inusual a los 450 nm, en 1964 se sugiere el nombre de cito cromo P450 por 

Omura y Sato. Esta súper familia enzimática en el caso de organismos eucariotas ha sido 

detectada prácticamente en todas las membranas subcelulares examinadas, siendo la 

mitocondria y principalmente el retículo endoplasmico las fuentes más importantes. 

La súperfamilia deL citocromo P450 se caracteriza por ser hemo proteínas capaces de 

transportar electrones, poseen una parte proteica (apoproteína) y un grupo hemo (grupo 

protéico) donde se localiza un átomo de hierro. 

El CYPIAl funciona como una mono oxigenasa, cataliza reacciones en las que solamente se 

incorpora uno de los átomos del oxígeno y el otro se reduce a H20. Además, precisa de dos 

sustratos para actuar como reductores de los dos átomos de la molécula de 02, el principal 

acepta uno de los oxígenos y un cosustrato proporciona átomos de H para reducir el otro fuO. 

Gracias a su intervención se produce una hidroxilación del sustrato que tiene como 

consecuencia la foonación de productos más solubles en agua y generalmente de derivados 

farmacológicos menos potentes que pueden ser excretados directamente. También puede ser 

mediador de la activación de precarcínógenos. Importante el papel detoxificador que realiza 

gracia., al cual se facilita la eliminación de muchas drogas y sustancias perjudiciales para el 

orgarusmo. 
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La hidroxilación de un sustrato orgánico -RH (sustrato principal) a R-OH a expensas de un 

átomo de una molécula de oxígeno. El átomo es reducido a fuO por los equivalentes de 

reducción proporcionados por el NADH o NADPH (cosustrato), habitualmente transferidos al 

P450 directamente o via citocromo (Figura 5) (Gómez et al, 2002). 

4.5 Oxidasas de Función Mixta. 

La cadena de transporte electrónico se encuentra en el retículo endoplasmico o en la fracción 

microsomal del rugado y otros tejidos. Esta porción de viaje de electrones presenta varias 

diferencias importantes que la distinguen de su equivalente mitocondrial . Primero en el 

transporte utiliza NADPH como sustrato o fuente de equivalentes de reducción para la 

reacción inicial de esta secuencia que esta ligada a flavina, por ejemplo, la NADPH-citocromo 

P450 reductasa. Segundo el sistema microsomal contiene lm citocromo que es exclusivo de 

este sistema membranoso y que no se encuentra en la nutocondriaque se denominó citocromo 

P450, porque la forma reducida tiene una banda de absorción a 450 nm. Durante la reacción 

terminal de esta secuencia de transporte electrónico el Fe2+ del citocromo P450 reacciona con 

oxígeno molecular para formar el complejo citocromo P4 50F é + 20'. 

A continuación uno de los átomos de éste es introducido en el sustrato en una reacción de 

hidroxilación mientras que el otro se reduce a agua. El material microsómico contiene al 

sistema oxidasa de función mixta, unido a la membrana. Este consiste en pennitir el transporte 

de electrones entre compuestos mediante la acción de diversas reductasas, más un grupo de 

hemo proteínas que poseen propiedades de oxidación. Este es capaz de atacar al oxígeno 

molecular (02) reduciéndose para formar agua, e incorporando el otro átomo de O a una 

sustancia química xenobiótica sustitutiva. El sistema microsómico requiere la presencia de 

fosfonicotina-adenin-dinucleotido reducido (NADPH) y él oxigeno molecular. El NADPH 

reduce a un componente de H en los microsomas, el cual reacciona con él oxigeno molecular 

para fonnar un complejo intennedio activo que oxida al xenobiotico. Esto puede ser 

considerado como un proceso escalonado que implica inicialmente la oxidación de NADPH 

por la acción de una f1avienzinma (citocromo o reductasa), y subsiguientemente en presencia 
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de una hemoproteína reducida llamada P-450, se forma el complejo de oxigeno activo a partir 

de oxigeno molecular(La figura 4 muestra el ciclo catalítico de la función mixta oxidasa). 

A. 

8. 
o OH 

H o H I o 
B I 11 1011 NXC NxC NtC 

2Ho o" 

N "'N N N N "'N 
I I I I R R H R 

FAD FADHl hydropotoxylaVOPfotoln 

Figura 4: Ciclo catalítico de las enzimas Función Mixta Oxidasa. (Hodgson and Levi, 1994) 

Esta cadena de transporte electrónico no es fosforilante puesto que no se sintetiza A TP 

durante la misma. El fin primario de este sistema es la hidroxilación de diversos fármacos, 

esteroides o esteroles, ácidos grasos, hidrocarburos policíclicos y algunos aminoácidos. La 

síntesis de componentes de la secuencia de transporte electrónico microsomal es inducida en 

el hígado a partir de la adÚ:únistración de ciertos xenobióticos u otros substratos de este 

sistema como fuente de dichos enzimas (Devlin, 1991). Estas enzimas microsómicas son 

capaces de catalizar diversas reacciones de biotransformación, entre ellas tenemos: 

hidroxilación, desalquilación, desaminación, oxidación de la cadena lateral alquilica, hidrólisis 

y reducción. De hecho, en general convierten compuestos liposolubles en menos 

20 



liposolubles, dando lugar de esta manera a sustancias más polares que pueden ser fácilmente 

excretadas por el riñón y por el tracto biliar. 

4.5.1 Transporte Electrónico 

Los componentes implicados en el transporte de electrones son: 

1) Flavo proteínas (que contienen mononucleótido de flavina o FMN y di- nucleótido de 

adenina flavina o F AD 

2) coenzima Q 

3) proteínas de hierro -azufre, y 

4) citocromos (Roskosk, 2000). 

Los micro sornas es decir el retículo endoplasmatico liso del hígado y de otros tejidos, 

contienen sistemas de transporte electróníco capaces de utilizar el oxígeno molécular para 

oxidar moléculas orgánícas específicas insertando directamente uno de sus átomos o los dos 

en el producto. Sistemas capaces de insertar ambos elementos reciben el nombre de 

oxigenasas. Las enzimas que realizan la inserción en el sustrato de solo un átomo de 02 de la 

molécula del mismo se denominan hidroxilasas u oxigenasas de función mixta (MFO) 

(Lenhinger, 1972) y esta involucrada en la oxidación de numerosos xenobioticos orgánicos 

contaminantes con nítrógeno, sulfato , fosfatos y diferentes átomos algunos con iones 

inorgánicos (Hodgson y Levi 1994) . El otro átomo de oxigeno se emplea para oxidar el 

NADPH o el NADH. Las hidrolasas del retículo endoplasmatico actúan con las flavoproteínas 

y con los citocromos. Se hallan organízadas en cadenas cortas de transporte electrónico que no 

IIevan a cabo la fosforilación. Esta que realiza las hidroxilaciones es la mejor comprendida, 

contiene citocromo P450, que forma un complejo con el CO reducido, así corno una 

flavoproteína especifica que contiene F AD (Lenhinger, 1972). 

Los citocromos son la ultima cIase de componentes que participan en el transporte de 

electrones ( figura 5 muestra el ciclo del citocromo P450). Se llaman así por que son 

componentes celulares coloridos (cito "célula", cromo "color ") Los citocromos son proteínas 

21 



Hem es la ferro porfrrina que se encuentra en la hemoglobina, en la mioglobina y en la 

hemocianina. 

. Sustrato A-H 

Figura 5: Ciclo del citocromo P450 hidroxilasa en los microsomas. Se muestro el sistema tipo de las 

hidroxilasas de esteroides en la corteza suprarrenal. La citocronmo P 450 hidroxilasa microsomicas hepática no 

requiere la sulfoproteínaférrica. El monóxido de carbono inhibe la etapo señalada. (Santiago el al., 2002). 

Este es un componente de la función mixta oxidasa, transporta electrones y que participa en 

las reacciones de oxidación. Las principales variedades de estos en la mitocondria son los 

tipos a, b y c. Las familias de ellos se subclasifican según el orden histórico de su 

descubrimiento (b!, b2, bL)O la longitud de onda de absorción(nm) (Roskosk, 2000). 

4.5.2 Biomarcadores deDaño 

Son una respuesta biológica a uno o más químicos que inducen una medida de contacto y a 

veces, una tóxica. Incluyen en esta bioquímicas, anatómicas, fisiológicas y de conducta que 

indican una exposición adversa a compuestos antropogénicos o radiaciones. 
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Los biomarcadores relacionan las respuestas biológicas producidas en el organismo con 

exposición a xenobiotico y sirven como herramientas ecotóxicologicas en la evaluación del 

medio ambiente. Es usual utilizarlos para caracterizar la concentración de contaminantes 

antropogénicos, daño o efectos adversos en la salud ejemplo: Etoxiresorufin-odietilasa 

(EROD), Indicador de exposición a xenobioticos (Villegas, 2003). 

4.6 Etoxiresorofin-O-dietilasa (EROD) 

La inducción del citocromo P450 detectado a través de la actividad de 7 -etoxiresorufin-o­

dietilasa en hepatoma celular de rata, es usado cuantitativamente para localizar la presencia 

de dafios en el medioambiental por compuestos hidrocarburos poli cíclicos aromáticos. 

Muchos de estos compuestos son lipoftlicos y resisten la degradación bioquímica. Como 

resultado, estos químicos se acwnulan en los tejidos biológicos alterando así la cadena 

alimenticia y el ecosistema Si la actividad de la enzima esta aumentando o disminuyendo 

comparado con un control esto implica que ha ocurrido una exposición a una sustancia tóxica. 

Cuanto más altas son las cantidades de enzima, el organismo se ha expuesto a concentraciones 

elevadas de la xenobiotico (Chung, 2001). 

EROD es una enzima que pertenece al grupo de las oxigenasas de función mixta que oxidan, 

por adición de un átomo de oxígeno. Su mecanismo de acción requiere oxígeno y un agente 

reductor como el NADPH, con el transporte electróuico facilitado hacia el citocromo P-450. 

Son enzimas inducibles que incrementan su actividad por agentes como el 2,3, 7,8-

tetraclorodibenceno-p-dioxina. Entre las oxidasas más conocidas están la 

arilhidrocarbonohidroxilasa, la 7-etoxicwnarina-O-dimetasa y la misma EROD (Villegas, 

2003). 
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Figura 6: Acción de 7-Etoxiresorufin-o-dietilasa (petrulis y Bunce, 2000) 

EROD es una enzima que oxida 7-etoxiresorufina (7ER) a resorufin, catatizado por 

citocromo P450 (CYPIA1) (Rodriguez y Prough 1992). El grupo Clli es oxidado a CROR, 

dando como resultando hemicetal disociándose espontáneamente para dar resorufina. La 

reacción es transportada donde hay una suficiente o alta concentración de la enzima CYPlAl 

(Petrulis y Bunce 2000). EROD es usado como biomarcador para citocromo P450, es muy 

sensible y comúnmente usado para los hidrocarburos policíclicos aromáticos (P AHs) La 

inducción de citocromo P450 y la actividad de EROD se pueden medir en el hígado o en 

cultivos de células del mismo expuestas a productos químicos o a sus mezclas complejas 

(Chung,2001). 

4.7 Acetllcolinesterasa (AChasa) 

Es conocida como acetilcolina acetilhidrolasa (Boyer, 2000), una enzima presente en la 

superficie de las hendiduras subneurales del sarcolema de fibras musculares. Está solamente 

presente en la unión neuromuscular, puede estimular la fibra muscular en forma casi 

indefmida. La transmisión continua de impulsos por este neurotransmisor normalmente la 

evita la AChasa o colinesterasa. En un lapso de 1500 seg. esta biomolecula inactiva a la 

acetilcolina degradando ésta en sus componentes acetato y colina (figura:7). Esta acción 

permite que la membrana de la fibra muscular se repolarice inmediatamente de modo que 

pueda generarse otro impulso en fibra muscular (Tortora, 1991), y el potencial Post-sináptico 

decae gradualmente (ScJunidt-Nielsen, 1983). 
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Figura 7: Acción de la Acetilcolinesterasa sobre la Acetilcolina (Metzler, J 98 J) 

Colina 

La unión de la acetilcolúla a su receptor específico tiene como resultado la elevación 

transitoria de la conductancia de la membrana postsináptica para el Na+ y el K+. La cantidad 

de esta enzima liberada por la termÚlación nerviosa presináptica no varia de forma continua" 

sino que lo hace por etapas, correspondiendo cada unas de ellas a la liberación de una vesícula 

sináptica. La cantidad de acetilcolina contenida en una de estas corresponde a un cuarto de la 

misma (Berne et al., 1995). 

La ACHasa esta situada en la hendidura sináptica (figura 8), donde está enlazada a una red de 

colágeno y glicosanlÚloglicanos derivado de la célula post-sináptico. 

Una característica llamativa de esta enzima es su elevado número de recambio de 25,000 l/s, 

lo que significa que hidroliza una molécula de acetilcolina en 40 microsegundos. 

El alto número de recambio de la enzima resulta esencial para la restauración rápida del estado 

polarizado de la membrana postsináptica. 

El mecanismo catalítico de la acetilcolinesterasa se parece al de la quimotripsina. La 

acetilcolina reacciona con un residuo específico de serina del centro activo de la ACHasa para 
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formar un intermediario covalente acetil-enzima y se libera colina. El intermediario acetil­

enzima reacciona entonces con agua para formar acetato y regenerar la enzima libre. 

La cuantificación de la actividad de esta enzima es un parámetro sensible para la evaluación 

de la presencia de compuestos órgano fosforados en el agua. La inhibición de la actividad de 

la AChasa en peces ha sido utilizada como herramienta para el diagnostico de contaminación 

ocasionada por estos compuestos (Galar, 1999). Los muchos mecanismos de acción de 

organofosforados e insecticidas carbamatos que suponen la inlnbición de colinesterasas. Las 

enzimas AChasa y colinesterasas pueden ser distinguidas no sobre la distribución pero si 

sobre un substrato especifico y su sensitividad para la selectiva inhibición. Los carbamatos 

provocan el incremento de los niveles de la sinapsis nerviosa causando continuas 

estimulaciones de las fibras y eventualmente fracasando en la repolarización de los nervios, 

ocasionando una inhibición de la AChasa (Dembele el al. , 1999). 

Compuestos organo fosforados (neurotóxicos) promueven la inhibición de la actividad de 

AChasa causando la acumulación de acetilcolina (ACh) y la nerviación sináptica. Este lleva la 

destrucción del sistema nervioso central y eventualmente la muerte del animal (Rahman el al., 

2004). 
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Figl/ra 8: Modelo tridimensional del receptor nicotíllico di! ocerilcolintl. (GOI/OllglI , 1996) 
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4.8 Proteínas 

Las proteÚlas constituyen uno de los nutrimentos de mayor trascendencia en los seres vivos. 

Desempefian una amplia variedad de funciones que determinan en gran parte la actividad 

metabólica y morfológica de los seres vivos. Son los principales constituyentes nitrogenados 

de todos los organismos animales y vegetales. 

Éstas desempefian una amplia variedad de funciones, la más importante es la catalítica que se 

lleva a cabo a través de enzimas, todas ellas de naturaleza proteica y que participan en la 

mayor parte de las reacciones químicas celulares. La hidrólisis a la que son sometidos los 

nutrimentos en el proceso de digestión, la absorción de moléculas simples hacia el citoplasma 

de la célula. Su participación en el transporte de numerosas sustancias como los lípidos que se 

encuentran en el torrente circulatorio en forma de lipoproteínas. En general estas biomoleculas 

proveen de aminoácidos para la formación de proteÚlas corporales con lo que se pueden 

re sintetizar los tejidos que constantemente están en degradación. (Lehninger, 1990). 

Los pesticidas actúan sobre enzimas esencialmente de metabolismo oxidativo ocurriendo 

hipoxia en el organismo que habitan los cuerpos de agua, los carbohidratos son la principal 

fuente de energía durante los periodos crónicos de stress. La hipoxia resulta de los pesticidas 

alterando el metabolismo de los hidrocarburos, en los caracoles bajando la producción de 

energía, las proteínas son la alternativa de fuente de energía durante el estrés (Tripath and 

Singh, 2003) 
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4.9 MODELO EXPERIMENTAL 

4.9.1 Moluscos 

Corresponden un grupo de organismos bien reconocido y ubicado en la escala animal por los 

zoólogos, el cual resalta entre los invertebrados por mostrar una gran radiación adaptativa y 

notable plasticidad. 

El phylum Molusca animales de cuerpo blando (figura 9) incluye los caracoles, babosas, 

almejas, mejillones, ostras, pulpos y calamares. Solo los miembros de una clase son 

segmentados. Casi todos tienen simetria bilateral y concha protectora y de sostén hechas 

principalmente de carbonato de calcio. Ciertas estructuras, como el pie, se encuentran en todos 

los moluscos, los caracoles usan este para deslizarse sobre la superficie. 

Ellos se dividen en seis clases: Pelecypoda-almejas, ostras y otros bivalvos; Cephalopodos­

calamares, pulpos y nautilos; Gastropoda-caracoles y babosas; Polyplacophora-quitones; 

Scaphododa-colmillos de mar; y Monoplacophora-los que poseen concha plana (pérez, 1995). 

Figura 9: Estructuras del caracol (Marshall andwil/iams . 1985) 
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4.9.1.1 Características de la Concha 

En general los gasterópodos, son animales sin opérculo con la abertura de la concha sellada 

cuando esta retraído, el y su caparazón son dextrogiros (enrollados hacia la derecha). El 

caracol con concha enrollada en espiral levantada. Su coraza no succiniforme, la abertura 

puede no ser grande u oval, y silo es la concha no es delgada ni frágil, el pel10straco no 

presenta ornamentaciones espiraladas en forma de huellas. Concha del animal adulto grande, 

mas de 20mm en altura; columela usualmente bien desarrollada., torcida o en forma de pliegue 

(Burch y Cruz, 1987). 

Todos los moluscos de agua dulce secretan un exoesqueleto o concha externa constituida por 

carbonato de calcio, sobre la cual se forma una fina cubierta de material orgánico denominada 

periostraco, que le confiere un color variable desde el café claro al oscuro, pudiendo ser 

también grisáceo y a veces negro. En la figura 10 se muestra la estructura longitudinal de tres 

tipos de conchas (Pérez, 1995). 

e 

Figura 10: Tres conchas cortadas longitudinalmente mostrando la espiralización A. Turbo; B, Argobuccinum. Co, 

colurnnela; s.o, abertura de la concha; u, ombligo.( Marshall y Williams, 1985). 
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4.9.1.2 Características de los Euthyneura 

Son los más recientes estrictamente hablando, con nervios no cruzados, se basan en 

neofonnaciones secundarias y dislocaciones: como características tienen, concentración del 

sistema nervioso en la cabeza; acortamiento de los conectivos, por 10 cual dejan de cruzarse; la 

función respiratoria es adoptada por la pared de la cavidad paleal, con cambio a respiración 

aérea (pulmonados, Pulmonata) (Linder, 1989). 

4.9.1.3 Pulmonados 

Estos comprenden los caracoles terrestres costeros como otras tantas formas de agua dulce, y 

14 000 especies descritas están bastamente distribuidas por el mundo entero, tanto en las 

regiones tropicales como en las templadas. El grupo deriva su nombre de la conversión de la 

cavidad del manto en un pulmón. Los bordes de ella se han sellado al dorso del animal, 

excepto en cuanto a tma pequeña abertura en el lado derecho, llamada neumostoma. El 

permanece abierto, por regla general, durante todo el tiempo, y se abre y cierra con el ciclo 

ventilatorio. 

4.9.1.4 Nutrición 

Este grupo incluye herbívoros, carnívoros, alimentadores de suspensión y de materias 

orgánicas descompuestas, y parásitos. 
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4.9.1.5 Alimentación. 

Los hábitos alimenticios del grupo son variables. Muchas especies son herbívoras, y roen 

material vegetal con la rádula. Otras en cambio son predadoras activas y algunas son parásitas 

(Lincon y Gordon, 1989). 

Los Herbívoros, tienen rádula con el número mayor de dientes de todos los gastropodos (hasta 

150 dientes pequeños por hilera transversal) (Meglisch, 1981). 

4.9.1.6 Generalidades de la Alimentación. 

La radula es empleada casi siempre en la alimentación. La digestión es siempre, por lo menos 

parcialmente, extracelular. Con pocas excepciones, las enzimas para la digestión extracelular 

son producidas por las glándulas salivales, bolsas esofágicas, glandular digestiva, o por una 

combinación de estas estructuras. El estómago es la sede de la digestión extra celular, y la 

glándula digestiva de la absorción y la intracelular, si es que la misma tiene lugar. La 

movilización del alimento a lo largo del intestino se produce, por lo menos parcialmente, por 

medio de cilios. El alimento es movido más bien por conductos ciliados que por contracción 

muscular. 

4.9.1.7 Características del Cuerpo 

El cuerpo de los moluscos esta generalmente cubierto por un tegumento húmedo. El manto 

que secreta la concha, es lm pliegue de la pared corporal. Los caracoles solo tienen lm lóbulo y 

este forma tma concha univalva. Entre el y la pared corporal se encuentra la cavidad del 
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mismo (figura 11). En el adulto hay un celoma reducido en forma de cavidad pericárdica y 

otra para los órganos reproductores. 

La mayor parte de los gasterópodos y cefalópodos tiene mandíbulas. Todos los moluscos tiene 

un órgano raspador (radula) (por lo general se encuentra en la boca de la faringe). Consta de 

una hilera de dientes quitinosos que desgarran el alimento a medida que pasa por ellos . 

• 

Figura. 11: El caracol disecado parcialmen/e parar mostrar la abertura enforma de poro (neumos/oma) hacia 

el pulmón o ola cavidad del manto B, El pulmonado dulceacuícola, una lapa con branquia secundaria; vista 

ventral (Hames, /997) 

4.9.1.8 Respiración 

Esta se efectúa principalmente en las branquias y el manto. La mayoría de los caracoles de 

aguas dulces y terrestres (gasterópodos pulmonados) captan el aire en la cavidad 

vascularizada; Otros respiran por la piel. 
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4.9.1.9 Reproducción 

Los sexos generalmente están separados aunque ciertos grupos son hermafroditas. La mayoría 

de los moluscos producen gran cantidad de huevos. Después de la incubación, los moluscos 

sufren metamorfosis, que suele comprender un estado de larva trocofora que se transforma en 

una veliger, llamada así por una banda de cilios (o velo) localizada en la parte anterior de la 

boca. El velo es el órgano de locomoción y en parte es importante para la dispersión de las 

especies (Boolzotlan, 1991). 

4.10 Familia Lymnaeidae 

Estos gasterópodos tienen una distribución mundial, pero cabe hacer notar que su mayor 

diversidad específica esta localizada en el Norte de Estados Unidos y pru1e central de Cruladá. 

De manera característica las conchas muestran formas que pueden ser espiraladas o no, siendo 

las últimas con el aspecto de lapas, los de forma en espiral tienen sus conchas dextrógiras 

(pérez, 1995). 

Los tentáculos de Lymnaeidae son anchos, planos y triangulares en vez de ser largos delgados 

y filamentosos como sucede en los representantes de la frunilia Planorbide, Physidae y 

Ancylidae; no obstante y en contraste con las tres frunilias mencionadas todos los Lymnaeidae 

carecen de una seudo branquia respiratoria (Burch y Cruz, 1987). 

Los miembros de esta familia generalmente se distribuyen en la interfase agua-tierra, pero es 

de llamar la atención el hecho de que preferentemente vivan en las depresiones o 

hundimientos del suelo fangoso . Esto es ocasionado por las pisadas del ganado cuando éste se 

acerca a abrevar y/o rrunonear en las orillas del embalse (pérez, 1995). 
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4.11 Ciclo Biológico de Gasterópodos 

En su ciclo biológico se muestran características de comportamientos y de desarrollo más o 

menos similares durante la mayor parte del mismo. 

Las condiciones de temperatura ambiente en que se encuentran estos caracoles son 19 y 21 °C, 

las tallas son variables pero nunca menores a 7 milímetros, ya que esta última fue determinada 

y reconocida como la correspondiente a la madures sexual. 

La fecundación es interna y de tipo cruzada a consecuencia de su hernlafroditismo, la duración 

del apareamiento, tarda aproximadamente entre cuarenta y ciento veinte minutos. 

Posteríor a la fecundación, producen sus desoves (Fig.14 huevecillos desovados), entre los 

nueve y doce días siguientes a la cópula, lo que depende de la temperatura ambiente, dicho 

factor determina la variación en el tiempo de eclosión el 96% de veces. 

En el momento de la eclosión, tienen una talla no menor a 0.5 milímetros y aparentemente 

todos son iguales; no obstante en cuanto empiezan a desarrollarse los juveniles muestran un 

crecimiento desigual, de tal forma que algunos se tornan de mayor tamaño con respecto a otros 

en un mismo tiempo desde su salida del huevecillo, por lo que al término de 70 u 80 días, los 

individuos pueden mostrar tamaños de 7 a 12 milímetros sexualmente maduros. 

Cuando los organismos alcanzan los 7 a 8 milímetros de tamaño, adquieren la talla 

correspondiente a la primera madurez sexual y consecuentemente sobreviene el apareamiento; 

resulta interesante mencionar que durante la cópula los organismos de menor tamaño 

funcionan como macho y los más grandes como hembras, justificando con ello el 

hermafroditismo que presentan, es decir que en algunos individuos primero se desarrollen 

gónadas masculina, mientras que en otras primero maduran las femeninas, por requerir de 

mayor espacio corporal para el almacenamiento de los huevos obviamente son más grandes. 
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Existen dos fases de crecimiento en ellos, la primera es de incremento de biomasa en forma 

rápida que se manifiesta durante los primeros 125 días, en los Physidae y Lymnadea y en 150 

dlas aproximadamente para los Planorbidae; la relación de mortalidad aparece en las primeras 

dos semanas, posteriormente la mortalidad disminuye de los 120 hasta los 210 días, sin 

embargo existen penodos de alta mortandad durante el lapso de tiempo que dura el ciclo 

biológico (pérez, 1995).EI tiempo de vida es sumamente variable de uno a dos aftos para la 

mayoría de pulmonados de agua dulce (Barnes, 1997). 

Figura 12: Saco con huevecillos de 

Stagnicola palllstris 
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4.12 Clasificación Taxonómica 

Eucariota 

Metazoa 

Reino: Animalia 

Grupo: invertebrado 

Phylum; Mollusca 

Clase: Gasteropoda o Gastropoda 

Subclase: Euthyneura (Nervios no cruzados) 

Orden: Pulmonata o pulmonados 

Suborden: Bassomatophora 

Familia: Lymnaeidae 

Genero: Stagnicola 

Subgénero: Stagnicola 

Especie: palustris* 

* Identificación en el laboratorio de invertebrados acuáticos ENCB-IPN 
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4.13 Características del Caracol 

Stagnicola palustils (MiiUer, 1974) 

Este es una especie nativa de la presa Ignacio Ramú'ez 'ubicada en Toluca Estado de México. 

Este embalse fonna parte del sistema Lerma -Chapala el cual es W1 importante sistema 

hidrológico en México (Martínez, 2001). Es Wl molusco, gasterópodo, herbívoro con simetría 

bilateral, pulmonado, de la familia Lymnaei<h4e.. (Bames, 1977) el cual posee un pigmento 

respiratorio en la sangre que es una proteína llamada hemocianina, se caracteriza por poseer 

cobre en lugar de hierro (Cockrwn, 1967). 

El caracol Stagn;cola palustr;s sé identifico en 'él Instituto Politécnico Nacional en la Escuela 

Nacional en Ciencias Biológicas, estos organismos son de cáscara cónica con color marrón 

oscuro, la boca tiene una venda marrón rojiza ' dentro de la anchura Medida promedio 20 

milímetrospor 8.5 mm. , en la ilustración 12 se' muestra su figura. Su alimentación basada en 

plantas, él vive en agua dulce y tranquila, en. lugares fangosos o bancos. En. Europa se 

encuentra en África del noroeste y Asia (Lincoln y Gordon, 19.89). 

Figura. 13: Caracol SIQgnicola paluslris 
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4.14 Ubicación de la Presa Ignacio Ramírez 

El municipio de Almoloya de Juárez se localiza en la región 1 Toluca, pertenece al XIV 

distrito judicial con sede en la capital del estado, al Que corresponden los municipios de 

ToJuca, Metepec, Temoaya, Villa Victoria y Zinacantepec. Almoloya de Juárez colinda con 

seis municipios: al norte con San Felipe del Progreso e Ixtlahuaca, al sur con Zinacantepec, al 

este con Toluca y Temoaya y al oeste con Villa Victoria y Arnanalco de Becerra. Se localiza 

entre las coordenadas 90° 14' 20" Y 19° 33' 01 " de latitud norte y 99° 42' 07" Y 99° 56' 13" 

de longitud oeste(figura 14). La presa se ubica sobre el rió de la Gavia a 25 Km 

aproximadamente al noroeste de la ciudad de ToJuca, 3 Km. aguas arriba de la influencia con 

el rió Lerma, en el municipio de Almoloya de Juárez, Estado de México Ella descansa en el 

ejido Salitre de Mañones, San Agustín CitlaJi y San Antonio. 

-+ 

Figura 14: Mapa de Ubicación de A1moloya de Juárez (Muñoz, 2003). 
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4.14.1 Extención 

El municipio de Almoloya de Juárez está ubicado en la parte nor-occidental del Estado de 

México, perteneciente a la región 1 Toluca, extensión que representa el 17.0% del total de la 

región; cuenta con una superficie de 483.8 kilómetros cuadrados; y en la entidad ocupa el 

2.2% del territorio estatal. y se encuentra a una altitud en la cabecera municipal de 2,600 

metros sobre el nivel del mar. 

Se localiza entre las siguientes coordenadas geográficas: 

La altitud promedio del territorio municipal es de 2,600 metros sobre el nivel del mar. 

4. 14.2Clima de Almoloya de Juárez 

El clima es templado subhÚInedo, frío con lluvias en verano y parte del otoño, la temperatura 

media anual de 100 a 140 C y una precipitación total anual de 1000 a 1200 mm. 

4. 14.3 Caracteristicas de la Presa 

Con el propósito de aprovechar las aguas del rió "La Gavia" para riego, se construyo en 1965 

la Presa Ignacio Ramírez, la cual tiene una capacidad total de 2,548.40 millones de m3, sin 

embargo el almacenamiento máximo es de 20.5 millones de m3 
. 

En la presa Ignacio Ramilez el pH promedio es de 6.5, con un contenido de materia orgánica 

de 4.9% (Lincoln y Gordon, 1989). 
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los cuerpos acuáticos se pueden producir derrames de petróleo, en donde son liberados los 

hidrocarburos poli cíclicos aromáticos. cuya degradación a través de microorganismos es a 

menudo lenta, lo que conduce a su acumulación en los sedimentos, suelos, plantas acuáticas y 

terrestres, así mismo en peces e invertebrados. Considerando que el fluoranteno es uno de los 

seis hidrocarburos más frecuentes en dichos derrames y esto causa un problema en la biota 

acuática por esta razón es importante analizar y conocer el efecto de este compuesto a nivel 

de las enzimas ACHasa, EROD y la concentración de proteínas sobre un organismo acuático 

como el caracol Stagnicola sp, ya que estos bíoindicadores de daño mantienen la homeostasis 

del organismo. 
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6 JUSTIFICACIÓN 

La contaminación de cuerpos de agua por petróleo puede producirse por transporte del 

mismo y por actividades antropogenicas, lo que confiere a que se bioconcentren y 

biocumulen, los compuestos alcanzando concentraciones dafiinas. 

Considerando que los hidrocarburos producen toxicidad en la biota, es necesario evaluar los 

efectos tóxicos ocasionados por estos en particular del fluoranteno, ya que es uno de los 

elementos que es detectado con mayor frecuencia, ya que pennitirá evaluar el riesgo que se 

tiene de este compuesto presente en el cuerpo de agua. 

41 



7 HIPÓTESIS 

Si el fluoranteno es tm hidrocarburo, neurotóxico, mutagénico, carcinogénico y teratogénico, 

entonces al ser derranlado en un cuerpo de agua producirá daños sobre la biota, provocando 

a nivel bioquímico una alteración en biomarcadores de daño tales como la actividad 

enzimática de EROD, Acetilcolinesterasa y el contenido de proteínas en StagnicoJa sp. 

42 



8.1 

8 OBJETIVO GENERAL 

• Evaluar la toxicidad del tluoranteno en Stagnicola sp a nivel bioquímico . 

Objetivos Particulares 

• Detenninar la actividad basal de Acetiicolinesterasa y EROD en Stagnicola sp. 

• Cuantificación en proteínas a nivel basal. 

• Determinar la actividad de Acetilcolmesterasa y EROD en Stagnicola sp , 

resultante de la exposición a concentraciones subletales de fluorantello. 

• Cuantificación en Proteínas resultantes de la exposición a concentraciones sub letales 

de fluoranteno. 
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9 MATERIAL Y MÉTODOS 

9.1 Obtención y Mantenimiento del Organismo de Prueba 

Se colectaron los organismos en la presa Ignacio Ramírez, en época de estiaje (Enero­

Febrero), incluyendo individuos de talla 0.5 a 1 cm. Estos se capturaron con lila red para 

peces de acuario, se transportaron en una pecera con lliO de la presa. En el laboratorio se 

pusieron a detoxificación en agua dma (2.4 g de Mg S04, 3.48g de NaHC03, 16 g de KCI y 

2.4 g de CaS04.2H20 todo ello disuelto por litro de agua bidestilada), el primer día con agua 

de la presa el segundo día agua de la presa 50% yagua dura 50%. Se les alimentó con 

lechuga cada tercer día con oxigenación constante al igual que recirculación constante. El 

acondicionamiento se dio en el transcurso de tma semana. Las caracteristicas fisicoqtúmicas 

del agua de cultivo fueron: pH 7- 8, safuúdad de 0.5-0.4 ppm, y temperatura de 18-

25°C(Figura 15). Para las pruebas se utilizaron los organismos adultos capturados en la época 

de esti~je (enero-tebrero). 

Figura 15: Sistemll de mllntenimiento del caracol Stagllicola ~p 
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9.2 Toxicidad Subletal 

Se realizo un prueba de la toxicidad sub letal colocando 10 caracoles en cada lote con cinco 

repeticiones de los ell.1ractos, Se colocaron 10 organismos testigo los cuales solo estuvieron 

en agua dura, 10 caracoles en control con cinco lotes solo con los solventes hexano/acetona 

1: 1, para cada concentración y 10 animales en la solución problema con cinco 

concentraciones de 17 a 40 )J.gIL de fluoranteno disuelto en hexano/acetona 1: 1 con cinco 

lotes cada concentración. Después de 24, 48, 72 Y 96 hr. se determino el número de 

organismos muertos. Las concentraciones utilizadas fueron tomadas de una solución 

fluoranteno-haexano/acetona 1: 1. Las concentraciones para intoxicar fueron tomadas de una 

solución de 10 mg de fluoranteno en 1 litro de hexano lacetona de ellas se intoxicaron con un 

volumen de 85 /JI, 1 OO)J.I, 150~tl y 200/JI, para después determinar AChasa, EROD y 

proteínas. 

1) 85 ).11 (que corresponde al promedio de los valores máximos y mínimos detectados en 

agua 17 IlgIL). 

2) 100)J.I (que corresponde al valor máximo detectado en agua 20 )J.gIL) 

(Díaz, 2001). 

3) 150 ~ (que corresponde al promedio entre el limite permisible y el valor intermedio de 

máximos y mínimos detectados en agua 0.0015mgIL, el cual fue modificado a criterio de 

30 )J.gIL) 

4) 200 /JI (que corresponde al limite permisible de fluoranteno para agua, que es de 40 )J.gIL) 

(Díaz, 2001). 

Después de 96 hr., se retiraron los hidrobiontes y se homogeneizaron para determinar la 

actividad de AChasa y EROD con su correspondiente concentración de proteínas. 

Trabajando una concentración por día con un bíomarcador. 

Se procedió a optimizar el método de proteínas, acetilcolinasterasa, y EROD. Se utilizo la 

cantidad de biomasa mas adecuada 19, del Stagnicola sp. Se ajustaron los reactivos con 

respecto a la biomasa así como los tiempos. 
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9.3 Determinación de Acetilcolinesterasa (AChasa) (Ellman et al, 1961). 

Se pesó 1 g de organismo sin concha, agregando 1:4 de amortiguador de fosfatos (Buffer 

100mM pH 7.4), se maceró en frío, posteriormente se centrifugó a 9000rpm por 15min, se 

obtuvo el sobrenadante y se volvió a centrifugar en las mismas condiciones. 

Se tomó 0.1 mL de sobrenadante, y se agrego 0.6 mL de yoduro de acetilcolina (lM) y 0.6mL 

de 5-5 ditio bis (2-ácido nitro benzoico)(3,3··-6)DTNB (1M), se incubo a 37°C por 20 min ,se 

adiciono 0.5 mL de salicilato de eserina (O.1M) y al final se leyó la absorbancia en el 

Espectrofotometro Perkin-Elmer LS-3B a 4l2nm. 

Se realizo una curva estándar de colina, con 0.1, 0.2, 0.4, 0.5 Y 0.6 mL de solución de colina 

lmM, se llevaran a 0.6mL con lliO desionizada y se adiciono 0.6 mL de DTNB. Se incubo a 

37°C por 20 min., después de este periodo se agregó 0.5 mL de salicilato de eserina(O.IM). 

Posteriormente se interpolo la absorbancia en la curva estándar y se realizaron cálculos para 

expresar el resultado en nmol de AChasa hidrolizada /mg de proteína/20min. 

9.4 Determinación de EROD (Parrott et al, 1998) 

Se peso 19 de tejido se agregó 10 mL de solución "A" Buffer, homogeneizando en frío en el 

aparto Glas-Col, se centrifugo a 9 000 rpm 20 min a 4°C. A 10001 del sobrenadante se le 

agregó 0.25 mL de 7-etoxiresorufin (O.OOOOIM) disuelta en dimetilsulfoxido, 0.7 mL de 

NADPH ( adenin difosfato hidratado 0.001M), 1.25 mL de BEPES (N(2-Hydroxyethyl) 

piperazine-N-(2- ethanesulfonic acid O.lM), 0.25 mL de sulfato de magnesio(O.OIM), O .1 

ml de solución de albúmina (O.1g/lOmL agua) . 

Se incubo 15min a 25°C, adicionando 3.2 mL de metanol frío, se centrifugo a 4000 rpm 15 

mm. 

Se transfirieron a la celda el sobrenadante leyendo la fluorescencia a 530/588nm de 

absorbancia, excitación/emisión. Se realizó la curva estándar de resorufin (PM 235.2 g/mol) 

Se peso 35.28 mg de resorufin y se llevo a 10 mL con tris-HCL (50 mM PH 7.5). De esta 

solución se añadió 2,4, 6, 8 y 10 ,.d, llevándolos a 10 ¡.Ll con agua desionizada, adicionando 

0.7 mL de NADPH (0.001M), 1.25 mL de BEPES (O.lM), 0.25 mL de sulfato de magnesio 

(0.01M), O .1 m de solución de albúmina (0.1 g/l O mL agua). 
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Se adiciono 3.2 roL de metanol frío (para parar la reacción), incubando 15 mino a 25°C, se 

medio la fluorescencia en un espectr6metro de fluorescencia Perkin-Elmer LS-3B a 520/585 

nm . Ajustando a cero con blanco sin resorufma. 

Se realizaron los cálculos par expresar el resultado en nanomoles de EROD/ mg de proteÚla/ 

15min. de incubación. 

9.5 Determinación de proteínas (Bradford., 1976) 

Se peso 19 de tejido húmedo machacando en frío, se agrego 4 roL de Buffer P04= (l00mM) 

pH 7.4, centrifugando a 9000rpm por 15min, se tomo 2501 de sobrenadante, llevándolo a 

100 111 con agua desionizada, se agrego 2.5 mI... de reactivo de Bradford (100mg de azul de 

Commasie (azul G250) ,100ml de ácido fosforico, 50ml de etanol al 95%, esto se llevo a II... 

con agua deshionizada) . 

Se agito y se dejo reposar 5 mino 

Se leyó la absorbancia a 595 nm en el Espectrofotómetro Perkin-Elmer LS-3B 

y se interpolo con la curva patrón de albúmina sérica, se analizaron los cálculos para 

expresar los resultados en unidades de miligramos de proteÚla por gramo de tejido. 

Se preparo una curva patrón por duplicado con 20¡.tl de albúmina +80 111 de agua y 2.5 mL de 

reactivo de Bradford, 40 ¡.tI de albúmina +60 111 de agua y 2.5 mI... de Bradford, 60 J.1l de 

albúmina +40 J.1l de agua +2.5 mL de Bradford, 80 J.1l de albúmina +20 J.1l de agua +2.5 mL 

de Bradford y 100 111 de albúmina +2.5 mL de Bradford. 
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9.6 DiagramadeFlujo 

Colecta de organismo en la Presa 
Ignacio Ramírez 

Adaptación de los organismos en peceras en el 
laboratorio 

Optimización.demétodos para 
Acetilcolinesterasa, ERODy Proteínas 

Aplicación de dosis subletales 

.. Determinación de 
Acetilcolinesterasa 
por el método 
ElIman1960 

Determinación 
de EROD por 
el método de 
Parrott et al, 
lOOR 

Determinación de 
Proteínas por el 
método Bradfor 
1976 

I 1 
Evaluación del daño del fluoranteno y análisis de 

resultados 

48 



10 ANÁLISIS DE RESULTADOS 

Los resultados de la evaluación de toxicidad en Proteínas, EROD así como en AChasafueron 

sometidos a un modelo de análisis de varianza, con el fin de detectar diferencias significativas 

y posteriormente se efectúo la prueba de Barlett' s, Levine y en algunos casos T de Students. 

11 RESULTADOS 

Para la evaluación de la actividad de AChasa para Stagnicola palustris tratada y control así 

como testigo (Cuadro 1, figura 16) se observo un incremento del 32% para la concentración 

de 0.0008mg de f con respecto a el control, mientras que para la concentración de O.OOlmg 

de f se obtuvo un incremento del 58%, al igual que para la concentración de 0.0015 mostró un 

aumento de 13% en la actividad enzimática, la concentración de 0.002mg de f se hallo IDI 

decremento del 15% en la actividad de AChasa con respecto a su control. 

Cuadro 1 Resultados de la actividad de AChasa con su desviación a 96 hrs. de intoxicación 

con fluoranteno. 

Concentraciones Promedio 

AChasa nmol/mg/min desvest 

testigo 2,7082E-07 I,OI88E-07 

Controll7 3,4102E-07 1,6699E-07 

17 ~glLdef 4,5012E-07 9,2922E-08 

control 20 2,5492E-07 7,2321E-08 

20 ~g1Lde f 4,0234E-07 I 1,6735E-07 

control 30 4,9525E-07 9,OO39E-08 

30 ~glLde f 5,6122E-07 1,8747E-07 

Control 40 5,5271E-07 6,0674E-08 

40 ~glLde f 4,7372E-07 4,5589E-08 
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El efecto del fluoranteno en AChasa como puede observarse en la figura 16 Y tabla en las 

concentraciones de 17, 20, 30 ¡.tgIL de f se incremento la actividad de la enzima. Sin 

embargo el efecto inhibición ocurrió en la concentración de 40 ¡.tgIL de f siendo esta la más 

alta concentración. 
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Figura 16 Re.mltaJos de la actividad de AChasa en el caracol Stagnicola palustris en distintos tratamientos a 96 

hrs de exposición 
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En la siguiente figura 17 se observa como la concentración de 17 ¡.¡g/L de f tiene un aumento 

en la actividad enzimática de AChasa con respecto a su testigo, la concentración de 20 ¡.¡g/L 

de f aumenta con respecto a su control al igual que la concentración 30 realiza un aumento en 

la actividad de la enzima con respecto a su control. La concentración de 40 ¡.¡gIL de f tiene 

una inhibición en la actividad de la enzima con respecto a su control. 
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Figura 17 resultados de la actividad de AChasa según el modelo estadístico. Con diferentes 

concentraciones, como resultado de 96hrs. de exposición a fluoranteno en el caracol 

Stagnicola palustris. Donde elles el testigo, 2 es igual al control 17, el 3 es el problema 17 

J.lg/L de f, el 4 es el control 20 el 5 es el problema 20 J.lg/L de f, el 6 es el control 30, el 7 es el 

problema 30 J.lg/L de f, el 8 es el control 40 , el 8 es el problema 40 J.lg/L de f 
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En la Figura 18 se muestra la comparación del control contra el testigo y muestra que los 

solventes tiene un efecto de elevar la concentración proteica. 
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Figura 18 Resultados en actividad de AChasa, control contra testigo realizados en el 

programa estadístico. Con exposición a fluoranteno en Stagnicola palustris durante 96hrs. 
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La figura 19 muestra la concentración de proteínas en la determinaci6n de AChasa esta 

varia. La concentración 30 ~lgIL de F y 40 ~LgIL de F tiene una disminución casi nula en la 

concentración con respecto al control, mientras 17 y 20 Jlg/L tiene una disminución muy 

severa en la concentración proteica, con respecto al control. El análisis estadístico determino 

que no hay diferencia estadísticamente significativa entre tratamiento (igualdad de varianzas) 

proteínas en la rnedicion de AChasa 
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Figura /9 Resultado del contenido de proteínas con respecto ala actividad dI! AChasa en los diferentes 

tratamientos con exposición afluoranteno dllrante 96hrs en el caracol Stagnícola palustris 
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La figura 20 muestra como la concentración en proteínas en la evaluación de AChasa , donde 

4) 30 ~gfL de F y 3) 40 ~gfL de F tienen una mínima disminución de proteínas con respecto 

al control sin embargo para 2)17 ~gfL de F Y 3) 20 ~gfL de F hay una disminución 

apreciable. 
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Figura 20 resultados estadísticos de proteína como resultado de la actividad en AChasa con diferentes 

concentraciones de fluoranteno durante 96hrs en el caracol Stagnicola palustris. 
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Los resultados obtenidos en la evaluación de la actividad de ERODen Stagnicola palustris 

tratado y control mostraron {cuadro 2 y figma 21) decrementos del 13% en la concentración 

de 17 ~gIL de f con respecto al control, mientras que para el problema 20 DgIL de f se 

encontró un decremento del 31 %, para la concentración de 30 ~g!L de f se hallo un aumento 

del 23% en la actividad de la enzima, para la concentración 40 ~g!L de f se mostró un 

aumento 1lIUy elevado del 9&% con respecto al control en la actividad enzimática. 

Cuadro 1 Resultados de la actividad de EROD con su desviación a 96 hrs. de intoxicación 

con fluoranteno. 

EROD nmoVmg/min des.vest 

Testigo EROD 0,00047626 3,7083E-OS 

Controll7 0,00\38639 1,7486E-05 

17 J.lgfLde f 0.00120567 4.1087E-05 

Control 20 0,00129107 4,0833E-05 

20 J.lgfLdef 0,00088747 2,748IE-05 

Control 30 0,00050493 2,5454E-05 

30 ~gfLde f 0,00062372 1,7105E-05 

control 40 9,0021E-05 

0,00017838 
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En la figura 21 se puede apreciar que para las concentraciones de 17 11g!L de f y 20 11g/L de f 

hay \ID efecto de inhibición de la enzima mientras que para las concentraciones de 30 y 40 

l1g!L de f, hay un aumento en la actividad enzimática. 
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Figura 21 resultados pllJ1l' la actividad' de EROD· en diferentes concentraciones de fluoranteno' durante 96 hrs. de 

exposición, en. el caracol Slagnicola pall/stris. 
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En la figura 22 -según el programa estadístico se observa que el eontroltuvo un efecto de 

inhibición para las concentraciones de 17 y 20 J.lg/L de f, mientras que para las 

concentraciones de 30 y 40 J.lg/L de f se observo un efecto de awnento en la actividad de la 

enzima (EROD) con respecto a su control de cada una . 
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Figura 22 resultados estadístic().'j. de la actividad de ERO en diferentes concentraciones de 

jluoranteno durante 96hrs en el caracol Stagnicolapalustris. Donde el valor 1 es el testigo el 

2 es el control 17, el3 es el problema 17 mglL de ¡: el 4 es el control 20; el 5 es el problema 

2f)mglL de f, el6 es el corrtrol 30; el7 es e/problema 30 mglL de j; el8 es el control 40, el9 

es el problema 4(Jmg/L de f 
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En la Figura 23 se observa la concentración en proteínas en el tratamiento de 20J.Lg/L de F 

esta awnenta lID 100% con respecto a el control , teniendo para 17 J.Lg/L de F l11l aumento 

mínimo ,mientras que para JO no hubo cambio apreciahle y para 4"()J.Lg/L de F una 

disminución. 
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Figura 23 Resultados del contenido de proteínas con res peciO a la aetividad de EROD en los diferentes 

tratamientos con exposición a fluoranteno durante 96 hrs en el caracol Sfagnicola paluslris. 
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Figura 24 Resultadosestadisticos de la actividad de proteína en control y testigo con respecto 

a la actividad de EROD en diferentes concentraciones con fluoranteno durante96hrs en el 

caracol Stagnicola palustris. 
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Figura 25 resultados. estadlsticos en la cantidad de proteínas. con respecto a la actividad de EROD en diferentes 

concentraciones con fluoranteno durante 96hrs en el caracol SlagpicoJa paJuslriS. Donde la caja 1 es el control 

mayor de IDA Y 1a 2 es igual a J 7, la 3 es igual a 20, 1a 4 es igual a 30, -¡a S es igual a g 40 mgfL de f. 
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La 'cuantificación de proteínas totales para Stagnicola palustris tratado, control, así como 

testigo:(Cuadro 3 , ñgura 26) se observo llll incremento para la concentración de 17 ~LgIL de f 

del 71% , mientras que para la concentración del 20 )lgIL se obtuvo un aumento del 275 en la 

concentración, para la concentración de 30 Ilg/L se haTIo llll aumento del 3% y finalmente para 

la concentración de 40 ¡.¡gIL de f se mostró un decremento en la concentración de 4 % . 

Cuadro 3 Resultados de la cantidad de Proteínas Totales en mg para el caracol Stagnicola 

palustris a 96 hrs de exposición a Fluoranteno. 

Concentracw.n Proteínas mg 

promedio- desvest 

testigo 0,18586315 0,06322011 

I 

Control l7¡.¡glL 0,17265361 0,04431419 

Problema 17)lglL 0,21785006 0,04923473 

ControI20)lg/L 0,30022619 0,11407214 

problema2o.)lgIL 0,32942754 0,0875394 

control30flgIL 0,26230398 0 ;08241998 

problema30)lgIL 0,2454231l1 0 ;0890937 

I 

control40¡.¡gIL 0,23002507 0,10988087 

problema40)lgIL 0,2408651 0,08908226 
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Grafica 26 de la cuantificación de protelnas totales en Stagnic01a sp a 96hr de exposición a 

fluoranteno 

En la grafica 26 se muestr.a .un .awnenl0 para las concentraciones de 17 y 2QO ¡.¡gIl de 

Ftuoranteno, se observa una baja·en [a·conoentración de 30 ¡.¡g/L·de F. 
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12 DISCUCIÓN 

El ambiente acuático es alterado por la incorporación de químicos, como resultado de \ma alta 

tecnología y desarrollo industrial. Los cuerpos de agua hoy están cargados con cerca de 60.000 

diferentes químicos. Los análisis químicos no siempre revelan el impacto de la contaminación 

química en el mismo (Arinc el al., 1994). 

En la determinación de toxicidad letal de malation reportados- por Galar (1999) en caracol 

Stagnicola sp. a 72 hrs. Reportaron un valor de' CL50 en agua 0.0893- ppm, En el presente 

estudio se ernxmt:ró un valor en el caracol StagnicoJa paJustris de 39.528 X 10'-5 mg de 

fluoranteno. Estos resultados sugieren que este contaminante es mucho mas toxico que tos 

insecticidas orgfano fosforicos y por lo tanto tiene una atta tasa de acumulación en la cadena 

alimenticia y en los ecosistemas. 

12.1 Acetilcolinesterasa 

La determinación de la ac.tiYidad de ACHasa usada en estudios de biomonitoreo ambiental 

·como biomarcadores y bioquímica, indican ·efectos ·del medio principalmente por los 

xenobioticos y esto ·constituye una herramienta para evaluar la exposición de ·contaminantes. 

(Voel, 1992). 

En el trabajo de Rayen, (1986) evalúan la contaminación de algunos sitios en el litoral 

Tunisian, con organismos en diferentes condiciones 'ambientales para la determinación de su 

condición -fisiológica en la ACHasa,para la evaluación del medio ambiente. La variación 

espacial de la actividad de la enzima en el control se encontró valores de '8 nmol/minlmg 

proteína sin embargo en el1ago 'Faroua se encontró un valor de 3 nmol/min/mg proteína, En 

Jemil el valor encontrado fue de 2.5 nmoUminlrng proteína;. en el canal de Tunis de 6 

nmol/min/mg proteína; en el lacustre North Lac se encontró 7 nmoUmin/mg proteína. 
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Los resultados comparativos de la actividad de la enzuna en tejidos, demuestran 

contaminación por exposición a hidrocarburos durante el periodo de la investigación. Los 

valores encontrados en el cuerpo de agua Faroua son indicadores de contaminación en la 

glfmdula digestiva por alimentos contaminados por hidrocarburos. 

En otro" estudiO" demo-stró que AChasa fue inhibida por el agua de la laguna llizerte al 

compararla con otros sitios . Trabajos previos reportados de este lugar demostraron que este 

cuerpo de agua fue altamente contaminado por pesticidas e insecticidas de los deslaves en 

agricultura ya que la actividad de la enzima era mayor (Dellali, 2001). 

Inhibición in vitro de ACHasa por compuestos Organo fosforados (OP) en varios tejidos ha 

sido demostrada en diferentes estudios. Estos pesticidas usados extensivamente en la 

agricultura, éstos tienen un efecto de inlul>ición en la actividad de AChasa (Annan, 2004).En 

sitios de contaminación marina, se han detectado un gran nunlero de compuestos que afecta al 

ecosistema por inhibición de su actividad por pesticidas y por metales pesados. en medio 

marino.(Narbone 2001). 

Coppage and Matthews (1974) reportan que los pesticidas organofosforados y carbamatos 

inhiben la actividad de ACHasa y causan muerte a los organismos. 

Dembele y colaboradores, en 1999 reportaron que la actividad de AChasa en vivo en 

diferentes tiempos de exposición sobre cerebros de carpa, tiene una inhibición por 

insecticidas como son el carbono furano y ChIorofenovinfos. 

Los compuestos de eserina se reportan como un inhibidor de la actividad de ACHasa en 

presencia de BW284C51 (Sine el al., 1992; Sylver, 1974; Vigny el al., 1978). 

Hoffman el al., (l990), Asís et al., (1993), Martinez-Tabche el al. , (1993)and Kufcsak el al., 

(1994) reportan que elementos como boro, cadmio y cobre incrementan la Acetilcolinesterasa 

en diferentes organismos expuestos a estos metales. 

Scaps et al., (199-7) reportaron inhibición de esta enzima en pez Nereis diver8icolor 

Los efectos de eserina y BW284C51 en la .actividad de ChE de M gallopro.vincimis 

haemolymph. La .eserina inhibió ~ompletamente .la actividadenzimática ~uando fue probada 

una concentración baja (O.006mM) significa que inhibió la actividad enzimática (García el al., 

2000). 
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Bajas concentraciones (intervalo 10-5 M) de la carbamata eseJÍna inducen la inhibición de ChE 

(Eto 1974). Este hecho permitió distinguir ChE de esterasas no específicas, que no son 

inhibidas por este compuesto. ·En estudios con biomarcadores, este conocimiento es muy 

importante cuando los tejidos podrían contener cantidades significantes de estereasas no 

específicas, lo que contribuye a la actividad medida y tal vez más o menos sensitiva que ChE 

para· anti-colinesterasas químicas (García et al., 20nO). 

En el presente trabajo con respecto a la actividad de Acetilcotinesterasa en Stagnicola 

patustris, se obtuvo un aumento en la actividad para las concentraciones d", 10 , Oal igual que 

para 30 Og/L de Fluoranteno. Estudios realizados por Bayen (1986) coinciden con los 

resultados de este trabajo. Posteriormente una disminuc.ión en la concentración 40 Cg!L de 

fluoranteno, todos -eIloscon respecto al control.. En la mayoría de los trabajos reportados se 

presenta una tendencia de inhibición de la actividad de AChasa, un trabajo que reporta el 

incremento es Martmez-Tabche -(1993) y Kufcsak et al., 1992; este incremento se da-por 

elementos como boro, cadmio y cobre. 
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12.2 EROD 

La inducción de citocromo p4501 A ydeestas actividades monooxigenasa,es decir actividad 

dearilhidrocarbon hidroxilasa{AHH) y 7-ethoxyresorufmo-ditilasa (EROD), en pez por est-os 

químicos son probablemente los más frecuentemente usados c-omo medidores bioquímicos en 

hiomonitoreo demedio.ambiente contaminado.. (Arinc et al.,. 1999). 

Algunos estudios recientes han empleado. EROD co.mo. un bio.marcado.r po.tencial po.r 

exposiciónxenobiótica en pez. (Arin.c el .a1~1999). 

Después de exponer células '0. tejidos de mamífems en ~tivos con ·ciertosquimico.s, la 

actividad enzimática de la AHH el sistema incrementó y diferentes fo.nnas decitocromo.-p45-0 

frIeron sintetizadas. Este proceso. de inducción tal vez produce lID impo.rtante mecanismo. de 

deto.xificación de lo.s químico.s po.r una parte, o. en alguno.s o.tro.s caso.s provee un sendero hacia 

la fo.nnación de intennediario.s carcino.génico.s. 

Cuando un individuo esta expuesto HAP' S- se produce un incremento en la síntesis de todos 

lo.s co.mponentes del sistema incluyendo CP450- y proteína. 

Dato.s con respecto. al efecto. del pH en EROD en G. pulex indican que su actividad es máxima 

en el intervalo de pH 7.0 - 7.8, decreciendo hacia valores alto.s. Otro.s resultados similares, han 

reportado que la actividad de EROD en intestino., hígado. y pulmón de rata, fue máxima en un 

intervalo. de pH 7.8 y declina con valores altos de pH. 

Las actividades industriales urbanas impactan altamente la calidad del agua. Esto ha sido gran 

generador de contaminantes orgánicos. 

Dikari, (1992) demostró que la inducción de EROD en hígado de pescado. ha sido. inlubida por 

la aplicación simultánea de carbón tetracloruro.. 
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En contraste para EROD su inducción a sido detectada en muchosestudios-(Arinc y Sen 1999, 

2000), se observo \IDa ligera inhibición de la enzima. En algooos casos, \ID consumo alto de 

contaminantes inhibe la acción de EROD. (Kutlu and Susuz, 2003). 

En el presente trab¡Yo la actividad de EROD tuvo una inhIbición con respecto su control las 

concentraciones 17 1lg!L Y 20 1lg!L núentras que para las siguientes concentraciones 30 .Jlg!L Y 

40 ¡.lg/Lde F -ea -el cua113 actividadenz.imáticaobservo un aumentó, correspondiendo -este con 

los trabajos deportados con anterioridad donde -se reporta un aumento en la actividad de 

EROD, concluyendo que tiene m\ efecto en la actividad enzimática y este efecto tóxico 

depende de la concentración. 

En los resultados obtenidos en el trabajo presente en el la foOlla estadística según la prueba de 

Levene (igualdad de varianzas) la p es mayor .a 0.05 la Ho no se rechaza Ho = 

01=&2=&3=& ... , esto es que no hay diferencias significativas en las diferentes 

concentraciones. 

12.3 Proteínas 

Las proteínas son cadenas de moléculas fuOlladas por otras moléculas más pequeñas llamadas 

anllnoácidos. Cada lillO representa lill eslabón en la cadena. Ellas tienen lilla gran diversidad a 

nivel molecular, foOllan células, teJidos, órganos y organismo individuales. También son 

fuente de energía en los organismos durante periodos críticos de stress (Smallwood y Greell,-

1914). 

Los resultados del estudió de efectos tóxicos de dímetil y carbariI dos pesticidas sobre el 

Metabolismo de proteínas en el caracol de agua dulce Lymnaea acuminata , estos pesticidas 

tienen alteraciones .en los niveles totales .de proteína los niveles son muy reducidos en 

hepatopancr-eas después de la exposición a 24 hrs. Y 96 hrs{Tripathiand Singh, 2003) 

Los resultados obtenidos en el estudio de toxicidad subletal realizados por Galar (1999) se 

demostró que la. proteína en caracoles. Stagnicola sp. expuestos a maJation O .05pp~ se 
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observo a 10 largo de todo e} -estudioqueeste parámetro muestra un incremento paulatino -con 

respecto al tiempo alcanzándose la concentración máxima a las 72 brs., siendo el incremento 

de 79.3 7% con respecto al control, ellos concluyen que el malation tiene un efecto de 

inducción en la concentración de proteinas (Galar, 1999). 

Begum y Vljayaraghavan (1-996), quienes encontraron que el djmetoato, un órgano fosforaOO, 

produce disminución en la concentración de proteínas de Clanas batrachus. 

Ene! presente ·trabajo ene! organismo Stagnicola palustris se encontró que hay un aumento 

en la concentración proteica en las ooncentraciones de 17, 2·0 Y 301!g!L de F para la 

actividad de AChasa siendo la máxima en la concentración de 171!g!L de Fllloranteno 

sucediendo la ilihibición en la concentración mas alta de 40 1!g!L de F , ellas con respecto al 

control, concluyendo que a mas altas concentraciones se llega a un punto de disminución en 

la concentración de proteínas esta a poyado por Begwl y Vijayaraghama (1996). 

En este se encontró que para la actividad de EROD las 5 concentraciones tuvieron tm 

aumento en la cantidad de proteínas puede apoyarse con los estudios realizados por Galar 

(1999). 

En el trabajo reportado para el caracol Lymnaea acuminata los niveles de proteínas son 

reducidos enhepatopancreas por pesticidas, con esto se puede concluir que el fluoranteno 

tiene un efecto de reducir las concentraciones de proteínas en Stagnicola palustrís anterior a 

lo que se encontró. 
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13 CONCLUSIONES 

Con hase en los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye lQ siguiente: 

.:. La actividad de Acetilcolinesterasa estimada en Slagnicola paluslris expuestos con 

fluoranteno-en distintas concentraciones muestran un notable incremento de 40 O giL 

de F se presenta una baja en la actividad enzimatica, por lo cual se puede concluir que 

este xenobiotico tiene una toxicidad que esta influida por lá concentración del 

hidrocarburo, sobre el caracol ocasionando alteración en este biomarcador . 

~:. La actividad deetoxiresorufin-o- illetilasa evaluada en Slagnicola pa/ustris 

intoxicados con fluoranteno a diferentes concentraciones presenta ,ma disminución en 

la actividad para las concentraciones de 15 y 20 pg/L de F, Y lm amnento en la 

actividad para las concentraciones de 30 Jlg/L de F y 40 Jlg/L de F. 

.;. La concentración de proteínas en el gasterópodo Stagnicola palustris con respecto-a 

AChasa la cuantificación de proteínas para 17, 20 Y 30 Jlg/L de F existe tIIl amnento 

en la cantidad de las mismas, mientras que en concentraciones mayores a 40 Jlg/L de F 

se presento una disminución en la concentracióll, provocando dafios a nivel 

bioquímicos . 

.:. La concentración de proteínas en caracoles Stagnicola palustris intoxicados con 

fluoranteno se ve alterada con un Incremento en la concentración de las mismas, 

donde estas fueron cuantificadas para la detennínación de EROD . 

• :. Existe tm aumento en la cantidad de enzima que es sintetizada, ocasionado 

fulldamentahnente por el propio sustrato sobre el que esta actúa al aumentar 

reguerimientos de esta se modifican los mecanismos reguladores de la síntesis 

proteica, .se incrementa en forma especifica 

~:. Podemos -concluir que el fluorant~tiene un efecto tóxico sobre el organismo y que 

la toxicidad del depende de la concentración 
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