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RESUMEN   

 
La Zona lacustre de Xochimilco, considerada patrimonio cultural de la humanidad y 

Humedal RAMSAR por su importancia en el sustento y mantenimiento de la biodiversidad, 

presenta una grave y compleja problemática ecológica en la cual se inserta el riesgo de 

extinción ecológica del ajolote Ambystoma mexicanum, anfibio endémico de la cuenca 

central del Valle de México. Actualmente la Zona lacustre de Xochimilco recibe distintos 

aportes de contaminantes, entre los cuales destacan los metales. El presente estudio se inserta 

en el proyecto general “Diagnóstico Ambiental y Evaluación de Riesgo en la Zona 

Chinampera de Xochimilco” y da continuidad a la investigación previamente realizada por 

González (2006), en la que se plantearon interrogantes acerca de los mecanismos de defensa 

que pudiera presentar A. mexicanum para compensar las altas concentraciones de metales 

registradas en su hábitat. Es por esto que el objetivo del presente estudio fue evaluar las 

concentraciones de Metalotioneínas (MT’s) y Proteínas Carboniladas (PC) en el hígado de 

juveniles de A. mexicanum transplantados por 21 d a los canales de Xochimilco, 

considerados como biomarcadores de exposición y de efecto a los metales, así como 

establecer relaciones de causalidad con los niveles hepáticos de los metales. Los resultados 

obtenidos denotaron que los biomarcadores evaluados,  fueron indicadores de estrés 

asociados a la exposición crónica a metales en A. mexicanum. Las MT’s no se 

correlacionaron con los metales inductores de estas metaloproteínas; sin embargo, de los 

resultados obtenidos destaca la participación del selenio como agente inductor indirecto de 

las MT’s y el papel funcional de éstas en la protección celular al estrés oxidante de los 

metales. Las PC se correlacionaron con los metales inductores de estrés oxidante (IEO) 

dando cuenta del efecto oxidante ocasionado por los metales lo que aunado a sus elevadas 

concentraciones hepáticas (PC e IEO) sugieren que los ajolotes y en especial los provenientes 

del sitio Apatlaco se encuentran bajo un severo estrés oxidante, representando un 

considerable riesgo para las poblaciones del ajolote A. mexicanum. 
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1. INTRODUCCIÓN  

La zona lacustre de Xochimilco localizada en la parte centro-sureste del Distrito Federal en 

México, se originó como resultado de las actividades tectónicas y a finales del terciario y 

principios del cuaternario dieron origen a la formación de un complejo sistema volcánico, el 

cual obstruyó el drenaje natural de la Cuenca de México hacia el sur, dando origen a una 

cuenca endorreica y favoreciendo la formación de un sistema de lagos intercomunicados: 

Chalco, Xolchimilco, Xaltocan, Texcoco y Zumpango, alimentados por ríos estacionales y 

permanentes y, por manantiales (Jiménez et al., 1995; González et al., 1997).  

 

 Con la Conquista española, el área lacustre se modificó con los cambios en el uso de 

suelo, incluida la expansión urbana.  A  partir del siglo XVII se  construyeron obras de 

drenaje con el objeto de proteger a la ciudad del riesgo de inundaciones, obras que a su vez 

contribuyeron sustancialmente a generar cambios hidrológicos relevantes en la cuenca 

(Ezcurra, 1990; Jiménez et al., 1995).  

 

 Debido al gran crecimiento de la Ciudad México, durante el Porfiriato se inició un 

proyecto para abastecer de agua a la metrópoli utilizándo los manantiales de Xochimilco; 

para los años cuarenta y cincuenta estos manantiales dejaron de alimentar los canales y 

lagunas de la región, ocasionando una drástica reducción del nivel de agua en la zona 

chinampera.  En 1957 y ante las presiones  de los chinamperos, el Departamento del Distrito 

Federal decidió restituir parte del volumen del agua extraída de los manantiales mediante la 

alimentación artificial de los canales con aguas negras  tratadas de la planta de Aculco, 

Coyoacán;  en 1959 se procedió a la realimentación  del lago de Xochimilco con aguas 

negras, previamente tratadas por un proceso secundario, provenientes de la planta  del 

Cerro de la Estrella  y de San Luis Tlaxialtemalco. Este cambio  en la fuente de 

abastecimiento debido a la explotación irracional de los recursos hidráulicos ha constituido 

un problema histórico y ocasionado un decremento en la calidad y cantidad del agua de la 

zona (Jimenez et al., 1995; González et al., 1997; Losada et al., 1998).  

 

 La Zona Lacustre de Xochimilco es un sistema que continúa deteriorándose producto de 

los múltiples cambios del uso de suelo en la zona y del crecimiento  no regulado de la 

Ciudad de México (Losada et al., 1998). La introducción de especies exóticas  depredadoras 

y competidoras, el aporte de materia orgánica y de contaminantes diversos ha contribuido a 
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la fragmentación del hábitat en la zona, la introducción de  patógenos, la alteración  de la 

dinámica trófica, , que en última instancia han incidido en la extinción y/o la reducción de 

poblaciones de especies nativas como el ajolote Ambystoma mexicanum (Zambrano, 2004; 

CITES, 2005; Zambrano et al., 2010).  

 

Entre las principales fuentes de contaminantes en la zona  destacan (Rojas, 1995): 

 Vertido de aguas tratadas de la Planta de tratamiento del Cerro de la Estrella que 

aportan  sales, metales, detergentes y organismos patógenos. 

 Las descargas urbanas directas de las construcciones aledañas a los canales con 

aportes de  heces fecales (de humanos y ganado),  microorganismos patógenos (la 

mayoría de origen fecal), detergentes, materia orgánica y desechos sólidos. 

 El uso de agroquímicos principalmente plaguicidas y fertilizantes como consecuencia 

del cambio en las prácticas agrícolas tradicionales. 

 La introducción de suelos y material utilizado como abono con aportes compuestos 

nitrogenados y metales: Al, Cd, Fe, Zn, Pb. 

 La contaminación atmosférica donde la lluvia precipita compuestos y organismos 

patógenos como bacteria, protozoarios y huevos de helmintos parásitos aunada a la 

contaminación por ozono, monóxido de carbono, óxidos de nitrógeno y de azufre 

y, compuestos orgánicos. 

 

 Los estudios realizados por Ramírez (1990) advierten que las concentraciones más 

elevadas de metales (Pb, Cr, Cd, Fe y Cu) registradas en charales, agua y sedimentos en los 

canales Xochimilco se asocia al crecimiento de la mancha urbana en la zona, además de que 

el mayor aporte de contaminantes proviene de las descargas artificiales de agua hacia los 

canales de la región (González et al. 1997, Jiménez et al., 1997).   

 

En estudios in situ González (2006) analizó las concentraciones de metales en agua, 

sedimento e hígado de juveniles del ajolote A. mexicanum. Si bien las concentraciones de 

metales en agua fueron inferiores a las establecidas por la Norma Mexicana para riego 

agrícola (NOM 001-ECOL, 1996), sobrepasaron las establecidas en Canadá de protección a 

la vida acuática (CEQG, 2003); y de manera similar en sedimento las concentraciones de Cu, 

Zn, As y Cd superaron los valores establecidos por las guías de calidad sedimentaria 

canadienses para cuerpos de agua dulce (ISQG; CEQG, 2003). En cuanto a los niveles de 
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metales en hígado de ajolote se encontraron concentraciones de metales similares  y en 

algunos casos mayores a las reportadas para Proteus anguinus, Rana catesbeiana, Rana 

utricularia y Bufo terrestres procedentes de ambientes contaminados, particularmente de Cr, 

Co, Cu, Zn, Se, Ni, Cd y Pb (Hopkins et al., 1998; Buger y Snodgrass, 2001; Bulog et al., 

2002 y Cooper y Fortin, 2010) (Anexo 3). 

 

1.1. Contaminación por metales  

El término contaminación se refiere al “cambio perjudicial en las características físicas, 

químicas o biológicas del ambiente y que puede afectar la vida humana y de otras especies” 

así como a “la presencia en el ambiente por acción del hombre de cualquier sustancia 

química, objetos, partículas, microorganismos, formas de energía o componentes del  paisaje 

urbano o rural, en niveles o proporciones que alteren la calidad ambiental y, por ende las 

posibilidades de vida” (Espina y Vanegas, 1996). Si bien diversos contaminantes son de 

origen natural, usualmente están relacionados con las actividades humanas (Hsu y 

Agoramoorthy, 2006). Los contaminantes ambientales son divididos en dos grandes 

categorías: contaminantes orgánicos y contaminantes inorgánicos; en éstos últimos destacan 

los metales  (Newman y Unger, 2003). 

 

 Los metales son sólidos (excepto el mercurio), conducen la electricidad, suelen ser 

dúctiles, maleables y forman aleaciones. Forman cationes perdiendo electrones y no tienden 

a combinarse químicamente unos con otros, pero sí reaccionan con los no metales formando 

diversos compuestos (Whitten et al., 1992; Kotz et al., 2003). Los metales son  elementos 

abundantes en la naturaleza; algunos son esenciales para la vida mientras otros no tienen 

una función biológica conocida y pueden ser tóxicos en concentraciones traza (Marigómez 

et al., 2002; Newman y Unger, 2003; Rainbow, 2007). 

 

 Los metales se encuentran de manera natural en el ambiente y aunque no son 

generados en procesos industriales se consideran como contaminantes de origen 

antropogénico si sus concentraciones ambientales son alteradas por actividades humanas 

(Newman y Unger, 2003). El incremento de la actividad industrial a nivel mundial en las 

últimas décadas, ha ocasionado el aumento en el uso de metales en los distintos procesos 

industriales dando como resultado la emisión y descarga de grandes cantidades al ambiente 

(Hsu y Agoramoorthy, 2006; Strydom et al., 2006). Los metales que son considerados 
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contaminantes ambientales se les ha denominado comúnmente “metales pesados”; sin 

embargo éste término puede referirse a metales cuya densidad es mayor de 3.5 a 7 g cm
3
, a 

metales de transición o bien a metales utilizados frecuentemente en la industria  que son 

tóxicos para los organismos. Estas definiciones basadas en la densidad específica, el peso 

atómico, el número atómico o inclusive en clasificaciones arbitrarias, han generado una 

confusión derivada de la ambigüedad del término, cuyos significados generalmente son 

distintos y en la mayoría de las ocasiones son contradictorios (Walker et al., 1996; Hodson, 

2004). 

 

Una alternativa para clasificar a los metales fue sugerida por Lewis (1923, en Hudson, 

2004) y posteriormente desarrollada por Nieboer y Richardson (1980, en Hudson, 2004). 

Esta clasificación divide a los metales de acuerdo a su reactividad en tres clases: metales de 

Clase A o duros, metales de Clase B o suaves y metales de Clase C o intermedios.  

 Metales de Clase A o duros. Estos metales reaccionan primordialmente con el 

oxígeno (reactividad O>N>S), forman enlaces iónicos y son fácilmente desplazados 

por otros metales. Se incluyen en esta clase al Ca, Mg, Mn, K, Sr, Na y Ba. 

 Metales de Clase B o suaves. Los metales pertenecientes a esta clase tienen una 

afinidad alta por el azufre (reactividad S>N>O) y tienden a acumularse en los 

organismos ocasionándoles efectos tóxicos. Los metales de esta clase son  Cd, Hg, Cu 

(I) y Ag, 

 Metales de Clase C o intermedia: Los metales de esta clase tienen una afinidad 

intermedia e incluyen al Zn, Pb, Fe, Co, Cr, Ni, As, V y Cu(II). 

 

 Los metales esenciales son fundamentales para la supervivencia de los seres vivos y 

desempeñan numerosas funciones vitales en el metabolismo y crecimiento celular. Entre los 

metales con función biológica conocida se encuentran el Cu, Co, Cr, Fe, Mn, Ni, Mo, Se, Zn, 

I y Si (Walker et al., 1996; Hayes, 2001). Su deficiencia ocasiona daños o alteraciones, 

mismas que pueden ser reversibles cuando las concentraciones del metal son restablecidas 

(Marigómez et al., 2002; Rainbow, 2007). No obstante si sus concentraciones en la célula 

son lo suficientemente altas para exceder los procesos de regulación celular, los metales 

esenciales pueden ocasionar efectos tóxicos o incluso letales de manera similar a los metales 

sin función biológica conocida. En este escenario, la diferencia con los metales sin función 
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biológica conocida (i.e. Cd y Hg), es que éstos últimos ejercen un efecto tóxico a 

concentraciones muy bajas (Hayes, 2001; Marigómez et al., 2002). 

 

 De manera general, la toxicidad de un metal se asocia a la cantidad que ingresa al 

organismo. Sin embargo, las cantidades de metales encontradas usualmente en diversos 

tejidos son varios órdenes de magnitud mayores que las requeridas para saturar contenidos 

proteicos y enzimáticos, lo cual sugiere que los organismos cuentan con procesos eficientes 

de regulación y desintoxicación  de los metales. Entre estos procesos de desintoxicación a 

metales destacan su excreción, su secuestro en gránulos mineralizados para su posterior 

eliminación y la unión a ligandos proteicos específicos como las metalotioneínas (Palmiter, 

1998; Marigómez et al., 2002; Newman y Unger, 2003; Rainbow 2007). 

 

1.2. Inducción de estrés oxidante por metales  

Los efectos fisiológicos que los metales ejercen en los organismos son diversos e incluyen la 

sustitución de metales esenciales reaccionando de manera covalente o no covalente en: 

reacciones enzimáticas, en el metabolismo energético, en la neurotransmisión, en los 

componentes estructurales (i.e. hueso) y estimulando la producción de especies reactivas de 

oxígeno (Stohs y Bagchi, 1995; Hayes, 2001).  

 

 La presencia de radicales libres en los organismos fue descubierta hace 

aproximadamente 50 años y son definidos por Halliwell y Gurreridge (1999) como 

moléculas o fragmentos de moléculas que contienen uno o más electrones desapareados en 

su orbital atómico o molecular (Drögue, 2002; Čolak, 2008).  Entre los radicales libres se 

encuentran las especies reactivas de oxígeno (ROS) y las de nitrógeno (RNS). Entre las  

principales ROS destacan  el radical superóxido (
3
O2,

 1
O2 ), el radical hidroxilo (∙OH, HO2) y 

el peróxido de hidrógeno (H2O2); entre las principales RNS se encuentran el óxido nítrico 

(NO∙) y el peroxinitrito (ONOO⁻). Si bien las  ROS y RNS desempeñan diversos papeles 

fisiológicos y son continuamente sintetizadas como productos del metabolismo y la 

respiración celular, un exceso de éstos puede ocasionar efectos tóxicos, por lo cual suelen ser 

eficientemente eliminados del organismo para prevenir sus efectos oxidantes (Čolak, 2008; 

Bell y Vallee, 2009). 
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2
-•

2 +)(+)( OICuOIICu →

-•

22
++)(+)( OHOHIICuOHICu →

Los metales intervienen directa o indirectamente en la generación de especies reactivas 

de oxígeno y nitrógeno, las cuales en altas concentraciones pueden ocasionar daños a los 

distintos componentes celulares (i.e. proteínas, lípidos, ácidos nucléicos, azucares) (Valko et 

al., 2005). Con base en la actividad de los metales, éstos se dividen en dos grupos. El primer 

grupo comprende a los metales redox-activos como Fe y Cu, que intervienen en la 

generación de ROS. El segundo grupo comprende a los metales redox-inertes  como Cd, Hg, 

Pb, As y Zn, que si bien no participan directamente en la producción de ROS, tienen una 

alta afinidad por los grupos sulfhidrilo y en especial por los grupos tiol de las proteínas 

(Dunđerski, 2004; Stohs y Bagchi, 1995). Estudios realizados en las dos últimas décadas 

demuestran que metales como Fe, Cu, Cd, Cr, Hg, Ni y V producen radicales reactivos, los 

cuales pueden ocasionar daños al DNA, peroxidación de lípidos y daño a proteínas (Hayes, 

2001; Dunđerski, 2004; Valko et al., 2005). 

 

 Los metales redox-activos son los metales de transición que actúan como catalizadores 

en el deterioro de las macromoléculas biológicas mediante la producción de estrés oxidante. 

Los mecanismos básicos para la producción de ROS por metales de transición involucran la 

reacción de Fenton/Haber-Weiss (Esquema 1). En estas reacciones el Fe cataliza la conversión 

del anión superóxido (O2
-
) y el peróxido de hidrógeno (H2O2), formando el radical 

hidroxilo (∙OH) (Stohs y Bagchi, 1995). 

 

 

 

 

 De manera similar al hierro, el cobre también participa como catalizador en la 

formación de ROS (Figura 2) mediante una reacción similar a la de Fenton/Haber-Weiss. 

 

 

 

 
 Diversos estudios han confirmado que los cambios redox ocasionados por metales 

activan vías de señalización celular de factores de transcripción  sensibles a estos cambios 

como son los factores NF-κB, AP-1 y p53. Estos factores de transcripción intervienen en la 

Esquema 1. Reacción de Fenton/Haber-Weiss 

Esquema 2. Formación de ROS, catalizadas por Cu. 

2
-

2 O)II(FeO)III(Fe   →

-
22 OHOH)III(FeOH)II(Fe  →
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respuesta inflamatoria, en el crecimiento y diferenciación celular y en el control del ciclo 

celular, respectivamente. Cabe resaltar que la activación de NF-κB y AP-1 puede inducir 

tanto proliferación celular como apoptosis y la activación de p53 induce proliferación 

celular sin control. De esta manera, se explica la muerte celular y los efectos carcinogénicos 

ocasionados por la exposición a metales (Valko et al., 2005). 

 

 Producto del metabolismo celular, los radicales libres (ROS y RNS) son generados en la 

cadena transportadora de electrones en la mitocondria y son producto de la reducción del 

NADPH (nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato) en la respiración. Los radicales libres 

desempeñan diversas funciones fisiológicas como la regulación del tono vascular, el 

monitoreo de la tensión del oxígeno en el control de la ventilación, la regulación de la 

producción de eritropoyetina y participan en la activación de señales de transducción de 

distintos procesos fisiológicos. También, son los responsables de la producción de estrés 

oxidante y por consiguiente  son los responsables de activar los mecanismos celulares de 

defensa para conservar la homeostasis redox (Figura 1) y así prevenir sus efectos tóxicos 

(Dröge 2002; Valko et al., 2005; Ogino y Wang, 2007; Čolak, 2008). Los mecanismos de 

defensa  comprenden dos estrategias, enzimáticas y no enzimáticas (Imlay, 2008;  Sies, 

1997): 

 Antioxidantes no enzimáticos. Este mecanismo de defensa ejerce dos funciones 

primordiales. 1) Interceptar a los radicales libres recién formados antes de que 

reaccionen con los componentes celulares. Este proceso denominado de 

desactivación, consiste en la formación de productos no reactivos y “no radicales”. 

Debido a su naturaleza, los radicales libres reaccionan por transferencia univalente de 

electrones; esto es, cuando un radical libre reacciona, sus productos poseen un 

electrón desapareado los que al reaccionar de nuevo con otro compuesto dan como 

resultado un producto que posee nuevamente un electrón desapareado. A esta 

forma de reaccionar de los radicales libres también se le ha denominado “reacción en 

cadena”. 2) Alejar a los radicales  de los sitios más sensibles y transferirlos a 

compartimientos celulares donde el efecto oxidante sea menor. Esto involucra alejar 

y transferir a los radicales de los sitios hidrofóbicos a los sitios hidrofílicos (i.e. de la 

membrana al citosol o de lipoproteínas al plasma). Entre los antioxidantes no 

enzimáticos destacan las vitaminas E y C, y proteínas de bajo peso molecular como 

el glutatión y las metalotioneínas.  
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 Los antioxidantes enzimáticos comprenden a las enzimas antioxidantes altamente 

especializadas que reaccionan directamente con los oxidantes, las cuales se dividen 

en tres grandes grupos: las supoeróxido-dismutasas, las catalasas y las glutatión 

peroxidasas. Además, hay enzimas que tienen funciones antioxidantes indirectas ya 

que catalizan reacciones para “devolver la función enzimática”. Entre estas enzimas 

destaca la  GSSG reductasa que cataliza la conversión  del glutatión disulfuro (GSSG) 

a glutatión (GSH).  

 

 

 

 

Figura 1. Formación de radicales libres en la célula y mantenimiento de la homeostasis redox. 1. Indica 

procesos normales (i.e. metabolismo, respiración); 2. Factores exógenos (i.e. metales) que modifican la 

homeostasis redox. Flechas continuas denotan promotores de procesos y flechas no continuas, 

inhibición de procesos. SOD, superóxido dismutasa; Hsp, proteína de choque térmico; GSH, glutatión; 

GSSG, glutatión disulfuro; MT, metalotioneína; Apo Mt, tioneína sin grupo prostético. (Esquema 

construido en base a Davis y Cousins, 2000; Dröge 2002; Dalle-Donne et al., 2003; Dunđerski, 2004; 

Monserrat et al., 2007; Bell y Vallee 2009). 
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1.3. Marcadores biológicos 

El aporte de metales producto de las distintas actividades humanas ha dado como resultado 

su acumulación en el ambiente, ya que debido a su naturaleza química no pueden 

degradarse en compuestos más simples. Ante esta problemática mundial se han planteado 

distintas interrogantes del efecto adverso que pueden ejercer este tipo de contaminantes en 

las células, los organismos y en los ecosistemas, por lo cual se ha propuesto el uso de 

marcadores o respuestas biológicas para evaluar su acción y efecto tóxico (Walker et al.,  

1996,  Dunđerski, 2004).  

 

 Los biomarcadores son respuestas medibles (a nivel bioquímico, fisiológico o 

morfológico) que se asocian con la exposición a un tóxico. De manera general se clasifican 

en  biomarcadores de exposición, de efecto y de sensibilidad (Adams, 1990; Walker et al., 

1996; Ward y Henderson, 1996; Schlenk, 1999; Beliaeff y Burgeot, 2002):  

 Biomarcadores de exposición. Son aquellos que evidencian la exposición de los 

organismos a un cierto contaminante y dan cuenta de su mecanismo de acción; 

denotan que el tóxico ha entrado al organismo y de manera ideal, proporcionan 

información cuantitativa sobre la exposición. Sin embargo no proporcionan 

información del daño biológico que ocasionó el contaminante. Entre estos 

biomarcadores se encuentran las metalotioneínas como indicadores  de la exposición 

a metales.  

 Biomarcadores de efecto. Son aquellos que evidencian un efecto tóxico asociado con 

la exposición del organismo a un contaminante e indican que el tóxico ha ejercido 

un efecto biológico adverso en el organismo. Estas respuestas son analizadas a niveles 

molecular, bioquímico, fisiológico u organísmico así como a nivel supra-organismo 

(población y/o comunidades).  Un ejemplo de este tipo de biomarcadores son las 

proteínas carboniladas (nivel bioquímico), las que dan cuenta del estrés oxidante 

ocasionado por la exposición de contaminantes. 

 Biomarcadores de susceptibilidad. Son utilizados para identificar a los individuos más 

susceptibles a daños en una población y usualmente son analizados a nivel genético 

molecular.  

 

 Se ha propuesto de manera ideal, el uso de los biomarcadores para establecer una 

relación de causa-efecto entre una respuesta biológica y un factor de estrés (i.e. un 
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xenobiótico). La interacción entre un tóxico y un organismo ocurre inicialmente a nivel 

molecular; no obstante si el efecto del tóxico (i.e. a nivel bioquímico, citológico, fisiológico) 

excede la capacidad de compensación del organismo, el efecto se visualizará en el nivel de 

organización biológica sucesivo. Estos efectos pueden alterar la estabilidad de una 

comunidad o en última instancia de un ecosistema. De tal manera se plantea que el uso de 

biomarcadores en niveles bajos de organización biológica puede permitir la detección de 

manera temprana de los efectos nocivos de los contaminantes antes de que se evidencien 

cambios en los niveles de organización superiores  (Ward y Henderson, 1996; Schlenk, 1999; 

Beliaeff y Burgeot, 2002; Lam y Gray, 2003; Vasseur y Cossu-Leguille, 2003; Eggen et al., 

2004) (Figura 2). 

 

Figura 2. Respuestas biológicas de  los organismos a los tóxicos ambientales en relación al tiempo de respuesta y 

a la relevancia ecológica (Adams, 1990). 

 

1.3.1. Biomarcadores de exposición a metales. Metalotioneínas. 

Las Metalotioneínas (MT’s) (descubiertas en 1957 por Margoshes y Vallee) son proteínas 

de bajo peso molecular (6-7 kDa), termoestables, no contienen aminoácidos aromáticos y 

son no enzimáticas. Presentan un alto contenido de cisteína, lo cual les confiere una alta 

afinidad con ciertos metales como Ag
+
, Cu

2+
, Cd

2+
, Hg

2+ 
y Zn

2+
 (Sheuhammer y Cherian, 
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1986; Klaassen et al., 1999; Thirumoorthy, et al., 2007) (Figura 3). Las metalotioneínas se 

encuentran en todos los organismos vivos, bacterias, invertebrados, vertebrados y plantas 

(fitoquelatinas). En invertebrados y vertebrados acuáticos las mayores concentraciones se 

registran en tejidos hepáticos, riñón, branquias e intestinos (Roesijadi, 1992; Coyle et al., 

2002). Su papel fisiológico no está bien establecido y es aún controversial (Palmiter, 1998; 

Amiard et al., 2006 y Carpenè et al., 2007); sin embargo, la conservación evolutiva de esta 

proteína en muchos phyla sugiere que desempeña papeles importantes en el funcionamiento 

de la célula como (Roesijadi, 1992; Vogiatzis y Loumbourdis, 1997; Klaassen et al. 1999; 

Viarengo, 1985): 

 Participación en el mantenimiento de la homeostasis de los metales traza esenciales, 

fundamentalmente Cu y Zn, actuando como reservorio de éstos para ser donados a 

otras metaloproteínas.  

 Secuestradoras de metales tóxicos como cadmio y mercurio, además de regular el 

exceso de los metales esenciales. 

 Protección ante el daño oxidante intracelular por compuestos orgánicos e 

inorgánicos o especies reactivas de oxígeno. 

 

Las metalotioneínas pueden ser inducidas por una gran variedad de sustancias y por 

ciertas condiciones fisicoquímicas del medio, por lo que son consideradas por algunos 

autores como proteínas relacionadas al estrés (Newman y Unger, 2003; Dunđerski, 2004). 

En distintas especies de anélidos, moluscos, crustáceos, peces, mamíferos y anfibios, entre 

otros, se ha demostrado que la inducción de MT’s está relacionada con la exposición a 

metales. De tal manera la inducción de metalotioneínas en tejidos animales ha sido 

ampliamente utilizado como un marcador biológico de la exposición a metales sin función 

biológica conocida o a concentraciones elevadas de metales esenciales (Amiard et al., 2006).  
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Figura 3. A) Dominios α y β de una Metalotioneína unida a Zn. B) Esquema de metalotioneína de 

ratón (PDB ID: 4MT2) unida a Cd y Zn. En el dominio α  se encuentran unidos cuatro átomos de 

cadmio (verde) y en el dominio β  se encuentran  unidos un átomo de cadmio y dos átomos de zinc 

(azul). (Imagen tomada de Bell y Valle, 2009). 

 

 

No obstante, diversos estudios resaltan la inducción de las MT´s como un mecanismo 

de protección al daño oxidante intracelular ocasionado por compuestos orgánicos no-

metálicos, inorgánicos o especies reactivas de oxígeno. En la inducción de MT’s por agentes 

oxidantes es relevante considerar dos factores centrales muy relacionados entre sí que 

intervienen en su regulación: la capacidad de éstas de ser oxidadas y reducidas (Bell y Vallee, 

2009; Davis y Cuisins, 2000) y, la participación del Se orgánico en su inducción (Panter et 

al., 1996; Lenz y Lens, 2009).  Por un lado, la capacidad de oxido-reducción de las MT´s (y 

con ello la liberación o unión al Zn) les confiere actividad redox; por ende, oxidantes 

fisiológicos como el disulfuro y componentes que contengan selenio afectan su oxido-

reducción. Un factor relevante en la unión-liberación del Zn de la MT es su interacción con 

el GSH y el GSSG. La relación GSG/GSSG (Figura 4), además de ser el principal factor que 

determina el estado redox de la célula, modula la unión/liberación del Zn de la MT y/o 

Tioneína (Apo-Metalotioneína; T). Al interactuar el GSSG con la MT la oxida, ocasionando 

que el Zn contenido en ésta sea liberado; en ausencia de GSSG y en presencia de GSH, la 
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transferencia de Zn a la MT y/o T es inhibida, proceso que se recupera en presencia de GSH 

y GSSG. De tal manera el GSH y el GSSG son moduladores de la transferencia de Zn y son 

responsables del número de átomos de Zn que se transfieren (Bell y Vallee, 2009; Davis y 

Cuisins, 2000). 

 

En la inducción de MT´s por agentes oxidantes, hay dos factores centrales muy 

relacionados entre sí que intervienen en su regulación: la capacidad de éstas de ser oxidadas 

y  reducidas (Bell y Vallee, 2009; Davis y Cuisins, 2000) y, la participación del Se orgánico 

en su inducción (Panter et al., 1996; Lenz y Lens, 2009). Es conocido que los péptidos 

unidos a selenio (i.e. selenocistamina) facilitan la unión entre la MT y el GSH/GSSG (Figura 

4); de esta forma estos derivados modulan por medio de una catálisis redox la unión y 

liberación de Zn al intervenir en los cambios redox del GSH y por consiguiente en la 

disponibilidad tanto de donadores como de aceptores de Zn (Bell y Vallee, 2009). Por otro 

lado, los mecanismos por los cuales el Se ejerce un efecto tóxico son todavía inciertos; se 

propone que el Se (en forma metálica) está asociado a la formación de radicales libres y al 

estrés oxidante celular e induce daños al DNA y afecta la función y/o la integridad de las 

proteínas de reparación del DNA. De tal manera, los efectos tóxicos del Se se relacionan a 

sus compuestos inorgánicos mientras que sus efectos antioxidantes se asocian a la presencia 

de selenoproteínas (Panter et al., 1996; Lenz y Lens, 2009). 

 

Pese a que los anfibios son buenos indicadores de contaminación ambiental y las 

metalotioneínas buenos biomarcadores de exposición a metales y del efecto de agentes 

oxidantes, existen pocos estudios donde se evalúen estas moléculas en anfibios. 

Dobobrovoljc et al. (2003) señalan que las metalotioneínas han sido estudiadas únicamente 

en doce especies de anfibios, en su mayoría anuros, mientras que en salamandras solamente 

se han reportado estudios para Tritus pyrrhogaster, Ambystoma maculatum y Ambystoma 

mexicanum. En condiciones controladas de laboratorio, Mouchet et al., (2006) reportan la 

inducción de metalotioneínas en Xenopus laevis a partir de exposiciones a 10 µg Cd L
-1
; 

Vogiatzis y Loumbourdis (1997) señalan que la concentración de metalotioneínas hepáticas 

en Rana ridibunda (68.08 ± 12.48 µg g
-1
) expuesta a 200 mg Cd L

-1
 aumenta en relación a la 

concentración del metal acumulado  en hígado (133.15 ± 15.79 mg g
-1
). Dobrovoljc et al., 

(2003) señalan que del Cd total en el citosol de células hepáticas de la salamandra neotenica 

Proteus anguinus, aproximadamente el 80 % se encuentra unido a metalotioneínas, lo que 
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sugiere que estas proteínas desempeñan un papel fundamental de protección celular ante el 

Cd.  

 

 

 

Figura 4. Regulación génica y función de las Metalotioneínas (MT’s). El promotor del gen de la MT 

posee  varios elementos de respuesta que regulan su transcripción. Entre estos se encuentran: 1) los 

elementos de respuesta a metales (MRE), los cuales son activados por el factor de transcripción de 

respuesta a metales (MTF-1) acoplado a Zn; 2) elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE);  3) 

elementos activados por STAT (transductores de señales y activadores de transcripción) a través de vías 

de señalización de citokinas y 4) elementos de respuesta antioxidante (ARE), que son activados en 

respuesta a las condiciones redox. En células tumorales, la metilación regula de manera negativa la 

expresión de MT’s. La concentración de Zn libre está influenciada por el consumo de Zn en la dieta y 

por el transporte de éste. Cabe destacar que el Zn libre es el que  puede unirse a la MT. La capacidad de 

las MT´s de transferir Zn a distintas proteínas (factores de transcripción, moléculas de señalización y 

adaptadores de moléculas que utilizan dedos de Zn para una interacción proteína-proteína) sugiere que 

las concentraciones de MT’s  en la célula tienen influencia en procesos como regulación génica, 

proliferación y diferenciación celular, en la transducción de señales, apoptosis y también en el daño 

causado por estrés oxidante y electrófilos. Tomado de Davis y Cousins (2000) con modificaciones de 

Sato y Bremner (1993), Dunđerski (2004) y Bell y Valle (2009). 
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1.3.2. Biomarcadores de efecto (integrador de estrés oxidante). Proteínas 

Carboniladas  

Si bien los biomarcadores de estrés oxidante no son específicos, proveen información útil del 

daño a los componentes celulares producidos por radicales libres (ej. ROS y RNS) (Parvez y 

Raisuddin, 2005). De manera particular, las proteínas son altamente susceptibles al efecto de 

los radicales libres (Levine et al., 1990; Stadtman, 1993;) y su evaluación presenta múltiples 

ventajas respecto a la de otros productos del daño producido por estrés oxidante (Čolak, 

2008): 

 Las proteínas tienen funciones específicas en la célula; por lo tanto, cambios en su 

conformación tienen secuelas singulares a nivel funcional e incluso estructural. 

 Las proteínas son muy susceptibles a la oxidación y los productos derivados de estas 

reacciones son relativamente estables. 

 El tipo de modificación en la proteína provee de información acerca del agente que 

ocasionó la oxidación 

 

Todos los aminoácidos son susceptibles a oxidación; sin embargo, la formación de 

grupos carbonilo en las proteínas se produce únicamente en condiciones extremas de estés 

oxidante y por ende pone de manifiesto el daño celular asociado a un severo estrés (Berlett 

y Stadtman, 1997; Parvez y Raisuddin, 2005; Čolak, 2008). De tal manera, recientemente 

las proteínas carboniladas han sido propuestas y utilizadas como indicadores de estrés 

oxidante severo. 

 

2. JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los últimos 25 años las poblaciones de anfibios a nivel mundial han disminuido 

drásticamente, estimándose que un tercio de éstas (32%) se han reducido o bien se han 

extinto (IUCN, 2004;  Beebee y Griffiths, 2005; Stuart et al., 2004). Pese a que el declive de 

las poblaciones ha sido en todo el mundo, las áreas más afectadas son Centroamérica, el 

Caribe, Sudamérica y Australia y en general, los países tropicales (IUCN, 2004; Venturino et 

al., 2003, Wake y Vredenburg, 2008).  

Se ha propuesto que la disminución de las poblaciones de anfibios es consecuencia de 

distintos factores causales, entre los que destacan la destrucción y contaminación de su 

http://www.iucnredlist.org/amphibians
http://www.iucnredlist.org/amphibians
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hábitat, la introducción de especies exóticas, las enfermedades por contaminación 

microbiológica (i.e. chytridiomicosis), la colecta inmoderada y el cambio climático global. 

Cabe resaltar que la relevancia de cada factor depende del tipo de hábitat y de la especie 

afectada, y que los efectos sinérgicos que puedan resultar de la interacción de los distintos 

factores ambientales también son de vital importancia para poder discernir las causas de la 

disminución de cada  especie afectada (Gardner, 2001; Stuart, et al., 2004; Vences y Köhler, 

2008; Wake y Vredenburg, 2008). 

El ajolote Ambystoma mexicanum, un anfibio neoténico endémico de la Cuenca del 

Valle de México, es una de las 197 especies de anfibios amenazadas en México. Actualmente 

se encuentra sujeta a protección especial (NOM-059-SEMARNAT-2001) y se está gestando 

su transferencia a la categoría de especie en Peligro de Extinción (CITES, 2005) ya que tan 

solo en un periodo de cinco años  (1998-2003) sus poblaciones se han reducido cinco veces 

y de seguir así podrían desaparecer en algunos años (Zambrano, 2004; CITES, 2005). 

Las poblaciones de ajolote están sujetas a diversas presiones ambientales las cuales 

pueden ser las causantes de su disminución (Zambrano, 2004): 

a) Pérdida y modificación de su hábitat, producto del crecimiento  desmesurado y no 

regulado de la Ciudad de México. 

b) Contaminación química. Las concentraciones de algunos contaminantes son muy 

altas, entre ellos los metales, y pueden ser la causa de la baja sobrevivencia de los 

ajolotes en Xochimilco. 

c) Enfermedades relacionadas a la contaminación microbiológica. Algunas 

enfermedades reportadas en los ajolotes se relacionan con distintos contaminantes 

bacterianos  como estreptococos, enterobacterias y bacterias infecciosas 

(Pseudomonas y Aeromonas), cuya fuente es principalmente antropogénica. 

d) Enfermedades causadas por el hongo perteneciente al phylum Chytridiomicota, 

Batrachochytrium dendrobatidis. Frías et al., (2008) sugieren que la chytridiomicosis, 

causante del declive de 43 especies de anfibios en América latina, está afectando al 

ajolote pues aunque en estado silvestre no se tiene evidencia de organismos 

enfermos, los ajolotes en cautiverio están siendo severamente afectados.   

e) Colecta inmoderada de especímenes, especialmente por la colecta de organismos en 

edad reproductiva. 
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f) Introducción de especies exóticas. La carpa (Cyrpinus carpio) y la tilapia 

(Oreochromis niloticus) fueron introducidas hace aproximadamente 20 años como 

parte de un programa de acuacultura. El comportamiento depredador y competidor 

trófico de estas especies puede relacionarse con el dramático declive de las 

poblaciones de ajolotes. Por un lado, sus hábitos alimenticios reducen  los recursos 

disponibles para las poblaciones de ajolote aunado al hecho de que la dieta de la 

carpa incluye huevos de ajolote, factor que reduce la sobrevivencia del ajolote en sus 

estadios tempranos.  (Zambrano et al., 2010). 

En este complejo escenario ambiental donde el ajolote  Ambystoma mexicanum está 

sujeto a la interacción de múltiples presiones bióticas y abióticas, es necesario discernir el 

impacto que ejercen cada uno de los principales factores relacionados con la disminución de 

sus poblaciones. Es por esto que el presente estudio aborda de manera concreta el efecto de 

la contaminación por metales en Ambystoma mexicanum, aspecto relevante como parte 

central de la problemática ambiental en la zona.  

 

En México, es escasa la información sobre el efecto tóxico de metales en anfibios 

(González et al., 1997; González, 2006), por lo que es necesario profundizar en el efecto 

biológico adverso que este tipo de contaminantes pudiera ejercer  sobre especies endémicas 

como son los ajolotes, actualmente en riesgo de extinción ecológica. 

 

En el estudio in situ del efecto de metales en A. mexicanum realizado por González 

(2006) en Xochimilco, se registraron altas concentraciones de los mismos en las distintas 

matrices ambientales (agua y sedimento). De igual manera, se encontró que las altas 

concentraciones de metales bioacumulados en el hígado de ajolote reportadas como letales 

para otras especies de anfibios, no lo fueron para A. mexicanum. Ante estos resultados 

surgen varias interrogantes sobre la tolerancia de estos organismos al efecto tóxico de los 

metales. Es por esto que el presente estudio profundiza sobre el trabajo de González (2006) 

y se enfoca a discernir si los ajolotes presentan mecanismos de desintoxicación y de 

protección celular a los metales y a evaluar su probable acción como oxidantes celulares, 

mediante la evaluación de biomarcadores de exposición (Metalotioneínas) y de efecto 

(Proteínas Carboniladas), respectivamente.    
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

Evaluar en juveniles de Ambystoma mexicanum trasplantados a los canales de 

Xochimilco, la concentración hepática de metalotioneínas y de proteínas carboniladas, 

como biomarcadores de exposición y de efecto a metales. 

3.2. Objetivos particulares 

 Determinar  la concentración de metalotioneínas y proteínas carboniladas hepáticas 

en  juveniles de Ambystoma mexicanum. 

 Valorar si hay diferencias s en la concentración de metalotioneínas y proteínas 

carboniladas hepáticas de organismos provenientes de los sitios con diferentes 

niveles de aporte de metales. 

 Establecer si existen relaciones de causalidad entre la concentración de 

metalotioneínas, proteínas carboniladas y la acumulación hepática de metales en los 

ajolotes. 

 

4. HIPÓTESIS 

La zona lacustre de Xochimilco, hábitat del ajolote Ambystoma mexicanum, es receptora de 

múltiples contaminantes entre ellos los metales. Bajo estas condiciones, es central el papel 

funcional relevante de las metalotioneínas no sólo en la regulación de metales esenciales, 

sino en la desintoxicación de metales sin función biológica conocida y del exceso de metales 

esenciales y, en la reducción del estrés oxidante ocasionado por múltiples compuestos y 

factores, incluidos los metales.  

 

De tal manera, en el presente estudio se espera encontrar una relación entre los niveles 

hepáticos de los metales y las concentraciones de metalotioneínas (MTs) como una respuesta 

temprana al efecto adverso de los metales en los juveniles de A. mexicanum. Además, si las 

MT´s están siendo inducidas en respuesta a los metales bioacumulados, se espera que los 

niveles de éstas se relacionen con los principales metales inductores (i.e. Zn, Cu, Cd). 

 

La producción de estrés oxidante es un fenómeno sumamente complejo que puede ser 

consecuencia de diversos factores, entre ellos los metales. De tal manera se espera obtener a 

nivel hepático, una relación entre las Proteinas Carboniladas (resultantes de un estrés 
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oxidante severo y crónico) y los metales inductores de estrés oxidante (i.e. Fe, Cu, Cr, V y 

Co) en el ajolote. 

 

Si bien bajo condiciones de exposición a metales, la inducción de las metalotioneínas 

(respuesta temprana) y la formación de proteínas carboniladas (respuesta tardía) no son 

procesos directamente relacionados, es probable observar una relación entre ambos 

biomarcadores ya que ambos procesos son resultantes del estrés oxidante.  

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1.  Área de de estudio 

El Área natural protegida “Ejidos de Xochimilco y San Gregorio Atlapulco” se localiza en la 

porción centro y norte de la Delegación Política de Xochimilco y está integrada por un 

polígono con una superficie de 2,522.43 ha. (Gaceta oficial del Distrito Federal, 2006). 

Constituye un humedal remanente de la Cuenca de México de suma importancia y por su 

valor excepcional es Patrimonio Cultural de la Humanidad (UNESCO) desde el 11 de 

diciembre de 1987. A partir del 2 de febrero de 2004 se le incorporó a la lista de Humedales 

Ramsar pues cumple con cuatro de los ocho criterios citados por dicha Convención 

Internacional (Ficha Informativa de los Humedales de Ramsar, 2004): 

Criterio 1. Humedal representativo. Constituye el ecosistema remanente de la Cuenca de 

México del gran lago en donde temporalmente se fusionaba el lago de Texcoco con 

los lagos de Xochimilco, Chalco, Xaltocan, Zumpango y Tenochtitlan. El sistema 

funciona como regulador de flujos a nivel local y regional. Además, la zona se 

caracteriza por el uso de chinampas para el cultivo de alimentos desde la época 

prehispánica, lo cual le otorga una relevancia histórica y cultural. 

Criterio 2. La zona lacustre representa un ecosistema importante para el mantenimiento  

de la biodiversidad del Distrito Federal y/o del Valle de México. Se registran seis 

especies endémicas, 20 bajo alguna categoría de riesgo, 10 bajo protección especial, 

8 amenazadas y dos en peligro de extinción. 

Criterio 4. Sitio de sustento o refugio de especies de flora y/o fauna importantes. En esta 

zona se localizan poblaciones de ajolote (Ambystoma mexicanum), constituye uno 

de los sitios para el refugio de aves locales y migratorias y es sitio para la 

reproducción de especies residentes. 
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Criterio 7. El sitio presenta dos especies de peces endémicas, el charal del valle de México 

Chirostoma humboldtianum y Algansea tincella, relicto de las cuatro especies extintas 

del orden de los ciprínidos. 

 

5.2. Especie de estudio 

5.2.1. Taxonomía Ambystoma mexicanum 

Phylum: Chordata  

Subphylum: Vertebrata  

Clase: Amphibia  

Orden: Caudata (Urodela)  

Familia: Ambystomatidae  

Género: Ambystoma  

Especie: Ambystoma mexicanum  

 

 5.2.2. Biología de Ambystoma mexicanum (axolotl) 

La palabra “ajolote” proviene del náhuatl axolotl (atl, agua y xolotl, monstruo acuático, 

duende) que significa “perro de agua” o “monstruo del agua”. Según la leyenda del “Quinto 

Sol” el axolotl nació cuando el dios Azteca Xolotl hermano mellizo de Quetzalcóatl, 

temiendo su inminente sacrificio huyó transformándose en diversas formas hasta que se 

arrojó al agua y fue transformado “en un pez” llamado axolotl (Ortega, 1999; Smith, 2000).   

 

El ajolote (Figura 5) es un anfibio endémico de la Cuenca del Valle de México 

perteneciente a la familia Ambystomatidae constituida por 4 géneros (Rhyacotriton, 

Dicamptodon, Rhyacosiredon y Ambystoma) todos endémicos de Norteamérica (Armstrong 

y Maacinski, 1989; Duellman y Trueb, 1994); representa una de las 17 especies del género 

Ambystoma que se encuentran en México y se distribuye en los cuerpos de agua de 

Xochimilco y Chalco (Ortega, 1999; CITES, 2005). A diferencia de otros anfibios, el ajolote 

no cambia de su vida acuática a una terrestre (metamorfosis), sino que presenta un 

fenómeno llamado paedogénesis, alcanzando su madurez sexual en la forma larval acuática 

(neotenia) a la edad de aproximadamente un año (Voss y Shaffer, 1997). No presenta un  

dimorfismo sexual marcado, si bien los machos se distinguen por sus protuberantes labios 

cloacales que albergan a los espermatóforos y que son más prominentes durante la época de 
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reproducción; por el contrario, las hembras poseen la zona cloacal plana o ligeramente 

pronunciada  (Sever et al., 1989; Armstrong y Maacinski, 1989). Los adultos de A. 

mexicanum  son generalmente de color obscuro y/o negro, pueden llegar a medir hasta 30 

cm de largo y vivir hasta 25 años (en cautiverio). La fecundación es interna y se lleva a cabo 

durante el apareamiento, cuando la hembra con sus labios cloacales recoge el espermatóforo 

depositado por el macho, ya sea sobre una roca o sobre la arena. Una hembra puede llegar 

a poner de 40 hasta 1500 huevos (Duellman y Trueb, 1994). 

 

 

Durante muchos años, el ajolote ha sido objeto de explotación con diferentes fines (i.e. 

alimentación, ornato) y ha sido objeto de  investigación en diferentes ramas de la medicina 

y de la biología, pues se considera un modelo experimental adecuado dada su capacidad de 

regeneración, tanto de extremidades como de células de cerebro y corazón (Ortega, 1999; 

Zambrano, 2004). 

 

5.3. Trabajo de campo. 

5.3.1. Trasplante de organismos 

El presente estudio es la continuación del estudio realizado por González (2006) con 

juveniles de ajolote mantenidos en condiciones controladas de laboratorio y 

posteriormente trasplantados a los cuatro meses de edad (12±5 g PH) a cuatro  sitios de 

estudio en los canales de Xochimilco:  

 Sitio 1. Puente de Urrutia: sitio con bajo impacto urbano y alto impacto agrícola; 

en donde a probable fuente de metales son los aportes de agroquímicos. 

Figura 5. Ambystma mexicanum adulto (Tomado del Banco de imágenes CONABIO). 
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 Sitio 2. Apatlaco: sitio con moderado impacto urbano y alto impacto agrícola. De 

manera simialr a Puente de Urrutia  la probable fuente de metales es el aporte de 

agroquímicos. 

 Sitio 3. Laguna de la Asunción: sitio con alto impacto urbano y bajo impacto 

agrícola. En este sitio la probable fuente de metales son las descargas urbanas 

directas. 

 Sitio 4. La Draga: sitio con alto impacto urbano y bajo impacto agrícola. En este 

sitio la probable fuente de metales  es el aporte de aguas residuales de la planta de 

tratamiento Cerro de la Estrella. 

 

En cada sitio de estudio se trasplantaron doce ajolotes en jaulas diseñadas ex profeso y 

colocadas en zonas poco profundas, cuidando de que el agua no cubriera las  jaulas y  

permitiendo el nado de los ajolotes a la superficie y el contacto con los sedimentos. Los 

organismos fueron alimentados semanalmente con medio millar de charales por ajolote 

(Christoma jordani; 0.27 ± 0.46 mg PH) y se mantuvieron en las jaulas durante un mes, al 

término del cual fueron sacrificados y el hígado fue disectado. El tejido hepático se 

mantuvo bajo congelación (-60° C; REVCO) hasta su análisis. 

 

5.4. Respuestas Bioquímicas. Evaluación de Biomarcadores  

La determinación de Metalotioneínas y Proteínas Carboniladas se realizó en las muestras 

de hígado de ajolote mediante el acoplamiento de las técnicas para metalotioneínas 

(Martínez et al. 1993; Scheuhammer y Cherian, 1986) y para proteínas carboniladas 

(Levine et al., 1990 modificada por Floor y Wetzel, 1998). Los Procedimientos  

Estandarizados de Operación (PRESOP’s) de las técnicas implementadas se describen en los 

Anexos 1 y 2. 

 

Para cada sitio de estudio y por ajolote, el hígado disectado se homogenizó con un 

generador (Polytron PT1200) a 22 000 rpm durante 3 min en solución de sacarosa 0.25 M 

(en intervalos de 1 min para evitar el calentamiento de la muestra por la fricción) en una 

relación 1:4 peso/volumen. Posteriormente, el homogenado se centrifugó a 1000 g por 5 

min, se desechó la pastilla y la fracción sobrenadante se centrifugó a 12 000 g por 30 min. 

A la fracción sobrenadante se le determinó el contenido de Proteína Soluble Total (PST) 

por el método de Bradford (1976). A partir de los resultados obtenidos del contenido de 
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PST en las muestras, se ajustaron a una concentración de a 9 mg mL

-1
 con solución de 

homogenado para partir con concentraciones similares en todas las muestras. Una vez 

realizado esto se tomaron tres alícuotas de cada muestra, dos de 375 μL  para el análisis de 

Metalotioneinas y una de 200 μL para la evaluación inmediata de Proteínas Carboniladas. 

Las alícuotas tomadas para la evaluación de metalotioneínas fueron congeladas a -80º C 

para su evaluación al día siguiente. 

 

5.4.1. Proteínas Carboniladas 

A la alícuota de 200 μL de sobrenadante se adicionó 200 μL de solución de sacarosa 0.25 

M y se tomaron dos alícuotas de 120 μL. Posteriormente a cada una se le adicionó 1080 μL 

de  buffer frío de fosfatos  (0.1 M, pH 7.4) con KCl (1.17%) para obtener un volumen final 

de 1200 μL (concentración de 0.45mg ml
-1
 PST). A continuación, de estas muestras se 

tomaron dos alícuotas de 500 μL cada una y se les adicionó 56 μL de solución de 

estreptomicina al 10%; se incubó por 15 min a temperatura ambiente y se centrifugó a     

11 000 g por 10 min. Se desechó la pastilla y al sobrenadante (de dos de las cuatro 

muestras) se le adicionó 500 μL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) disuelto en ácido 

clorhídrico 2 M y se incubó por una hora a temperatura ambiente; las  otras dos muestras 

fueron consideradas como blancos y se incubaron con ácido clorhídrico 2 M, sin adición 

del 2,4 DNPH.  

 

La proteína contenida en las muestras se precipitó agregando 500 μL de ácido 

tricloroacético (TCA) al 18% y se centrifugó a 11 000 g por 3 min. Se desechó el 

sobrenadante y la pastilla se lavó tres veces resuspendiéndola en 1000 μL de etanol/ 

acetato de etilo (1:1); se incubó por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 11000 

g por 3 min. La pastilla se resuspendió agregando 600 μL de solución de guanidina 6 M, se 

incubó por una hora a temperatura ambiente y se centrifugó a 16 000 g por cinco min. 

 

 El contenido de Proteína Soluble Total se determinó por el método de Bradford 

(1976) y el contenido de carbonilos se determinó leyendo en un espectrofotómetro 

(Thermo Spectronic, Genesys 10 VIS) a 366 nm, utilizando un coeficiente de extinción 

molar de 22 000 M
-1
 cm

-1
. El contenido de grupos carbonilo en las muestras se expresó en 

nanomoles de carbonilo mg
-1
 PST. 
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5.4.2.  Metalotioneínas 

Para la determinación de Metalotioneínas, las alícuotas de 375 μL (previamente 

descongeladas) se ajustaron a un volumen de 1200 μL con buffer de glicina. Posteriormente 

a cada muestra se le adicionó 500 μL de solución de plata (20 g mL
-1
) y se incubó en 

oscuridad y a temperatura ambiente por 15 min, con el fin de desplazar los metales 

acoplados a la Metalotioneína por la plata adicionada, dado el principio del método basado 

en la mayor afinidad de Ag por los grupos tiol de la metaloproteína. El exceso se plata se 

removió adicionando 600 μL de hemolizado de sangre de rata. Posteriormente las muestras 

se colocaron en baño María a 100 °C por 3 min a fin de precipitar a la hemoglobina y otras 

proteínas, excepto las metalotioneínas que son estables al calor. A continuación se centrifugó 

a 12 000 g por 5 min a temperatura ambiente; se separó el sobrenadante y se colocaron las 

muestras dos veces más en baño María a 100 °C por 3 min (sin agregar hemolizado) y se 

centrifugaron en cada paso a    15 000 g por 5 min. Se separó el sobrenadante final y se 

determinó en una alícuota la concentración de Proteína Soluble Total por el método de 

Bradford (1976). El resto del sobrenadante fue congelado a -80 °C y posteriormente se le 

evaluó la concentración de plata en un Espectrofotómetro de Absorción Atómica (EAA) 

(Perkin Elmer AAnalyst 800). 

 

 La concentración de Metalotioneínas en las muestras se determinó a partir de la 

interpolación de los valores obtenidos de la concentración de Ag (µg L
-1
) en una curva 

patrón construida a partir de concentraciones conocidas de Metalotioneínas (mg L
-1
; 

estándares MT´s) y su correspondiente concentración de Ag (µg L
-1
) (Ver PRESOP  

Metalotioneínas, Anexo 2). Acorde al método seguido, la cantidad de plata en la fracción 

del sobrenadante final es proporcional a la cantidad de (MT) presente en el estándar. 

 

6. RESULTADOS 

Los resultados de los biomarcadores evaluados en el hígado de A. mexicanum de los 

distintos sitios de estudio se señalan en la Tabla 1. Cabe señalar que al término del periodo 

del trasplante a los diferentes sitios de estudio, los juveniles de ajolote presentaron pesos 

similares (g PH) (p>0.05) (Tabla 1).  
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6.1. Metalotioneínas 

Las concentraciones de Metalotioneínas hepáticas de los organismos provenientes de los 

cuatro sitios de muestreo (Tabla 1; Figura 6) no presentaron diferencias significativas 

(p>0.05) debido a la dispersión observada entre los grupos. No obstante los valores 

observados en el tejido hepático de los ajolotes provenientes de La Draga (alto impacto 

urbano y bajo impacto agrícola) son 78% mayores que los de Puente de Urrutia (bajo 

impacto urbano y alto impacto agrícola).  

 

6.2. Proteínas Carboniladas 

En contraste a las Metalotioneínas, las concentraciones de Proteínas Carboniladas  en el 

hígado de A. mexicanum presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios de 

estudio. Los organismos provenientes del sitio Apatlaco (con alto impacto agrícola y 

moderado impacto urbano) presentaron la mayor concentración de carbonilos (p<0.05), 

mientras que los grupos provenientes de Puente de Urrutia (bajo impacto urbano y alto 

impacto agrícola), de Laguna de la Asunción (alto impacto urbano y bajo impacto agrícola) 

y de La Draga (alto impacto urbano y bajo impacto agrícola), presentaron concentraciones 

similares (p > 0.05) (Tabla 1, Figura 7).  

 

6.3. Proteína Soluble Total 

La concentración hepática de Proteínas Solubles Totales (PST) presentó un comportamiento 

similar al de las Proteínas Carboniladas (PC). Los organismos provenientes del sitio Apatlaco 

(moderado impacto urbano y alto impacto agrícola) presentaron la mayor concentración de 

PST (p<0.05), mientras que los organismos provenientes de Puente de Urrutia (bajo 

impacto urbano y alto impacto agrícola), L. Asunción (alto impacto urbano y bajo impacto 

agrícola) y La Draga (alto impacto urbano y bajo impacto agrícola) presentaron 

concentraciones similares (p>0.05) (Tabla 1, Figura 8).  
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Tabla 1. Concentración de Metalotioneínas (MT’s), Proteínas Carboniladas (PC)  y Proteína Soluble Total (PST) 

evaluadas en tejido hepático de juveniles de A. mexicanum trasplantados a cuatro canales de Xochimilco. Se 

señalan valores promedio y error estándar. Se incluyen los pesos  húmedos de los organismos y del hígado 

analizado (g PH). 

 

 

Para cada respuesta, letras distintas denotan diferencias significativas entre sitios (p< 0.05). 

 

 

Figura 6. Diagramas de Cajas en Paralelo de la Concentración de Metalotioneínas (MT´s; µg g
-1
 PH) en el 

hígado de juveniles de Ambystoma mexicanum trasplantados en cuatro canales de Xochimilco. Sitio 1. 

Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción y 4. La Draga. En cada caso la caja corresponde 

al 50% de los datos y las cotas superior e inferior al 50% restante de los datos. El punto denota la 

mediana y ° denota valores extremos. Letras distintas denotan diferencias significativas entre sitios (p< 

0.05). 
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Sitio 

 

 

Peso  

Organismo  

(g PH) 

Peso Hígado 

(g  PH) 

MT´s 

(μg  g 
-1
 PH) 

PC 

(nmol mg
-1
 

PST) 

PST 

(mg mL
-1
) 

1. P. Urrutia 24.2 ± 2.3
a
  0.49 ± 0.05

a
 17.0 ± 2.3

 a
 29.8 ± 3.9

 a
 15.9 ± 0.6

a
 

2. Apatlaco 28.2 ± 2.4
a
 0.48 ± 0.05

a
 20.1 ± 5.3

 a
 63.5 ± 2.4

 b
 25.0 ± 1.7

 b
 

3. L. Asunción 21.9 ± 2.3
 a
 0.51 ± 0.06

a
 29.0 ± 3.4

 a
 28.0± 2.5

 a
 15.8 ± 1.1

 a
 

4. La Draga 23.8 ± 1.5
 a
 0.48 ± 0.05

a
 30.3 ± 4.5

 a
 20.4 ± 1.2

 a
 18.2 ± 0.4

 a
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Figura 7. Concentración de Proteínas Carboniladas (PC; nmol mg
-1
 PST) en el hígado de juveniles de 

Ambystoma mexicanum trasplantados en cuatro canales de Xochimilco. Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. 

Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción y 4. La Draga. En cada caso la caja corresponde al 50% de los 

datos y las cotas superior e inferior al 50% restante de los datos. El punto denota la mediana y °* 

denotan valores extremos. Letras distintas denotan diferencias significativas entre sitios (p< 0.05).    
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 Figura 8. Concentración de Proteínas Solubles Totales (PST; mg ml
-1
) en el hígado de juveniles de 

Ambystoma mexicanum trasplantados en cuatro canales de Xochimilco. Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. 

Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción y 4. La Draga. En cada caso la caja corresponde al 50% de los 

datos y las cotas superior e inferior al 50% restante de los datos. El punto denota la mediana y letras 

distintas denotan diferencias significativas entre sitios (p< 0.05). 
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 6.4. Concentración hepática de metales en A. mexicanum  e 

interacciones 

Las concentraciones de los metales en hígado de A. mexicanum reportadas por González 

(2006) se señalan en la Tabla 2 y en la Figura 9; en ésta última se incluye la sumatoria por 

sitio de los metales referidos. Cabe resaltar que los organismos provenientes del Sitio 

Apatlaco (Sitio 2; moderado impacto urbano y alto impacto agrícola) presentaron la mayor 

concentración hepática de los metales analizados. Es importante señalar  que la acumulación 

de metales a nivel  hepático es la resultante de la biodisponibilidad de metales en agua, 

sedimento y alimento de los distintos sitios de estudio, comportamiento ampliamente 

discutido en el trabajo realizado por González (2006)(Anexo 4).  

    

 

 

Tabla 2.   Concentración de metales (mg kg
-1
 PS; ppm) en el hígado de juveniles de  A. mexicanum (González, 

2006) trasplantados a cuatro canales de Xochimilco. Se señalan valores promedio y error estándar. 

 

          Sitio                   

Metal 

1. P. Urrutia 2. Apatlaco 3. L. de Asunción 4. La Draga 

Cr 0.59 ± 0.26  
a 

2.36 ±0.44  
 b 

1.45 ± 0.4  
ab

 1.51 ± 0.22  
ab

 

Mn 9.04 ± 2.4  
 a
 4.68 ± 0.26  

ab
 2.83 ± 0.27  

b
 3.93 ± 0.29  

b
 

Fe 137.83 ± 1.89
   a

 193.52 ± 48.29  
a
 137.85 ± 0.0004  

a
 79.86 ± 49.73  

a
 

Co 0.2 ± 0.01  
  a

 1.64 ± 0.84  
a
 0.88 ± 0.08  

a
 0.99 ± 0.07  

a
 

Cu 34.79 ± 1.5  
a
 31.2 ± 5.0  

a
 16.83 ± 1.68  

a
 25.47 ± 5.0  

a
 

Zn 93.58 ± 6.9  
a
 64.69 ± 6.27  

a
 76.38 ± 5.34  

ab
 97.48 ± 2.65  

a
 

Se 1.92 ± 0.29  
a
 5.02 ± 1.24  

ab
 7.09 ± 0.52  

b
 7.99 ± 0.08  

b
 

As 0.56 ± 0.05  
a
 0.39 ± 0.05  

ab
 0.22 ± 0.02  

b
 0.31 ± 0.01  

b
 

Ni 1.64 ± 0.16  
a
 4.88 ± 1.18  

a
 1.37 ± 0.03  

a
 1.49 ± 0.24  

a
 

V 0.24 ± 0.03  
a
 0.32 ± 0.06  

a
 0.2 ± 0.03  

a
 0.28 ± 0.02  

a
 

Sr 1.32 ± 0.02  
a
 1.63 ± 0.23  

a
 1.51 ± 0.3  

a
 0.59 ± 0.2  

a
 

Cd 0.16 ± 0.02  
a
  0.08 ± 0.01  

a
 0.17 ± 0.02  

a
 1 ± 0.62  

a
 

Pb 0.86 ± 0.1  
ab

 1.87 ± 0.31  
a
 0.47 ± 0.2  

b
 1.92 ± 0.3  

a
 

Para cada metal, letras distintas denotan diferencias significativas entre sitios  (p<0.005) 
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Figura 9. Concentración de metales en el hígado de A. mexicanum (mg Kg
-1 

PS) trasplantados a  

cuatro sitios de Xochimilco. Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción y 4. La 

Draga (datos analizados de González, 2006). 

 

Las mayores concentraciones de metales esenciales fueron registradas en los sitios Apatlaco 

(Sitio 2; moderado impacto urbano y alto impacto agrícola) y Puente de Urrutia (Sitio 1: 

bajo impacto urbano y alto impacto agrícola) (Figura 10). Respecto a los metales sin función 

biológica conocida, las concentraciones más altas se registraron en Apatlaco y La Draga (Sitio 

4: alto impacto urbano y bajo impacto agrícola) (Figura 11). 

 

Figura 10. Concentración de metales esenciales en el hígado de A. mexicanum (mg Kg
-1 

PS) 

trasplantados a  cuatro sitios de Xochimilco. Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. Laguna de la 

Asunción y 4. La Draga (datos analizados de González, 2006). 
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Figura 11. Concentración de metales sin función biológica conocida  en el hígado de A. mexicanum 

(mg Kg
-1 

PS) trasplantados a  cuatro sitios de Xochimilco. Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. 

Laguna de la Asunción y 4. La Draga (datos analizados de González, 2006). 

 

 Con el propósito de analizar probables relaciones de causalidad entre los biomarcadores 

evaluados de exposición y efecto a metales (MT´s y PC, respectivamente) y la concentración 

hepática de los metales registrados por González (2006), éstos últimos se agruparon en tres 

categorías: 

1. Principales metales inductores de Metalotioneínas (PIMT’s). Incluyen Cu, Cd y Zn en 

orden decreciente de afinidad (Scheuhammer y Cherian, 1986; Amiard et al. 2006) 

(Figura 12). 

2. Metales inductores totales de Metalotioneínas (ITMT’s). Incluyen además de los 

anteriores, al Co, Ni, Mn, Cr y Fe en orden decreciente de afinidad (Scheuhammer y 

Cherian, 1986; Sato y Bremner, 1993; Amiard et al. 2006) (Figura 13). 

3. Metales inductores de estrés oxidante (IEO). Incluyen Fe, Cu, Cr, V y Co (Valko et 

al., 2005) (Figura 14). 

 

 Las mayores concentraciones hepáticas de los Principales Metales Inductores de 

Metalotioneínas (PIMT’s; Cu, Cd y Zn) se registraron en los organismos provenientes de los 

sitios 1 y 4 (Puente de Urrutia -bajo impacto urbano y alto impacto agrícola- y, La Draga -

alto impacto urbano y bajo impacto agrícola-, respectivamente; Figura 12). De manera 

particular, las mayores concentraciones fueron de Zn y se  encontraron en los organismos 

provenientes de los Sitios 1 y 4, previamente descritos (Figura 12; Tabla 2). 
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Figura 12. Concentración de los Principales metales Inductores de Metalotioneínas (PIMT’s; Cd, Zn y 

Cu) en el hígado de A. mexicanum (mg kg
-1
 PS; ppm) trasplantados a  cuatro sitios de Xochimilco. 

Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción y 4. La Draga (datos analizados de 

González, 2006). 

 

En el caso de los metales Inductores Totales de Metalotioneínas (ITMT’s;  Cu, Cd, Zn, 

Co, Ni, Mn, Cr y Fe), las mayores concentraciones se registraron en los organismos 

provenientes del Sitio 2 (Apatlaco, moderado impacto urbano y alto impacto agrícola) 

seguido de los organismos del Sitio 1 (Puente de Urrutia, bajo impacto urbano y alto 

impacto agrícola) (Figura 13). 

 

Figura 13. Concentración de los metales Inductores Totales de Metalotioneínas (ITMT’s; Cd, Zn, Cu, 

Co, Ni, Mn, Cr y Fe) en el hígado de A. mexicanum (mg kg
-1
 PS; ppm) trasplantados en  cuatro sitios 

de Xochimilco. Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción y 4. La Draga (datos 

analizados de González, 2006). 
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Respecto a los metales Inductores de Estrés Oxidante (IEO; Fe, Cu, Cr, V y Co) la mayor 

concentración se registró en los organismos del Sitio 2 (Apatlaco, moderado impacto urbano 

y alto impacto agrícola) y la menor en los organismos del Sitio 4 (La Draga, alto impacto 

urbano y bajo impacto agrícola) (Figura 14).  

 

Es interesante resaltar el comportamiento del Fe, pues pese a que no se encontraron 

diferencias significativas en la concentración de éste metal en los organismos provenientes 

de los diferentes sitios de estudio debido a la dispersión de los datos,  los ajolotes del Sitio 2 

(Apatlaco, moderado impacto urbano y alto impacto agrícola) registraron 2.5 veces más 

que los organismos provenientes del Sitio 4 (La Draga, alto impacto urbano y bajo impacto 

agrícola) (Figuras 9 y 14; Tabla 2).  

 

 

 

Figura 14. Concentración de los principales metales inductores de estrés oxidante (IEO, Fe, Cu, Cr, Co 

y V) en hígado de A. mexicanum (mg kg
-1
 PS; ppm) trasplantados en  cuatro sitios de Xochimilco. Sitio 

1. Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción y 4. La Draga (datos analizados de 

González, 2006).  

  

 En la Tabla 3 se incluyen sólo los coeficientes de correlación significativos entre las 

variables analizadas (MT´s, PC, PST y concentración hepática de los metales) en los ajolotes 

provenientes de los cuatro sitios de estudio. Contrario a lo esperado, no se encontró una 

relación significativa entre la concentración hepática de MT´s y los metales inductores de 
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éstas (Cd, Cu, Zn) (p>0.05), ni entre las MT´s y la sumatoria de todos sus metales 

inductores (Cu, Cd, Zn, Co, Ni, Mn, Cr y Fe) (p>0.05).  

Tabla 3. Interacciones globales. Correlaciones entre los biomarcadores de exposición y de efecto 

a metales y las concentraciones de metales en el hígado de juveniles de  A. mexicanum. 

 

Variable MT´s PC PST Se Ni PI MT’s IT MT’s IEO 

MT’s 

 
- - - 0.954 - - - - 

PC - - - - 0.978 - - 0.937 

PST - - - - 0.963 - - - 

PIMT’s: Principales metales Inductores de Metalotioneínas (Cd, Cu y Zn) 

ITMT’s: Metales Inductores  Totales de Metalotioneínas (Cd, Cu, Zn, Co, Ni, Mn, Cr y Fe) 

IEO: Metales Inductores de Estés Oxidante (Fe, Cu, Cr, V  y Co) 

MT´s: Metalotioneínas hepaticas 

PC: Proteínas Carboniladas hepáticas 

PST: Proteínas Solubles Totales hepáticas 

 

Pese a que en los sitios  1 y 4 (Puente de Urrutia y La Draga, respectivamente) se 

registraron las mayores concentraciones hepáticas de los principales inductores de las MTs 

(Cu, Cd y Zn), no se observó una relación entre éstas y los niveles hepáticos de metales en 

A. mexicanum. De manera similar, en los sitios 1 y 2 (Puente de Urrutia y Apatlaco, 

respectivamente) se registraron las mayores concentraciones de los metales totales inductores 

de metalotioneínas sin que se observara una relación con la inducción de MTs. Por otra 

parte, a pesar de que no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de 

MTs debido a la dispersión de los datos, destacan los ajolotes del sitio 3 (Laguna de la 

Asunción) y del sitio 4 (La Draga) por presentar una tendencia a tener las mayores 

concentraciones de MT´s  mientras que en el  Sitio 2 (Apatlaco) se registró la  mayor 

concentración hepática de  todos los metales inductores de metalotioneínas. 

 

 Únicamente se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de MT´s  y la 

concentración de Selenio (Figura 15; p>0.05), entre la concentración de Proteínas 

Carboniladas y la concentración de Níquel (Figura 16; p>0.05), entre la Proteína Soluble 

Total y el Níquel (Figura 17; p>0.05) y, conforme a lo esperado, entre las Proteínas 

Carboniladas y la sumatoria de los principales metales inductores de estrés oxidante (IEO) 

(Figura 16; p>0.05). Cabe señalar que la relación entre las Proteínas Carboniladas y los IEO 

no fue lineal como las tres anteriores sino de tipo exponencial y, destaca el comportamiento 

del sitio 2 (Apatlaco) donde se registró la mayor concentración hepática de los metales 

inductores de estrés oxidante (Figura 18).  
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Figura 15. Correlación entre las concentraciones de metalotioneínas (MT’s; µg  g 
-1
 PH)  y el Se (mg g

-1
 

PS) en el hígado de A. mexicanum. Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción, 4. 

La Draga  (r=0.95, p<0.005). 
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Figura 16. Correlación entre las Proteínas Carboniladas (PC; nmol mg
-1
 PST) y el Ni (mg g

-1
 PS) en el 

hígado de A. mexicanum. Sitio 1. Puente de Urrutia, S2. Apatlaco, S3. Laguna de la Asunción, S4. La 

Draga  (r=0.978, p<0.005). 
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Figura 17. Correlación entre las concentraciones de Proteína Soluble Total  y el Ni  en hígado de A. 

mexicanum. Sitio 1. Puente de Urrutia, S2. Apatlaco, S3. Laguna de la Asunción, S4. La Draga   

(r=0.963, p<0.005). 
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Figura 18. Correlación entre las Proteínas Carboniladas (PC; nmol mg
-1
 PST) y los principales metales 

Inductores de Estrés Oxidante (IEO) en el hígado de A. mexicanum. Sitio 1. Puente de Urrutia, S2. 

Apatlaco, S3. Laguna de la Asunción, S4. La Draga  (r
2
=0.937, p<0.005). 
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 En cuanto a las interacciones de los distintos biomarcadores evaluados, no se 

encontraron correlaciones significativas (p>0.05) entre las Metalotioneínas, las Proteínas 

Carboniladas ó las Proteínas Solubles Totales.  

 

7. DISCUSIÓN  

Las MT’s son uno de los principales biomarcadores utilizados en programas de monitoreo 

ambiental y su  inducción por metales (i.e. Cd, Cu, Zn, Co, Ni, Mn, Cr, Fe, Ag, Hg) ha sido 

demostrada en numerosas especies  (moluscos, anélidos, crustáceos, peces y anfibios) 

(Amiard et al., 2006). Diversos estudios, tanto en condiciones controladas de laboratorio 

como en el medio natural, demuestran que el incremento en la concentración de MT’s 

asociado al  incremento en la concentración corporal de metales, se relaciona con un menor 

deterioro (i.e. molecular, biquímico, fisiológico) de los organismos bajo análisis (Sato y  

Bremner, 1993; Vogiatzis y Loumbourdis, 1997; Palmiter, 1998; Venturino et al., 2003; 

Amiard et al., 2006; Carpenè et al., 2007). 

 

En anfibios, la inducción de las MT´s por exposición y/o inyección intramuscular a 

metales ha sido reportada en Rana japonica, Rana nigromaculata, Rhacophorus schlegelii, 

Rana ridibunda y Xenopus laevis (Suzuki y Tanaka, 1983; Suzuki et al., 1983; Suzuki y 

Kawamura, 1984; Vogiatzis y Loumbourdis, 1997, 1998; Papadimitriou y Loumbourdis, 

2003; Anexo 3). Debido a las distintas técnicas empleadas para la evaluación de MT´s, no es 

posible establecer comparaciones entre los niveles  hepáticos de MT´s reportados en otros 

anfibios, sobre todo provenientes de sitios contaminados, y los obtenidos en A. mexicanum 

en el presente estudio. No obstante, los niveles registrados de MT’s hepáticas en A. 

mexicanum son similares a los reportados para Rana ridibunda (68.08 ± 12.48 µg g
-1
) 

expuesta a 200 mg Cd L
-1 

(Vogiatzis y Loumbourdis, 1998).  

 

Contrario a lo esperado, los niveles hepáticos de MT’s de los juveniles de A. mexicanum 

provenientes de los diferentes sitios de estudio, no presentaron  diferencias significativas pese 

a las concentraciones de los principales metales inductores de éstas metaloproteínas en el 

hígado del ajolote. Es posible suponer que el comportamiento observado de las MT’s sea 

consecuencia de varios aspectos: los niveles en el tejido hepático de los metales inductores; 
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el curso de la inducción de las MT’s y, factores ambientales adicionales a los metales 

inductores de MT’s, aspectos que se abordarán más adelante.  

 

En cuanto a los metales inductores de MT’s registrados en el hígado de A. mexicanum, si 

bien las concentraciones de los metales inductores totales de MT’s (ITMT´s; Cd, Cu, Zn, Co, 

Ni, Mn, Cr, Fe) fue ligeramente mayor en los organismos provenientes del sitio 1 (Puente de 

Urrutia) y sitio 2 (Apatlaco), no se observó relación (p>0.05) con las concentraciones 

hepáticas de MT´s, ni considerando sólo los principales metales inductores de 

metalotioneínas (PIMT’s; Cd, Cu, Zn). Cabe resaltar que de éstos últimos sólo el zinc 

presentó diferencias significativas entre sitios; no obstante, tampoco se observó correlación 

entre las concentraciones tisulares de Zn y las MT’s. De tal manera, los resultados obtenidos 

denotan que en los juveniles de A. mexicanum, transplantados durante un mes a los canales 

de Xochimilco, la inducción hepática de MT’s no se relaciona con los niveles titulares de los 

metales inductores de éstas. Este comportamiento aparentemente contradictorio, ha sido 

documentado en diversas especies en las que no se observa un incremento en la 

concentración de MT’s aún en ambientes donde los metales biodisponibles se encuentran en 

elevadas concentraciones (Amiard et al., 2006). En contraste, Cooper y Fortin (2010) 

señalan que en Rana catesbeiana proveniente de sitios contaminados, si bien las MT’s no se 

relacionaron con las concentraciones hepáticas de los metales, si se relacionaron con los 

niveles de los metales en el medio. 

 

La falta de correlación entre las MT’s hepáticas y sus metales inductores en A. 

mexicanum puede ser reflejo del curso de la inducción de las MT’s. Al respecto, estudios 

bajo condiciones controladas de laboratorio demuestran que la inducción de MT’s se 

produce en periodos relativamente cortos (horas, días) y constituye una primera línea de 

defensa y de protección celular frente al efecto tóxico celular de metales (Amiard et al., 

2006; Wang y Ranibow, 2010). Dado que en el presente estudio, los juveniles de A. 

mexicanum se transplantaron a los diferentes sitios de los canales de Xochimilco durante un 

mes, es probable sugerir que la concentración hepática de MT’s al término de la exposición 

“in situ” no es reflejo directo de su inducción como mecanismo de protección celular inicial 

ante la exposición a metales. Este comportamiento ha sido reportado en Rana ridibunda 

expuesta al Cu en el que durante los primeros 15 de exposición se observa una correlación 

entre las concentraciones hepáticas del Cu y la inducción tisular de MT’s; sin embargo esta 
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relación no se observa al término de la exposición (30 d), e incluso los niveles de MT’s 

disminuyen a los niveles iniciales previos a la exposición (Papadimitriou y Loumbourdis, 

2003). De tal manera y de manera similar que en otros anfibios, es posible sugerir que en los 

juveniles de A. mexicanum en exposiciones crónicas in situ, la concentración hepática de las 

MTs no es un marcador biológico adecuado de la magnitud de los metales a los que están 

expuestos en el medio. 

 

Si bien de manera general las MT´s se caracterizan por ejercer un efecto de protección 

celular ante la toxicidad producida por metales, diversas líneas de investigación sugieren que 

su inducción también se presenta bajo diversos estímulos químicos. Éstos incluyen 

compuestos que generan especies reactivas de oxígeno como compuestos no metálicos (i.e. 

citocinas, cloroformo, tetracloruro de carbono,  paraquat, quinonas, compuestos 

nitroaromáticos), metales oxidantes (i.e. Fe, Cu. Cr. V, Co) y cambios en la salinidad, entre 

otros estresores ambientales (Sato y Bremner, 1993; Conrad, et al., 2000; Achard, et al., 

2007; Monserrat et al., 2007). En un escenario de elevada complejidad ambiental como es 

la zona lacustre de Xochimilco, receptor además de diversos  contaminantes de origen 

doméstico, agrícola  e industrial (González, 1997; González, 2006; Robles et al., 2009 y 

CITES, 2005), es probable sugerir que numerosas variables ambientales que ejercen estrés 

oxidante intervienen en los niveles de MT’s hepáticas registrados en los juveniles de A. 

mexicanum.  

 

Como se señaló previamente, dos factores centrales muy relacionados entre sí 

intervienen en la regulación de la inducción de MT´s por agentes oxidantes: la capacidad de 

éstas de ser oxidadas y reducidas (Bell y Vallee, 2009; Davis y Cuisins, 2000) y, la 

participación del Se orgánico en su inducción (Panter et al., 1996; Lenz y Lens, 2009). Los 

péptidos unidos a selenio (i.e. selenocistamina) facilitan la unión entre la MT y el GSH/GSSG 

modulando por medio de una catálisis redox la unión y liberación de Zn al intervenir en los 

cambios redox del GSH y por consiguiente en la disponibilidad tanto de donadores como de 

aceptores de Zn (Bell y Vallee, 2009). De tal manera, la correlación observada entre las 

concentraciones de Se y de las MT’s hepáticas en A. mexicanum sugiere que este metal 

induce de manera indirecta la síntesis de MT’s como un mecanismo de protección al estrés 

oxidante celular, metal que a nivel celular podría estar asociado a selenoproteínas. 
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 Cabe destacar que en el hígado de los ajolotes provenientes de la Laguna de la 

Asunción y de La Draga (sitos 3 y 4 respectivamente) se registraron las mayores 

concentraciones de Se (p<0.05), una tendencia a presentar las mayores concentraciones de 

MT’s y un menor daño por estrés oxidante evaluado a través de las Proteínas Carboniladas 

(p<0.05). Esta relación de resultados sugiere que en estos organismos, el Se pudiera estar 

modificando las condiciones redox  de los hepatocitos y por ende estar induciendo la 

liberación del Zn que a su vez induce la transcripción de MT’s, las cuales estarían fungiendo 

como agentes antioxidantes (Sato y Bremner, 1993; Davis y Cuisins, 2000; Dunđerski, 2004 

Bell y Vallee, 2009). De tal manera, en los organismos provenientes tanto de la Laguna de 

Asunción como de la Draga, sitios de elevado impacto urbano, la inducción de MT´s como 

mecanismo de protección celular a agentes oxidantes estaría modulado por la concentración 

hepática de Se. No obstante esta hipótesis requiere ser comprobada a partir de estudios de 

especiación química del Se y de la probable participación de las  selenoproteínas como 

agente antioxidante.  

 

En general, los resultados obtenidos en los organismos provenientes de la Draga y de la 

Laguna de la Asunción sugieren que las MT’s estarían ejerciendo un papel de protección 

celular en el ajolote y además de unirse  a metales, estarían desempeñando un papel como 

agentes quelantes. Lo anterior se sustenta además en el hecho de que si bien el radical 

hidroxilo (OH•), una de las ROS más reactivas derivadas del estrés oxidante producido por 

metales, es considerado como responsable de la formación de grupos carbonilo en  las 

proteínas (Conrad et al., 2000; Čolak, 2008; Palmiter, 1998; Sato y Bremner, 1993  y Stohs 

y Bagchi, 1995), estas biomoléculas presentaron los niveles más bajos asociadas a los niveles 

más elevados de MTs, en los ajolotes transplantados al sitio de La Draga. 

 

Los resultados de la concentración de las Proteínas Carboniladas (PC) en los hepatocitos 

del ajolote denotan que los organismos provenientes de Apatlaco (S2), sitio de moderado 

impacto urbano y elevado impacto agrícola, presentaron el mayor daño ocasionado por 

estrés oxidante (p<0.05). El comportamiento exponencial de la correlación significativa 

entre las PC y la sumatoria de los principales Metales Inductores de Estrés Oxidante (IEO; Fe, 

Cu, Cr, V  y Co) sugiere que los mecanismos de protección celular para reducir el estrés 

oxidante, entre ellos la inducción de MT’s, han sido rebasados y que estos organismos se 

encuentran bajo un severo estrés. Cabe destacar que  si bien los grupos carbonilo son 
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producidos por distintos ROS, éstos solamente se producen en condiciones extremas de 

estrés oxidante (Čolak, 2008). De tal manera, en los ajolotes provenientes de Apatlaco, las 

elevadas concentraciones de PC relacionadas con las mayores concentraciones de metales 

IEO dan cuenta de un daño severo en los organismos ocasionado por metales. No obstante, 

no se descarta el efecto adicional de otros contaminantes no metálicos que pueden generar 

estrés oxidante, producto de los aportes de las actividades agrícolas y urbanas de la zona 

(González, 2006;  Robles, 2008).  

 

Si bien las proteínas carboniladas son buenos indicadores globales de estrés oxidante, 

son pocos los estudios realizados en organismos acuáticos, la mayoría de ellos efectuados en 

peces y muy limitados los realizados en anfibios (Anexo 3). Cabe destacar que los niveles 

hepáticos de las PC determinados en el presente estudio en A. mexicanum son similares a los 

reportados por Falfushinska et al. (2008) en Rana ridibunda expuesta durante 14 días a una 

mezcla de fungicidas (0.091mg L
-1
, Anexo 3). En peces, las proteínas carboniladas han sido 

utilizadas como biomarcadores del estrés oxidante ocasionado por la exposición a 

plaguicidas (Parvez y Raisuddin, 2005) y a metales (Xiong et al., 2010). Sin embargo, 

Almroth el al. (2008) señalan que en ambientes complejos con distintos aportes de 

contaminantes, las proteínas carboniladas son mejores indicadores del estrés oxidante 

ocasionado por metales que por plaguicidas. De tal manera, si bien los grupos carbonilo son 

inducidos por todos los tipos de ROS y por lo tanto no sugieren el tipo de oxidante (Čolak, 

2008), la correlación observada entre las PC y los IEO a nivel hepático en los ajolotes 

provenientes de los canales de Xochimilco sugiere que este grupo de metales puede ser 

responsable del estrés oxidante severo, particularmente de los organismos provenientes del 

sitio de Apatlaco.  

 

El comportamiento de las Proteínas Solubles Totales (PST) similar al registrado en las 

PC, donde las mayores concentraciones se registraron también en los organismos 

provenientes de Apatlaco, apoya las condiciones de severo estrés ambiental de los 

organismos de este sitio. Los niveles de PST en diversos tejidos ha sido ampliamente 

utilizado como indicador de la condición fisiológica de organismos acuáticos (peces e 

invertebrados) sujetos a la exposición aguda y crónica de contaminantes. Al respecto, 

Sreedevi et al. (1992) señalan que el incremento de las PST y PT (proteínas totales) a nivel 

hepático en el pez Cyprinus carpio por la exposición crónica a Ni sugiere la participación de 
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mecanismos compensatorios y de desintoxicación al metal. Si bien no se cuenta con 

suficiente información en anfibios de los mecanismos fisiológicos compensatorios ante el 

estrés ocasionado por tóxicos ambientales, es posible sugerir que el incremento de la 

concentración de las PST en el tejido hepático de los ajolotes del sitio de Apatlaco, refleje a 

la vez el aumento de biomoléculas asociadas al estrés oxidante (i.e. catalasas, evaluados 

indirectamente a través del método Bio-Rad Protein Assay) o bien denote su mayor 

movilización como sustrato energético, requerido para procesos de protección celular y de 

compensación fisiológica.  Es interesante hacer notar que González (2006) registró el menor 

crecimiento en los ajolotes provenientes del sitio Apatlaco, lo cual sugiere alteraciones en el 

metabolismo energético de los organismos y que pudiera obedecer a los costos energéticos 

asociados a procesos de desintoxicación, protección celular y/o compensación frente a las 

severas condiciones de estrés oxidante del medio. No obstante se requiere la realización de 

estudios in situ para probar estas hipótesis. 

 

Al analizar las probables relaciones de los niveles hepáticos de los metales y los 

biomarcadores evaluados en los ajolotes,  llama la atención la correlación significativa de las 

PC y PST sólo con el Ni. Si bien, es precisamente en el sitio de Apatlaco donde se 

observaron los mayores niveles hepáticos de PC y PST, también se registraron las mayores 

concentraciones de Fe y de Ni, el primero uno de los principales metales inductores de estrés 

oxidante y el segundo, un metal oxidante pero en mucho menor grado. A la fecha se carece 

de una explicación adecuada de las relaciones observadas entre PC, PST y el Ni debido a los 

procesos de regulación homoestática de un metal cuya esencialidad se desconoce en 

organismos acuáticos y que incluso a nivel humano, está sujeta a debate (Hayes, 2001).  

 

Una de las limitaciones de la evaluación de biomarcadores en organismos expuestos in 

situ en ambientes alterados, es la multiplicidad de factores e interacciones que intervienen en 

las respuestas bioquímicas o fisiológicas evaluadas. Entre estos factores destacan las 

condiciones climáticas, las características físico-químicas del medio, la biodisponibilidad de 

los contaminantes, las peculiaridades genéticas de las especie, las relaciones entre los 

individuos y/o especies así como las propias interacciones entre contaminantes, lo cual 

dificulta la interpretación de las respuestas evaluadas (Jamil, 2001). El presente estudio fue 

realizado en un escenario de elevada complejidad ambiental como es la zona lacustre de 

Xochimilco, el cual es receptor de diversos  contaminantes metálicos y no metálicos de 
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origen doméstico, agrícola e industrial, (González, 1997; González, 2006; Robles et al., 

2009 y CITES, 2005). Si bien el presente trabajo se enfocó a evaluar particularmente el 

efecto de metales en el jolote Ambystoma mexicanum, los resultados obtenidos permiten 

sugerir que los biomarcadores evaluados dan cuenta del efecto de la exposición crónica a los 

metales. De tal manera, los niveles hepáticos de MTs dan cuenta de su función como agentes 

quelantes de protección celular al estrés oxidante, en tanto que las PC dan cuenta de manera 

general de la condición de estrés por la acción oxidante de metales. No obstante se 

requieren estudios posteriores que analicen el curso de la inducción de estas respuestas y los 

mecanismos de acción tanto de los metales como de compuestos orgánicos, no metálicos 

(i.e. plaguicidas, compuestos nitrogenados) relacionados con el estrés oxidante. A la vez, se 

requiere la realización de estudios que consideren otros indicadores de estrés oxidante (i.e. 

relación GSG-GSSG, peroxidación de lípidos) así como la evaluación de biomarcadores a 

diferentes niveles de organización biológica (i.e. molecular, conductual, fisiológico) que 

aporten información de la contribución del efecto de los múltiples contaminantes en el 

hábitat del ajolote Ambystoma mexicanum sobre el deterioro de sus poblaciones.  

 

8. CONCLUSIONES 

 

 De manera general, los biomarcadores evaluados (PC, PST) fueron indicadores de 

estrés asociados en gran parte a la exposición crónica a metales de los juveniles de 

Ambystoma mexicanum en los canales de Xochimilco. 

 

 A nivel hepático las metalotioneínas (MT´s) no se comportaron como un 

biomarcador idóneo de la exposición a metales inductores de estas metaloproteínas; 

ya que no se registró una relación causa/efecto (metales inductores de MT´s/MT´). 

No obstante, los resultados obtenidos denotan el papel funcional de las MTs como 

agentes protectores a la acción oxidante de los metales. 

 

 La correlación significativa observada entre las concentraciones del Se y las MT´s 

hepáticas sugiere la participación de este metal (probablemente asociado a 

selenoproteínas) en la inducción de las MT´s como agente protector al estrés oxidante 

de los metales. 
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  Los resultados obtenidos en el tejido hepático de los organismos provenientes de la 

Draga y de la Laguna de la Asunción (elevadas concentraciones de Se y de MT´s, 

bajos niveles de PC y PST, niveles menores de MIEO) denotan la participación de 

mecanismos de protección celular al estrés oxidante de metales, entre ellos la síntesis 

de MT´s. En contraste, en los organismos provenientes de Apatlaco los resultados 

obtenidos (mayores concentraciones de MIEO, niveles elevados de PC y PST y bajos 

niveles de MT´s) sugieren que los ajolotes se encuentran sujetos a un severo estrés 

oxidante asociado en gran parte a metales. 

 

 La relación de causalidad entre los principales metales inductores de estrés oxidante 

(MIEO) y las proteínas carboniladas (PC), denotan que este biomarcador da cuenta 

del estrés oxidante ocasionado por los metales.  

 

 Acorde a los resultados obtenidos, el sitio de Apatlaco en la zona lacustre de 

Xochimilco, zona de elevado impacto agrícola y bajo impacto urbano, representa un 

área de elevada alteración, particularmente por la mayor concentración de metales 

inductores de estrés oxidante. No obstante, debe considerarse la interacción y el 

efecto de otros contaminantes no metales inductores de estrés oxidante, producto de 

las actividades agrícolas y urbanas en la zona. 

9. CONSIDERACIONES FINALES 

 
Durante los últimos años las poblaciones de ajolote han declinado significativamente en la 

zona lacustre de Xochimilco, y hoy al borde de una extinción ecológica, el ajolote 

“emprende carrera contra el tiempo”. A pesar de  la compleja problemática del deterioro de 

su medio, las investigaciones realizadas respecto al impacto de los contaminantes sobre las 

poblaciones del ajolote son escasas. El presente estudio contribuye a aportar información 

encaminada a profundizar en los efectos del estrés crónico de los metales sobre juveniles de 

Ambystoma mexicanum en su medio.  

 

De manera particular y respecto a los temas tratados en el presente estudio es 

importante encaminar esfuerzos futuros para realizar estudios enfocados a:  
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 Establecer los niveles basales de metales en A. mexicanun, información de gran 

utilidad para profundizar en la regulación homeostática de los metales esenciales y 

entender el efecto del incremento de éstos y de los metales sin función biológica 

conocida en las poblaciones de ajolote. 

 

 En cuanto al empleo de los biomarcadores evaluados en este estudio 

(metalotioneínas, proteínas carboniladas, proteína soluble total), es fundamental 

establecer sus niveles basales y/o “normales”, para profundizar en los cambios y/o 

alteraciones de estas respuestas biológicas por estresores ambientales. 

 

 En cuanto al uso de las metalotioneínas (MT’s) como biomarcador de exposición a 

metales, en estudios futuros es necesario tomar en cuenta el curso de la inducción de 

éstas para discernir respuestas a corto plazo (i.e. mecanismo de regulación y 

protección celular a metales) de respuestas a mediano y largo plazo (i.e. mecanismos 

de reducción de estrés oxidante). 

 

 En un sistema tan complejo como la zona Lacustre de Xochimilco, es necesario la 

evaluación integral en A. mexicanum de biomarcadores adicionales a las MT’s y PC 

dados los diversos tipos de contaminantes presentes en la zona. Es importante 

destacar la importancia de la evaluación de la relación GSG/GSSG en estudios 

futuros, ya que además de ser un indicador sensible de estrés oxidante, está muy 

relacionado con la inducción de las MT’s y la producción de grupos carbonilo en las 

proteínas (PC), lo que proveería de valiosa información acerca del estado redox 

celular. 
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ANEXOS 
Anexo 1  

PRESOP Cuantificación de Metalotioneínas por el método de Saturación de Plata. 

Evaluación para Ajolote. 

 

Anexo 2  

PRESOP Método acoplado para la cuantificación de Proteínas Carboniladas (PC; por 

la reacción con  2,4-Dinitrofenilhidrazina) y de Metalotioneínas (MT´s). Evaluación 

para ajolote. 

 

Anexo 3 

Tablas comparativas de la concentración de metales, de Proteínas carboniladas (PC) 

y de Metalotioneínas (MTs) en diferentes especies de anfibios.   

 

Anexo 4 

Tablas de parámetros físico-químicos  de agua y sedimento y concentraciones de 

metales analizados en estas matrices ambientales, en los sitios de estudio de los 

canales de Xochimilco (cortesía de González, 2006). 
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1. Propósito 

 

Los sistemas acuáticos (i.e. marinos, lagunares-estuarinos y de agua dulce) son receptores de 

elevadas concentraciones de contaminantes de origen antropogénico, incluidos los metales. 

Es conocido que la salinidad del medio, el pH, la temperatura y los agentes quelantes, entre 

otros factores, modifican en la biota la incorporación, la bioacumulación y la toxicidad de 

los metales, tanto esenciales como sin función biológica conocida (Zúñiga, 2002; Rainbow, 

1997; Saquid, 1992). La sensibilidad a los metales varía en los organismos marinos, 

estuarinos y de agua dulce, la cual obedece tanto a los niveles bioacumulados como a los 

mecanismos de compensación, de protección celular y/o de desintoxicación involucrados 

(Calow, 1994; Newman y Unger, 2003). El incremento en la concentración de los metales 

en los diferentes tejidos de los organismos acuáticos, puede relacionarse con la 

concentración y la especiación química de los metales en el medio externo (Callow, 1994; 

Newman y Unger, 2003), el tiempo de exposición (Zúñiga, 2002; Rainbow, 1997) y los 

mecanismos de desintoxicación de los organismos (Newman y Unger, 2003). Generalmente 

los crustáceos presentan una mayor sensibilidad que otros grupos como los peces o 

moluscos (Amiard et al., 2006; Spicer y Weber, 1991; Viarengo, 1985); a la vez, se reporta 

que los organismos dulceacuícolas son más sensibles que especies marinas relacionadas 

(Callow, 1994) en tanto que los estadios tempranos o en etapa reproductiva se ubican 

como los más sensibles al efecto tóxico de los metales (Berzins and Bundy, 2002 y 

Khangarot et al., 1987).  

 

 En el metabolismo de los metales, las metalotioneínas (MT’s) desempeñan un papel 

relevante (Klaassen, et al. 1999; Roesijadi, 1992 y Viarengo, 1985). Las metalotioneínas son 

metaloproteínas de bajo peso molécular, no enzimáticas (Amiarad, et al., 2006 y 

Dunderski, 2004) y ricas en cisteína. Si bien su papel fisiológico no ha sido bien establecido 

(Achard, et al., 2007; Conrad, et al., 2000), la conservación de esta proteína a través de la 

evolución en muchos phyla sugiere que desempeñan un papel importante en la función 

celular que incluye: a) la participación en el mantenimiento de la homeostasis de los metales 

traza esenciales, fundamentalmente Cu y Zn actuando como reservorios de éstos para ser 

donados a otras metaloproteínas; b) el secuestro de metales tóxicos sin función biológica 

conocida como el cadmio y el mercurio y el control del exceso de los metales esenciales y, 

c) la protección contra el daño por estrés oxidante intracelular ocasionado por compuestos 

orgánicos e inorgánicos o especies reactivas de oxígeno (Klaassen, et al. 1999; Roesijadi, 

1992; Viarengo, 1985; Vogiatzis y Loumbardis, 1998). De tal manera, la evaluación de la 

inducción de metalotioneínas en tejidos animales puede ser utilizada como un marcador 

biológico de la exposición de los organismos en su medio a metales sin función biológica 

conocida o bien a concentraciones no naturales de metales esenciales. 

 

 En el metabolismo de los metales, las metalotioneínas (MT’s) desempeñan un papel 

relevante (Klaassen, et al. 1999; Roesijadi, 1992 y Viarengo, 1985). Las metalotioneínas son 

metaloproteínas de bajo peso molécular, no enzimáticas (Amiarad, et al., 2006 y 

Dunderski, 2004) y ricas en cisteína. Si bien su papel fisiológico no ha sido bien establecido 

Anexo 1 



 

Unidad de Análisis Ambiental, UNAAMB  

PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO pág.: 56/11 

Clave: Met 012 Fecha: 20.10.10 

Título: Cuantificación de metalotioneínas por el método de 

Saturación de Plata.  

Evaluación para Ajolote 

Versión: 2, Revisión 

y Actualización 

 

Autor: Rodríguez F., González S., Zuñiga S. y C. Vanegas Firma: 

Vo.Bo. Responsable de aseguramiento de calidad: Zuñiga 

S. y Vanegas, C.  

Versión original: 05.09.05  

 

   56 

(Achard, et al., 2007; Conrad, et al., 2000), la conservación de esta proteína a través de la 

evolución en muchos phyla sugiere que desempeñan un papel importante en la función 

celular que incluye: a) la participación en el mantenimiento de la homeostasis de los metales 

traza esenciales, fundamentalmente Cu y Zn actuando como reservorios de éstos para ser 

donados a otras metaloproteínas; b) el secuestro de metales tóxicos sin función biológica 

conocida como el cadmio y el mercurio y el control del exceso de los metales esenciales y, 

c) la protección contra el daño por estrés oxidante intracelular ocasionado por compuestos 

orgánicos e inorgánicos o especies reactivas de oxígeno (Klaassen, et al. 1999; Roesijadi, 

1992; Viarengo, 1985; Vogiatzis y Loumbardis, 1998). De tal manera, la evaluación de la 

inducción de metalotioneínas en tejidos animales puede ser utilizada como un marcador 

biológico de la exposición de los organismos en su medio a metales sin función biológica 

conocida o bien a concentraciones no naturales de metales esenciales. 

 

2.  Principio 

 
La propiedad de las metalotioneínas de movilizar el Zn como metal esencial de un tejido a 

otro es ampliamente conocido (Martín y Rainbow, 1998; Roesijadi, 1992). En las 

metalotioneínas, los metales se organizan en dos dominios: el dominio  que se extiende 

del aminoácido 31 al 61, posee la capacidad de unir tres iones divalentes (como el Zn
2+

), y 

el dominio   que se extiende desde el aminoácido 1 al 30 y puede unir cuatro iones 

divalentes. En el caso de los iones univalentes de metales  (i.e. Cd
1+

, Ag
1+

), las 

metalotioneínas tienen la capacidad de unir 12 metales iónicos (Petrlova et al., 2006). La 

metalotioneína se encuentra usualmente saturada con Zn
2+

, el cual puede ser desplazado 

por otro metal con mayor afinidad como cadmio, plata y/o mercurio. A su vez, esta MT 

puede donar el Zn a una proteína aceptora en cualquier tejido u órgano (reacción 1) para 

las diversas funciones celulares requeridas (Jacob et al. 1998).  

 

Zn7 - Donador + T  ↔  Zn7 - MT + aceptor (P)  ↔  T + 7 Zn-P      (Reacción 1) 

 

Esto es posible dada la baja constante de estabilidad del Zn con la Tioneína (T; 3.2 x 10
13
  

M
-1
 a pH 7.4), lo cual determina un flujo unidireccional del Zn a la Tioneína–

Metalotioneína y al aceptor (Jacob et al., 1998). Sin embargo, esta constante de afinidad se 

ve modificada de acuerdo al metal que se una a la Tioneína. Esta diferencia en la afinidad 

de los metales es conocida desde finales del siglo pasado (Scheuhammer y Cherian, 1986; 

Jacob et al. 1998; Amiard et al. 2006)  y se ha propuesto la siguiente escala jerárquica en 

afinidad: 

 

Zn < Cu < Hg, Pb < Cd << Ag, Bi 

 

Dado que la plata es el metal sin función biológica conocida con mayor constante de 

afinidad (mayor a KAg = 3.55 x 10
19
 M

-1
 a pH 7.4) puede evaluarse la inducción de 

Metalotioneínas por metales como Hg y Cd o por la presencia de elevados niveles de Cu y 
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Zn entre otros, o bien su inducción por algunos compuestos orgánicos. Dada la mayor 

afinidad de la plata a la Metalotioneína, este metal puede desplazar fácilmente otros 

metales enlazados a la MT; de tal manera, la concentración de plata fijada por la proteína 

permite cuantificar la cantidad de Metalotioneína presente (o en su caso inducida) en un 

determinado tejido (Scheuhammer y Cheiran, 1986).  

 

 

3.  PRESOP’ s relacionados 

 

 Disección de tejidos de organismos acuáticos (PRESOP Met 009, 2007; 

UNAAMB). 

 Preparación de hemolizado de rata   (PRESOP Met 010, 2007; UNAAMB). 

 Cuantificación de Proteínas Solubles Totales por el método de Bradford (PRESOP 

Met 011, 2007; UNAAMB). 

 

 

4.  Materiales y reactivos empleados 

 

En este PRESOP, se consideran los consumibles requeridos para evaluar MT’s en tres 

muestras de tejido (por duplicado) de aproximadamente 0.3 g PH c/u, dos blancos y la 

curva de MT con 5 puntos (ver Anexo 1.A). Para el análisis de un número mayor de 

muestras, se sugiere efectuar los ajustes respectivos. 

 

 

4.1. Equipo empleado 

Se sugieren equipos específicos. 

 Vortex 

 Micropipetas y micropipetas múltiples (10, 50, 200 y 1000 l) 

 Puntas para micropipeta (10, 50, 200 y 1000 l) 

 50 Tubos eppendorf de 2 ml 

 Microcentrífuga (20 000 g; Eppendorf - 5415) 

 Microcentrífuga con refrigeración (Eppendorf – 5417C)  

 Baño María a 100°C (BOEKEL - GRANT). Se puede utilizar un serpentín de inmersión 

para aumentar la temperatura siempre y cuando se regule la máxima temperatura 

requerida. 

 Matraz Erlenmeyer de 250 ml 

 Espectro de Absorción Atómica (EAA; Perkin Elmer – Aanalyst 800) 

 

4.2. Reactivos 

Se sugieren proveedores específicos.  

 EDTA  anhidro (Sigma 41K0285) 

 Glicina  (Sigma G7126) 
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 Solución estándar de plata 1 mg Ag/ml en 1% HNO3 (Sigma S7259)  

 Ácido nítrico grado analítico (Fermont 531553) 

 Estándar de Metalotioneína de hígado de conejo (Sigma M5267) 

 

 

5. Preparación de soluciones 

 

5.1. Solución de homogenado. Disolver en 10 ml de agua desionizada 2.1393 g de 

sacarosa y aforar a 25 ml. Almacenar en botella ámbar y en refrigeración. Esta 

solución es estable por un mes. 

5.2. Glicina 0.5 M a pH 8.5. Disolver 18.7675 g en 50 ml de agua desionizada, 

aforar a 250 ml.  Almacenar en botella ámbar y mantener en refrigeración. 

Esta solución es estable por varios meses. 

5.3. Solución de plata 20 µg/ml en agua desionizada o milliQ. Tomar 5 ml del 

frasco original (“ampolleta”) del estándar de plata y colocarlo en un frasco 

plástico perfectamente lavado con ácido nítrico al 10%; este volumen del 

estándar será el utilizado para el procedimiento y así evitar la contaminación 

del estándar original. En un matraz de aforo de 10 ml colocar 5 ml de agua 

desionizada o milliQ;  adicionar 200 l del estándar de plata y aforar con 

agua desionizada o milliQ. Pasar la solución a un frasco de plástico, 

preferentemente ámbar o envuelto en papel aluminio y lavado con ácido 

nítrico al 10%. Mantener en refrigeración. La solución permanece estable por 

una semana, por lo que es recomendable prepararla constantemente.
1
 

5.4. Hemolizado de rata. Para el análisis de MT’s de tres muestras de tejido con su 

réplica, dos estándares y dos blancos, se requieren 6 ml de hemolizado de rata 

(ver PRESOP Met 010, 2007; UNAAMB). 

5.5. Curva estándar de Metalotioneínas (ver Anexo 1.A). 

5.6. Curva estándar de Ag (ver Anexo 1.B). Cuantificación del metal en EAA por 

flama.   

 

 

6. Evaluación de Metalotioneínas en tejido 

 

6.1. Colocar individualmente los tejidos disectados  (aprox. 0.3 g PH) en los tubos de 

homogenización (ej. tubo de microcentrífuga de 2 ml). Adicionar la solución fría 

de sacarosa 0.25 M (solución de homogenado) en una relación de 4 ml: 1 g PH 

tejido y homogenizar a 22 000 rpm por 3 min a 4° C
2
 con un homogenizador de 

cuchilla (Polytron PT1200) o de pistilo de teflón, manteniendo la muestra 

siempre en hielo. Centrifugar el homogenado a 20000 g (14 000 rpm; Eppendorf 

                                                 
1 Esta solución de plata será empleada para saturar los sitios de unión de metal-MT de las muestras en análisis. 

2 Es  importante tener cuidado de no hacer “burbujas” al homogenizar las muestras ya que éste se puede tornar de color 

oscuro debido a la oxidación  del tejido. 
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5417C) durante 20 min a 4ºC. (Martínez et al., 1993; Scheuhammer y Cherian, 

1986).  

6.2. Separar la fracción sobrenadante en un tubo de eppendorf. 

6.3. Separar en otro tubo eppendorf 20 l del sobrenadante y agregar 200 l de agua 

desionizada para evaluar la concentración de las Proteínas Solubles Totales (PST) 

por el método de Bradford (1976) (PRESOP Met 011, 2007; UNAAMB). De 

manera ideal es aconsejable que todas las muestras homogenadas de los tejidos 

contengan una concentración similar de PST
4
.  

6.4. Colocar por duplicado alícuotas de 375 L
3
 del sobrenadante en tubos eppendorf de 

2 ml. Adicionar 825 l de buffer de glicina para tener un volumen final de 1200 

l.  

6.5. Para los estándares de la curva de MT’s (Ver Anexo 1.A), proceder de manera 

similar. Colocar por duplicado alícuotas de 375 l del estándar de MT´s en tubos 

de eppendorf y adicionar 825 l de buffer de glicina para un volumen final de 

1200 l.  

6.6. En el caso de los blancos se recomienda evaluar un blanco reactivo (sin hemolizado 

de rata), un blanco hemolizado (con hemolizado de rata) y un blanco de método 

(sin Ag) (Tabla 1). 

6.7. Agitar las muestras/soluciones en Vortex. 

6.8. Adicionar 500 l de solución de plata (20 g/mL) para un volumen final de 2300 

μl. Agitar en Vortex. 

6.9. Incubar en oscuridad a 20 ºC por 15 min (ideal), con el fin de desplazar el metal 

“original” por la plata de los sitios de unión de las metalotioneínas. De manera 

alternativa, incubar a temperatura ambiente y en oscuridad por 10 min.  

6.10. Adicionar 600 l de hemolizado de sangre de rata para remover el exceso de 

plata. Agitar en Vortex de 1 a 2 min. (Ver resumen de adiciones en Tabla 1). 

6.11. Colocar los microtubos con la muestra (y/o solución) tratada en baño María a 

100 ºC por 1.5 a 2 min (se observa la precipitación de las proteínas). Este 

tratamiento de calor precipita la plata unida a la hemoglobina del hemolizado y 

otras proteínas, excepto las metalotioneínas que son estables al calor. 

6.12. Centrifugar
4
 los microtubos a 12000 g (11 000 rpm; Eppendorf 5415 C) por 5 min 

a temperatura ambiente para remover la hemoglobina y las proteínas 

desnaturalizadas. 

6.13. Separar cada sobrenadante en otro microtubo de 2 ml. 

6.14. Colocar las muestras en el baño María a 100°C por 1.5 a 2 min sin agregar 

hemolizado (con el fin de desnaturalizar las proteínas, excepto las 

metalotioneínas, que hayan quedado en la muestra). 

 

Tabla 1. Volumen de soluciones adicionadas para la evaluación de MT’s en las 

muestras de tejido, en los blancos y en el estándar de MT´s. 

                                                 
3 Ajustar la concentración de proteína soluble total del homogenado a una concentración de 9 mg/ml. 

4 Se requiere utilizar una microcentrífuga que no tenga refrigeración, para centrifugar a temperatura ambiente. 
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6.15. Centrifugar el sobrenadante final a 15 000 g (12 000 rpm; Eppendorf 5415 C) por 

5 min. 

6.16. Repetir el procedimiento calor-centrifugación dos veces más (pasos 14 y 15). 

6.17. Separar el sobrenadante y desechar la pastilla. 

6.18. De una misma muestra/tejido, tomar una pequeña muestra (± 50 l) del 

sobrenadante final para evaluar la concentración final de proteínas solubles 

totales (se espera una concentración final de 0 mg/l) (Bradford,1976; PRESOP 

Met 011, 2007; UNAAMB); el resto congelarlo a -70 °C para el análisis posterior 

de la concentración de plata en el Espectro de Absorción Atómica (Ver Anexo 

1.B). 

 

Nota: Acorde al presente método, la cantidad de plata en la fracción del sobrenadante 

final es proporcional a la cantidad de MT´s presente. 

 

 

7. Cálculos 

 

La concentración de Metalotioneínas de las muestras se determinará a partir de la 

interpolación de los valores obtenidos de la concentración de Ag (g/l) en una curva patrón 

construida a partir de concentraciones conocidas de Metalotioneínas (mg/l; estándares 

MT´s) vs su correspondiente concentración de Ag (g/l) (Ver Anexo 1.B).  

 

7.1. Se requiere construir dos  curvas estándar (de MT’s y Ag) para determinar la 

concentración de MT’s en las muestras en análisis. 

7.1.1. Curva de Ag. Se construye a partir de soluciones estándar de concentraciones 

conocidas de Ag (Anexo B) y su lectura (nm) en el EAA.  

7.1.2. Curva de MT’s vs Ag. Se construye a partir de concentraciones conocidas de 

MT´s (soluciones estandar de MT´s) y la cuantificación respectiva de las 

concentraciones de Ag (Anexo A).  

 

Solución Blanco 

Reactivo 

L 

Blanco 

Hemolizado 

L 

Blanco 

Método 

L 

Muestra y/o 

Estándares MT´s 

L 

Homogenado sin 

Tejido 
375 375 375 0 

Homogenado Tejido u 

Homogenado estandar 

MT´s 

0 0 0 375 

Glicina 825 825 825 825 

Solución de Ag 

 (20 g/ml) 
500 500 

500  

(Agua MilliQ) 
500 

Hemolizado 0 600 0 600 
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Fig. 1. Curva patrón de Metalotioneínas  (µg MT´s/ml vs mg Ag/ml) (Anexo A).  

 

La concentración de Metalotioneínas de cada muestra problema se obtiene a partir de la 

siguiente ecuación (Curva de MT’s vs Ag): 

 

[Ag]= m (MT´s) +b  

donde: 

[Ag] = Concentración de plata, mg Ag/ml 

m = pendiente de la curva de MT’s vs Ag 

b = ordenada al origen de la curva MT’s vs Ag 

 

A partir de la ecuación anterior:  

MT´s = ( [Ag] - b )/m) *D 

          W 

donde: 

[Ag] = Concentración de plata, mg Ag/ml 

m = pendiente de la curva MT’s vs Ag 

b = ordenada al origen de la curva MT’s vs Ag 

D = dilución realizada para leer la concentración de Ag en el EAA (1:10) 

W = Peso del tejido analizado, mg PH 

 

La concentración de MT´s se expresa en g MT’s /g PH de tejido (Onosaka y Cheiran, 

1981; 1982; Martínez et al., 1993). 
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ANEXO 1.A  

Curva Patrón de Metalotioneínas  

 

   

1.   Solución madre de MT’s (Estándar de MT´s de hígado de conejo; 1 mg; Sigma 

M5267).  

Agregar 1 ml de agua desionizada o milliQ al estándar de MT´s y agitar suavemente para 

su disolución. De manera ideal, distribuir el volumen de la solución de 1 mg MT´s/ml en 

10 tubos eppendorf (100 l por tubo); utilizar uno de ellos para continuar con el 

procedimiento y resguardar los demás en congelación para futuros análisis.  

 

2.   Curva patrón de Metalotioneínas
5
.  

A partir de la solución madre de 1 mg MT´s/ml, preparar las soluciones hijas para 

construir la curva patrón de metalotioneínas, en un intervalo de 5 a 40 l MT´s/l 

(Martínez et. al., 1993). Para cada concentración preparar inicialmente un volumen 

mínimo de 375 l adicionando el volumen de la solución de homogenado de acuerdo a 

la Tabla 1. El cálculo de las concentraciones iniciales de las soluciones hijas deben de 

considerar un volumen final de 1200 l (ver 6.1. y 6.5) para la construcción de la curva 

patrón de Metalotioneínas.  

 

Tabla 1. Soluciones hijas de MT´s para la construcción de la curva patrón de 

MTs. 

 

Solución Adición de volúmenes, l 

Solución hija MT’s (1 mg/ml) 0 21 21 42 

Solución  de homogenado 375 729 354 333 

Glicina (ver 6.6) 825 825 825 825 

Volumen final 1200 1200 1200 1200 

Concentración final Mt’s (mg/ml) 0 8.75 17.5 35 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
5
 Debido a que las soluciones para la curva patrón serán sometidas al mismo proceso de análisis y cálculos que las muestras 

experimentales de tejidos y blancos, es necesario tomar en cuenta que la dilución se llevará a cabo con solución de 

homogenado. 

 



 

Unidad de Análisis Ambiental, UNAAMB  

PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO pág.: 65/11 

Clave: Met 012 Fecha: 20.10.10 

Título: Cuantificación de metalotioneínas por el método de 

Saturación de Plata.  

Evaluación para Ajolote 

Versión: 2, Revisión 

y Actualización 

 

Autor: Rodríguez F., González S., Zuñiga S. y C. Vanegas Firma: 

Vo.Bo. Responsable de aseguramiento de calidad: Zuñiga 

S. y Vanegas, C.  

Versión original: 05.09.05  

 

   65 

 

Anexo 1.B 

Curva de Calibración de Ag 

 

La concentración de Ag en los estándares de metalotioneínas y en los blancos 

reactivos, se determina en el Espectro de Absorción Atómica (EAA) por el método 

de flama. Para ajustar la flama del equipo realizar el “Check List” de Ag con una 

solución estándar de 4 mg Ag/L, cuya lectura óptima de absorbancia en el EAA es de 

0.25. 

 

1. Soluciones Estándar de Ag. 

1.1. Solución de 10 mg Ag/l.  

En un matraz aforado de 25 ml adicionar 250 l del estándar de plata (1 mg Ag/ml en 

1% HNO3; Sigma S7259) y aforar con agua desionizada.  

1.2. Solución de 4.0 mg Ag/l 

 En un matraz de 25 ml, adicionar 10 ml de la solución madre de 10 mg Ag/l y aforar con 

agua desionizada. 

 

2. Curva Patrón de Ag. 

2.1. Lectura en el EAA por flama. 

La curva patrón de Ag se establecerá en un intervalo de 0 a 5 mg Ag/L acorde a la 

sensibilidad del EEA para su lectura en flama
6
. Preparar una solución estándar para 

la curva de calibración de 10 mg Ag/l. 

2.2. Solución estándar para la curva de calibración de 10 mg Ag/l. 

En un matraz aforado de 25 ml, adicionar 250 l del estándar de plata (1 mg 

Ag/ml en 1% HNO3; Sigma S7259) y aforar con solución de glicina 0.5 M pH 8.5. 

Preparar las siguientes diluciones. 

 

2.2.1.  1.0 mg Ag/l. En un matraz de 25 ml, adicionar 2.5 ml de la solución estándar de 

10 mg Ag/l y aforar con la solución de glicina 0.5 M pH 8.5. 

2.2.2.  2.0 mg Ag/l. En un matraz de 25 ml, adicionar 5 ml de la solución estándar de 10 

mg Ag/l y aforar con la solución de glicina 0.5 M pH 8.5. 

2.2.3.  3.0 mg Ag/l. En un matraz de 25 ml, adicionar 7.5 ml de la solución estándar de 

10 mg Ag/l y aforar con la solución de glicina 0.5 M pH 8.5. 

2.1.4.  4.0 mg Ag/l. En un matraz de 25 ml, adicionar 10 ml de la solución estándar de 

10 mg Ag/l y aforar con la solución de glicina 0.5 M pH 8.5. 

2.1.5.  5.0 mg Ag/l. En un matraz de 25 ml, adicionar 12.5 ml de la solución estándar de 

10 mg Ag/l y aforar con la solución de glicina 0.5 M pH 8.5.     

                                                 
6 Estas soluciones serán utilizadas para preparar la curva patrón de plata, a partir de la cual se extrapolarán las concentraciones 

del metal de las muestras experimentales para calcular los respectivos niveles de MTs. 

  



 

Unidad de Análisis Ambiental, UNAAMB  

PROCEDIMIENTOS ESTANDARIZADOS Pág. 66-86 

Clave: Met 022 Fecha: 20.10.10 

Título: Método acoplado para la cuantificación de Proteínas 

Carboniladas (PC; por la reacción con  2,4-Dinitrofenilhidrazina) 

y de Metalotioneínas (MT´s). Evaluación para ajolote. 

Versión: 2 

Revisión y 

Actualización 

 

 Autor:, Rodríguez E. F. y C. Vanegas Versión original: 20.10.09 

Vo.Bo. Responsable de aseguramiento de calidad: 

            Vanegas, C.  

Firma: 

   66 

1. Propósito 

 

En los organismos aerobios las especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) son 

sintetizadas continuamente producto de las reacciones del metabolismo celular y están 

involucradas en la regulación de diversos procesos fisiológicos (Drögue 2002; Newman y 

Unger, 2003;Jung et al., 2007; Colak, 2008). Entre estos radicales libres los más importantes 

son los derivados del oxígeno (Miller et al., 1990). En condiciones normales, los radicales 

libres
7
 y sustancias oxidantes son formados en bajas concentraciones; sin embargo, debido a 

su reactividad pueden reaccionar con los distintos componentes celulares y ocasionar 

alteraciones, donde las proteínas son las biomoléculas más susceptibles a experimentar 

mayor daño (Jung et al., 2007). Debido a la producción inherente de oxidantes y radicales 

libres durante el metabolismo aerobio, diversos mecanismos de defensa y/o protección 

celular han evolucionado incluyendo la producción de agentes antioxidantes no enzimáticos 

(i.e. Vitamina E, Vitamina C, -caroteno, catecolaminas, glutatión,  ácido úrico y otras 

moléculas de bajo peso molecular) así como la síntesis de enzimas como la Superóxido 

dismutasa (SOD), la Catalasa (CAT) y la Glutation (GSH) peroxidasa (Jung et al., 2007; 

Newman y Unger, 2003 ). 

 

Los xenobióticos, pueden ocasionar daño oxidante en los organismos de dos maneras: 

1) De manera directa al participar en reacciones que dan como resultado la generación de 

radicales libres; 2) De manera indirecta al interferir con los mecanismos de defensa al estrés 

oxidante. Debido a que los contaminantes ambientales pueden interferir con los mecanismos 

normales de los organismos para hacer frente al estrés oxidante, numerosos estudios se han 

enfocado a relacionar ciertos contaminantes con los cambios celulares en los niveles de las 

ROS (Newman y Unger, 2003; Parvez y Raisuddin, 2005). 

 

Aunque los biomarcadores de estrés oxidante no son específicos del efecto de un 

estresor particular, se consideran indicadores importantes del efecto biológico adverso de los 

contaminantes (Van Der Oost et al., 1994; Cossu et al., 1997; Yang y Randall, 1997). De 

manera general, estos biomarcadores son indicadores del daño por especies reactivas de 

oxígeno (ROS) en carbohidratos, lípidos y proteínas (Miyata et al., 1993). Durante el estrés 

oxidante, las proteínas son susceptibles de ser modificadas químicamente en sus aminoácidos 

ocasionando la adición de grupos carbonilo, por lo cual se ha sugerido  a las proteínas 

carboniladas como un biomarcador general integral de estrés oxidante (Parvez y Raisuddin, 

2005; Reznick et al., 1992). Una de las técnicas para la cuantificación de proteínas 

carboniladas es el método por medio de la reacción con 2,4-dinitrofenilhidrazina método 

que permite la detección y cuantificación de las modificaciones en las proteínas ocasionadas 

por el estrés oxidante (Parvez y Raisuddin, 2005). 

 

 

                                                 
7
 Los radicales libres pueden ser definidos como moléculas o fragmentos de moléculas que contienen uno o más electrones 

desapareados en su orbital atómico o molecular (Halliwell y Gurreridge, 1999). 

 

Anexo 2 
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2. Principio 

 

Cuando las proteínas reaccionan con algún oxidante, sus aminoácidos son modificados de 

manera tal que si una cadena polipeptídica de una proteína contiene aminoácidos oxidados, 

éstos pueden ser detectados (Stadtman, 1993). La introducción de grupos carbonilo en los 

residuos de aminoácidos de las proteínas es un sello distintivo de modificación por 

oxidación. La reacción de estos grupos con agentes que reaccionan específicamente con 

grupos carbonilos provee de técnicas para su  detección yhace posible cuantificar el estrés 

oxidante (Levine et al., 1990). Una de las técnicas más comunes para cuantificar la oxidación 

de las proteínas es la detección de proteínas carboniladas por medio de la reacción con 2,4-

Dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH), en donde los grupos carbonilo formados durante la 

oxidación de la proteína son removidos por la 2,4-Dinitrofenilhidrazina, como se muestra 

en la siguiente reacción: 

 

 

 

 

  

 

 

La dinitrofenilhidrazina derivada de la unión con el grupo carbonilo puede ser 

detectada por espectrofotometría, donde la máxima absorbancia se encuentra en un 

intervalo  de 360 a 390 nm (Johnson, 1953). 

 

En el presente Procedimiento Estandarizado de Operación (PRESOP Met 019, 2010; 

UNAAMB) se presenta la determinación del contenido de proteínas carboniladas en 

muestras biológicas de acuerdo al método de Levine et al. (1990) con modificaciones de 

Floor y Wetzel (1998). El PRESOP se estandarizó particularmente para tejido hepático del 

ajolote Ambystoma mexicanum. 

 

3. PRESOP’ s relacionados 

 

 Disección de tejidos de organismos acuáticos (PRESOP Met 009, 2007; 

UNAAMB). 

 Determinación de Metalotioneínas en muestras biológicas por el método de 

saturación de plata (PRESOP Met 012, 2007; UNAAMB).  

 Cuantificación de Proteínas Solubles en muestras biológicas por el método de 

Bradford (PRESOP Met 011, 2007; UNAAMB). 

 

4. Material, equipo y reactivos empleados 

 

4. 1.  Equipo  y material empleado 

En su caso, se sugieren equipos específicos.  

 

Proteína   C=O                                             Proteína =N-NH-2,4-DNPH + H2O 

 

 

Proteína   C=N   Proteína                                    Proteína =N-NH-2,4-DNPH + H2O 

H2N-NH-2,4-DNPH 

H2N-NH-2,4-DNPH  
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 Vortex 

 Homogenizador de cuchilla (Polytron PT1200) 

 Micropipetas de 20, 50, 100, 500 y 1000 μl 

 Puntas para micropipeta (20, 200, 500 y 1000 μl) 

 Microcentrífuga  (5415 C) 

 Microcentrífuga con refrigeración  (Eppendorf 5417 R) 

 Lector de Microplaca (Bio Rad 550 o xMark) 

 Microplacas de 8 x 12 de fondo curvo  

 Espectofotómetro (Genesys 10 VIS) 

 Microceldas  de 1.5 ml para lectura en espectrofotómetro 

 

4. 2.  Reactivos 

Se sugieren proveedores específicos. 

 Sacarosa (Merck- 7651) 

 Na2HPO4 (Sigma Aldrich S9763) 

 KH2PO4 (Sigma Aldrich P5379) 

 KCl (Sigma Aldrich  P4504) 

 Sales HEPES (Sigma Aldrich H3375) 

 Estreptomicina sulfato (Fluka 85884) 

 Ácido clorhídrico (Fermont 01245) 

 2,4- Dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Sigma Aldrich D199303) 

 Ácido tricloroacético (Sigma Aldrich 116114) 

 Etanol (Fermont 06065) 

 Acetato de etilo (J. T. Baker  9280-03) 

 Ácido fórmico (Sigma Aldrich F0507) 

 Guanidina clorhidrato (Sigma Aldrich G4505) 

 

5. Preparación de soluciones 

 

5.1. Solución fría de sacarosa 0.25 M (para homogenización de tejidos).  Disolver 

en 10 ml de agua desionizada 2.1393 g de sacarosa y aforar a 25 ml. 

Almacenar en botella ámbar y en refrigeración. Esta solución es estable por 

un mes. 

 

5.2. Buffer de fosfatos 100 mM con KCl al 1.17%, pH 7.4 (para homogenización 

de tejidos). Acople de métodos de PC y MT’s. Disolver  3.792 g de Na2HPO4 

en 50 ml de agua desionizada; colocar la solución en un matraz de aforo de 

250 ml.  Disolver 0.9 g de KH2PO4 en 50 ml de agua desionizada y colocarla 

en el matraz de 250 ml. Disolver 2.925 g de KCl en 100 ml de agua 

desionizada, verterla en el matraz de 250 ml y aforar a 250 ml con agua 

desionizada (la proporción final aproximada es de 80% Na2HPO4 y 20% 

KH2PO4). Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 3 N. Almacenar en una botella de 
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vidrio transparente. Esta solución es estable por varios meses (revisar el pH 

antes de su uso).  

 

5.3. Solución HEPES 50 mM. Disolver 0.2978 g de sales HEPES en 10 ml de agua 

desionizada y aforar a 25 ml. Almacenar en una botella de vidrio 

transparente. 

 

5.4. Solución de Estreptomicina sulfato al 10% en HEPES 50 mM (pH 7.2). Pesar 

2.5 g de estreptomicina sulfato, diluir en 10 ml de solución de sales HEPES 50 

mM y aforar a 25 ml.  Ajustar el pH a 7.2 con HNO3 1 N. Almacenar en 

frasco de plástico ámbar. 

 

5.5. HNO3 1N. Agregar a 10 ml de agua desionizada 1.5175 ml de HNO3 y aforar 

a 25 ml. Almacenar en una botella de vidrio ámbar. Esta solución es estable 

por varios meses. 

 

5.6. HCl 2M. A 30 ml de agua desionizada adicionar 8.256 ml de HCl y aforar a 

50 ml. Almacenar en una botella de vidrio transparente. Esta solución es 

estable por varios meses. 

 

5.7. Solución de 2,4- Dinitrofenilhidrazina (DNPH) en HCl 2M. Disolver 0.0347g 

en 5 ml de HCl 2 M y aforar a 10 ml. Almacenar en una botella de vidrio 

ámbar. 

 

5.8. Ácido tricloroacético al 18%. Disolver  4.5 g de ácido tricloroacético en 10 ml 

de agua desionizada y aforar a 25 ml. Almacenar en una botella de vidrio 

ámbar. 

 

5.9. Etanol-acetato de etilo 1:1 (v/v). En un vaso de precipitado, adicionar 25 ml 

de etanol y 25 ml de acetato de etilo. Almacenar en una botella de vidrio 

ámbar. 

 

5.10. Solución de Hidróxido de sodio saturada (12.5 N). Disolver 25 g de NaOH 

en 15 ml de agua desionizada y aforar a 50 ml. 

 

5.11. Solución de Guanidina 6 M con  50% de Ácido fórmico. Pesar 14.345 g de 

Guanidina hidroclorhidro y disolver en 10.395 ml de agua desionizada. 

Aforar a 25 ml con Ácido fórmico concentrado. Ajustar el pH a 2.3 con 

solución de Hidróxido de sodio saturada. Almacenar en una botella de vidrio 

ámbar. Es estable por un mes (revisar el pH antes de su uso). 
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6. Determinación de Proteínas Carboniladas (PC) – Método acoplado con 

la determinación de Metalotioneínas (MT´s). 

 

6.1. Homogenizar el tejido disectado (hígado de A. mexicanum) (ver PRESOP Met 

009, 2007; UNAAMB) en solución fría de sacarosa 0.25 M (solución de 

homogenado) en una relación 4 ml : 1 g PH tejido, con un homogenizador de 

cuchilla (Polytron PT1200) o de pistilo de teflón a una velocidad de 22 000 

rpm por 3 min a 4 °C
8
, manteniendo el tubo de homogenización  con la 

muestra siempre en hielo. 

6.2. Centrifugar el homogenado a 1000 g por 5 min a 4 ºC. 

6.3. Separar la fracción sobrenadante en un tubo de ependorff y desechar la 

pastilla. 

6.4. Centrifugar el sobrenadante  a 12 000 g por 30 min a 4 ºC. 

6.5. Determinar en un alícuota del sobrenadante la concentración de Proteínas 

Solubles Totales (PST) por el método de Bradford (1976; ver PRESOP Met 011, 

2007; UNAAMB). Acorde al resultado, ajustar la concentración del 

sobrenadante a 9 mg PST/ml con solución de homogenado. De este 

homogenado final, tomar cuatro alícuotas: una de 200 μL para la evaluación 

de Proteínas carboniladas (PC), otra de 25 μL para la evaluación de Proteínas 

solubles totales (PST) por el método de Bradford
9
  y dos alícuotas de 375 μL 

para la evaluación de Metalotioneínas (MTs; ver PRESOP Met 012, 2007. 

UNAAMB). Congelar el resto del homogenado a -80 ºC
10
.  

6.6. Con cada alícuota de 200 μL (de 9 mg PST/ml) continuar con el 

procedimiento para la determinación de PC. Adicionar 200 μL de solución 

sacarosa 0.25 M y agitar en vortex. Tomar dos alícuotas de 120 μL y 

colocarlas en tubos de eppendorf.  

6.7. A cada alícuota de 120 μL agregar 1080 μL de Buffer frío de fosfatos  (0.1 M, 

pH 7.4)  con KCl  (1.17%) para obtener un volumen final de 1200 μL
11
. Agitar 

en vortex y separar la muestra en dos alícuotas de 500 μL. Utilizar el resto 

para determinar la Proteína soluble total final (PST) por el método de 

Bradford (1976) (ver PRESOP Met 011, 2007; UNAAMB;  ver Anexo 2.A). 

6.8. Como control de la prueba, tomar dos alícuotas de 500 l del estándar de 

BSA con una concentración de 0.5 mg PST/ml (ver Anexo A) e integrar en el 

análisis subsecuente (Tabla 1).     

                                                 
8
 Es  importante evitar la formación de “burbujas” al homogenizar las muestras, ya que el homogenado se oxida  (tornándose 

de color oscuro) interfiriendo con la técnica. 

9
 Determinar proteínas solubles totales a 595 nm. 

10
 Para la determinación de Metalotioneínas es conveniente congelar las alícuotas del sobrenadante de 375 μL para su posterior 

evaluación, la cual se recomienda realizar al día siguiente de la evaluación de las Proteínas Carboniladas . 

11
 Para la evaluación de Proteínas Carboniladas la concentración final de PST no debe exceder  5 mg/ml; y  de manera ideal, 

debe ser de 0.4 a 0.5 mg/ml (Levine, et al., 1990). Dado que la concentración de PST de la alícuota es aproximadamente de 

4.5 mg/ml, se debe efectuar una dilución 1:9.  
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6.9. A cada alícuota de 500 μL, añadir 56 μL de la solución de Estreptomicina
12
,  

incubar por 15 min y centrifugar a 11000 g por 10 min. Desechar la pastilla 

6.10. Tomar 500 μL del sobrenadante y adicionar  500 μL de 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) (disuelta en ácido clorhídrico 2 M); incubar por 

1 h a temperatura ambiente y agitar en vortex cada 10 o 15 min. A los blancos 

de cada muestra de tejido y del estándar de proteína (0.5 mg PST/ml; blanco 

negativo) adicionar 500 μL ácido clorhídrico 2 M sin DNPH.  

6.11. Agregar posteriormente 500 μL de Ácido tricloroacético (TCA) al 18% para 

precipitar las proteínas; centrifugar a 11 000 g por 3 min y desechar el 

sobrenadante. 

6.12. Lavar la pastilla resuspendiéndola con 1000 μL de etanol/ acetato de etilo 

(1:1); incubar por 10 min y centrifugar a 11000 g por 3 min. Desechar el 

sobrenadante. 

6.13. Repetir dos veces más el paso 6.12. 

6.14. Resuspender la pastilla agregando 600 μL de la solución de Guanidina 6 M. 

Incubar por 15 min a 37 °C (o 1 h a temperatura ambiente) y centrifugar a 16 

000 g por 5 min. Separar el sobrenadante y desechar la pastilla. 

6.15. Determinar en este sobrenadante final el contenido de proteína soluble total 

por el método de Bradford (1976; 595 nm) y el contenido de carbonilos 

leyendo a 366 nm
13
. Para la cuantificación del contenido de carbonilos, 

utilizar un coeficiente de extinción molar de 22 000 M
-1
 cm

-1
. El contenido de 

grupos carbonilo en las proteínas se expresa como moles de carbonilo/ moles 

de proteína purificada de un peso molecular conocido
14
. Para extractos, los 

resultados se expresan en nanomoles de carbonilo/ miligramos de proteína 

(nmoles C/mg PST) (ver punto 7). 

6.16. Determinar la concentración de Metalotioneínas en las alícuotas  previamente 

descongeladas y separadas para este propósito (ver punto 6.5) (ver PRESOP 

Met 012, 2007; UNAAMB). 

 

Tabla 1. Volumen de soluciones añadidas para la evaluación de Proteínas 

Carboniladas en las muestras de tejido y en el control de la prueba. 

 

Solución 

 

Control de la prueba,  

µl 
Muestras, µl 

Blanco 

BSA 

BSA +  

2,4-DNPH 

Blanco 

Muestra 

Muestra –  

2,4-DNPH µl 

Solución de Estreptomicina 56 56 56 56 

2,4-DNPH disuelto en HCl 2M 0 500  0 500  

HCl 2M (sin 2,4-DNPH) 500  0 500  0 

                                                 
12

 Relación 1:9 de acuerdo con el volumen del sobrenadante.  

13
 Máxima absorbancia del 2,4-DNPH 

14
 Para una proteína con un peso molecular de 50 kD el contenido de carbonilos en 1mol es de 20 nmol de carbonilo/ mg de 

proteína (Levine, 1990). 
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7. Cálculos 

 

El contenido de carbonilos se determinará  por la siguiente fórmula:  

   

[ ]

mlmgPSTcm,Hxcm*molL22000

AbsAbs

= C
bm

 -
 

 

donde,  

C = Contenido de Carbonilos 

Absm = Absorbancia de la muestra con 2,4-DNPH 

Absb = Absorbancia del blanco de la muestra 

22000 M
-1 
cm

-1 
(ó L/ moles*cm

 
) = Coeficiente de extinción molar () para 2,4- DNPH 

H = Profundidad/altura de la microcelda, cm 

PST = Proteína Soluble Total, mg PST/ml (Bradford, 1976). 

Debido a que las PC se expresarán en nmol/mg PST, se deben realizar las conversiones 

pertinentes: 

 

cmnmoles

ml

cmmoles

ml

cmmoles

ml

cmmmoles

ml

cmmmoles

ml

cmMol

l

*1000

22

=

*

22

=

*1000

22000

=

*

22000

=

*1000

1000*22000

=

*

22000

μμ

 

ml

cmnmol

cmnmoles 22.0

*

=

*

22.0

 

 

 

El contenido de carbonilos por miligramo de proteína soluble total (CC) se calculará 

reescribiendo la fórmula anterior; de tal manera: 

 

[ ] ( )

( ) ( )
PSTmgnmoles

mlmgPSTcmHml

cmnmolAbs

C
m

C
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**022.0
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ANEXO 2.A 

 

Preparación del control de la prueba -  Albúmina Sérica Bovina (BSA) 

 

A partir de una solución madre de BSA de 1.0 mg/ml, colocar una alícuota de 600 l del 

estándar BSA en un tubo de eppendorf y adicionar 600 l de Buffer de fosfatos; la 

concentración final del estándar en un volumen final de 1200 l, será de 0.5 PST mg/ml.  



    

 

   
7
5 

 

 

Tabla 3.1. Concentración de los principales Metales Inductores de Metalotioneínas (PIMT’s), de los 

metales inductores totales de Metalotioneínas (ITMT’s) y de los metales inductores de estrés oxidante 

(IEO) en el hígado de A. mexicanum (mg kg
-1
 PS; ppm) trasplantados a cuatro sitios de los canales de 

Xochimilco. Sitio 1. Puente de Urrutia, 2. Apatlaco, 3. Laguna de la Asunción y 4. La Draga (datos 

analizados de González, 2006). Se incluyen sumatorias de los valores promedio registrados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sitio 
 PIMT’s  

(Cu, Cd, Zn) 

ITMT’s 

(Cu, Cd, Zn, Co, Ni, Mn, Cr, Fe) 

IEO 

(Fe, Cu, Cr, V, Co) 

Sitio 1 128.53 277.84 173.65 

Sitio 2 90.88 297.96 226.76 

Sitio 3 93.38 237.75 157.20 

Sitio 4 123.96 211.74 108.12 

Anexo 3 
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Tabla 3.2. Tabla comparativa de la concentración de metales en distintas especies de anfibios provenientes de ambientes contaminados y no contaminados. 

 

Especie Sitio Cr Mn Fe Co Cu Zn Se As Ni V Sr Cd Pb 

Ambystoma mexicanum1 

Matriz: hígado (µg g-1 PS) 

Ambiente contaminado  

Estadio: juvenil 

(neoténico)  

P. Urrutia 

Xochimilco 

 

0.59 ± 

0.26 

9.04 ± 

2.40 

137.83 

± 1.89 

0.2 ± 

0.01 

34.79 ± 

1.50 

93.58 ± 

6.90 

1.92 ± 

0.29 

0.56 ± 

0.05 

1.64 ± 

0.16 

0.24 ± 

0.03 

1.32 ± 

0.02 

0.16 ± 

0.02 

0.86 ± 

0.10 

Apatlaco 

Xochimilco 

 

2.36 ± 

0.44 

4.68 ± 

0.26 

193.52 

± 48.29 

1.64 ± 

0.84 

31.2 ± 

5.0 

64.69 ± 

6.27 

5.02 ± 

1.24 

0.39 ± 

0.05 

4.88 ± 

1.18 

0.32 ± 

0.06 

1.63  ± 

0.23 

0.08 ± 

0.01 

1.87 ± 

0.31 

L. Asunción 

Xochimilco 

 

1.45 ± 

0.40 

2.83 ± 

0.27 

137.85± 

0.0004 

0.88 ± 

0.08 

16.83 ± 

1.68 

76.38 ± 

5.34 

7.09 ± 

0.52 

0.22 ± 

0.02 

1.37 ± 

0.03 

0.2 ± 

0.03 

1.51 ± 

0.30 

0.17 ± 

0.02 

0.47 ± 

0.20 

La Draga 

Xochimilco 

 

1.51 ± 

0.22 

3.93 ± 

0.29 

79.86 ± 

49.73 

0.99 ± 

0.07 

25.47 ± 

5.00 

97.48 ± 

2.65 

7.99 ± 

0.08 

0.31 ± 

0.01 

1.49 ± 

0.24 

0.28 ± 

0.02 

0.59 ± 

0.20 

1.0 ± 

0.62 

1.92 ± 

0.30 

Proteus anguinus2 

Matriz: hígado (µg g-1 PH) 

Ambiente no 

contaminado 

Estadio: adulto 

(neoténico) 

 

Rio Pivka 

 de la Cueva 

Planina 

    
 

8.61 

 

6.40 

 

7.95 

 

0.33 
    

 

Cueva 

Kompolje 

    
 

2.31 

 

8.23 

 

4.36 

 

0.51 
     

Proteus anguinus parkelj2  

Matriz: hígado (µg g-1 PH) 

Ambiente no 

contaminado 

Estadio: adultos 

(neoténico obligado) 

Jelsevnik 
 

 
   1.49 49.17 3.75 0.25      

Rana catesbeiana3 

Matriz: hígado (µg g-1 PS) 

Ambiente  contaminado 

Estadio: adultos 

 

 

Río Yamaska 

 

    50- 400 90- 225      0.5- 3.5  

 
1 González,  2006.  

2 Bulog et al., 2002. 

3 Cooper y Fortin, 2010.  
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Tabla 3.3. Tabla comparativa de la concentración de metales en distintas especies de anfibios provenientes de ambientes contaminados y no contaminados. 

 

 
Especie Metal/ 

Sitio 

Cr Mn Fe Co Cu Zn Se As Ni V Sr Cd Pb 

 

 

Rana utricularia4  

Matriz: tracto digestivo 

((µg g-1 PH) 

Ambiente 

contaminado 

Estadio: adultos 

Río Savannah, 

Sitio 66 (R) 

3.85 ± 

0.43 

50.4 ± 

6.33 
    

0.439 ± 

0.03 

0.38 ± 

0.11 
   

0.160 ± 

0.01 

6.58 

±1.30 

Sitio 10 (R) 

 

0.386 ± 

0.04 

19.0 ± 

1.83 
    

0.284 ± 

0.06 

0.07 ± 

0.02 
   

0.076 ± 

0.01 

0.747 ± 

0.13 

Sitio 28 (R) 

 

2.61 ± 

1.28 

173 ± 

62.20 
    

0.270 ± 

0.07 

0.50 ± 

0.14 
   

0.47 ± 

0.27 

137.0 ± 

3.37 

Sitio 27 
0.863 ± 

0.13 

212 ± 

19.10 
    

309 ± 

12.0 

0.13 ± 

0.01 
   

0.154 ± 

0.04 

2.12 ± 

0.173 

 

Bufo terrestres
5

 

Matriz: todo el 

organismo (µg g-1 PH) 

Ambiente 

contaminado 

Estadio: adultos 

Deposito de 

Cenizas  (DC) 

1.87 ± 

0.40 

59.8 ± 

11.31 
 

0.27 ± 

0.05 

29.5 ± 

7.19 

99.2 ± 

5.82 

17.4 ± 

3.32 

1.58 ± 

0.27 

2.34 ± 

0.32 

1.24 ± 

0.21 

386.7 ± 

74.3 

0.27 ± 

0.05 

0.70 ± 

0.14 

DC +7 semanas 

 

1.68 ± 

0.34 

111.2 ± 

5.89 
 

0.21 ± 

0.01 

27.7 ± 

4.38 

268 ± 

21.78 

5.46 ± 

0.68 

1.21 ± 

0.26 

2.35 ± 

0.19 

1.07 ± 

0.07 

218.7 ± 

25.0 

0.13 ± 

0.02 

1.77 ± 

0.27 

DC + 12 semanas 

 

1.23 ± 

0.09 

49.8 ± 

15.97 
 

0.18 ± 

0.02 

22.8 ± 

3.66 

257 ± 

1,73 

3.45 ± 

0.12 

0.75 ± 

0.04 

2.07 

±0.22 

1.18 ± 

0.07 

178.3 ± 

4.89 

0.15 ± 

0.03 

1.48 ± 

0.3 

Ref + 12 semanas 
1.31 ± 

0.24 

89.9 ± 

25.16 
 

1.42 ± 

0.85 

20.8 ± 

1.67 

194.3 ± 

93.38 

2.10 ± 

0.09 

0.23 ± 

0.05 

1.56 

±0.76 

0.25 ± 

0.02 

132.1 ± 

13.9 

0.12 ± 

0.02 

1.06 ± 

0.09 

 
DC= organismos provenientes del sitio contaminado;  DC+7 semanas y DC + 12 semanas= organismos trasplantados de un sitio de referencia a un sitio contaminado durante 7 y 12 

semanas;  Ref + 12 semanas= organismos  trasplantados de un sitio de referencia a otro sitio de referencia durante 12 semanas. 

 

4 Burger y Snodgrass, 2001. 

5 Hopkins et al., 1998.  
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Tabla 3.4.  Tabla comparativa de la concentración de Metalotioneínas (MT’s) en distintas especies de anfibios provenientes de ambientes contaminados, no 

contaminados y de estudios de laboratorio. 
 

Determinación de MT´s por el método de  Saturación de Hga y Saturación de Cdb  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Especie Origen Exposición Tejido MT’s Referencia 

Ambystoma 

mexicanum 

Sitio contaminado 

Zona lacustre de Xochimilco 

21 d,  Puente de Urrutia 

21 d, Apatlaco 

21 d, Laguna La Asunción 

21 d, La Draga 

Hígadoa 

(μg  g -1 PH) 

17.0 ± 2.3 

20.1 ± 5.3 

29.0 ± 3.4 

30.3 ± 4.5 

Presente estudio 

Rana castebeiana 

 

Sitio bajo impacto 

Sitio bajo impacto 

Sitio contaminado 

Sitio contaminado 

Organismos capturados en sitio Hígadoa  

(nmol g-1 PS) 

990  

640   

610   

855  

Cooper y Fortin, 2010 

Rana ridibunda Laboratorio Control 

14 d, 10mg Cr L-1 

14 d, 10 mg Cr L-1 + 10 mg Cd L-1 

Hígadob 

(µg g-1 PH) 

13.6 ± 2.5  

12.5 ± 2.2  

26.5 ± 1.9   

Loumbourdis et al., 

2007  

Rana ridibunda Laboratorio  5, 15, 30 d; Control 

 

5, 15, 30 d; 50 mg Cd L-1 

 

5, 15, 30 d; 100 mg Cd L-1 

Hígadob 

(nmol g -1 PH) 

2.8 ±0.1, 2.89 ± 0.3, 3.12 ± 0.05  

 

7.1 ± 0.6, 8.61 ± 1.0, 3.6 ± 0.2  

 

5.7 ±0.3, 8.57 ± 0.1, 4.17 ± 0.2  

Papadimitriou y 

Loumbourdis, 2003 

Rana ridibunda Laboratorio 10 d, Control 

10 d, 200 mg Cd L-1 

10 d, desintoxicación  

20 d, desintoxicación 

30 d, desintoxicación 

Hígadob  

(µg g-1 PH) 

0.7 ± 0.1  

68.1 ± 12.5  

369 ± 41.1  

436 ± 48.2 

471.7 ± 80.2 

Vogiatzis y 

Loumbourdis, 1997 

Rana ridibunda Laboratorio Control 

4 d, 200 mg Cd L-1 

10 d, 200 mg Cd L-1 

30 d, 200 mg Cd L-1 

Hígadob  

(nmol g-1  PH) 

0.12 ± 0.07  

1.1 ± 0.7   

10.19 ± 2.2  

61.3 ± 24.6  

Vogiatzis y 

Loumbourdis, 1998  
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Tabla 3.5. Tabla comparativa de la concentración de Proteínas Carboniladas (PC) en distintas especies de anfibios y de peces provenientes de ambientes 

contaminados y no contaminados. 

  

 

 

a Evaluación de PC por el método de Reacción con 2,4-Dinitrofenilhidrazina 

b Mezcla de plaguicidas: propamocarb + mancozeb 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Especie Origen Exposición Tejido PC, nmol mg-1 P Referencia 

Ambystoma 

mexicanum 

Sitio contaminado 

Zona lacustre de Xochimilco 

21 d,  Puente de Urrutia 

21 d, Apatlaco 

21 d, Laguna La Asunción 

21 d, La Draga 

Hígado a 29.8 ± 3.9 

63.5 ± 2.4 

28.0 ± 2.5 

20.4 ± 1.2 

Presente estudio 

Rana ridibunda Sitio no contaminado (testigo) 

Sitio no contaminado 

Sitio contaminado 

Sitio contaminado 

14 d, sin exposición TATTUb, testigo 

14 d, 0.091 mg TATTU L-1  

14 d, sin exposición  

14 d, 0.091 mg TATTU L-1 

Hígado a 52.6 

66.6 

18.57 

33.3 

Falfushinka et al., 

2008 

Symphodus melops Sitio referencia 

Sitio contaminado (HAP’s) 

Sitio referencia 

Sitio contaminado (metales) 

Organismos capturados en sitio. Plasmaa 2.02 ± 0.14 

2.39 ± 0.22, 3.39 ± 0.35 

1.59 ± 0.17, 2.24 ± 0.44 

3.55 ± 0.43, 3.34 ±0.14 

Almroth et al., 2008 

Channa punctata Sitio no contaminado  

 

48 h, sin exposición 

48 h, Deltametrin 0.75 µg L-1 

48 h, Endosulfan 10 µg L-1 

48 h, Paraquat 5 mg  L-1 

Plasmaa 0.90 ± 0.09 

2.0 ± 0.19 

1.24 ± 0.08 

1.20 ±0.06 

Parvez y Raisuddin, 

2005 

Danio rerio Laboratorio 96 h, 50 mg TiO2 

96 h, 50 mg TiO2 

Hígadoa 178.1% mayor que el control 

289.6% mayor que el control 

Xion et al., 2010 
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Para mayor información de los sitios de estudio en los canales de Xochimilco, se incluyen los parámetros 

fisicoquímicos de agua y sedimento, así como las concentraciones de los metales analizados en estas matrices 

ambientales (cortesía de González, 2006). 

 

 

Tabla 4.1. Parámetros fisicoquímicos de agua y sedimento de los sitios de estudio. Se señalan valores promedio y 

error estándar.  

 

 P. de Urrutia Apatlaco L. Asunción La Draga 

AGUA 

pH 
7.5  ±  0.1

 a

 7.6 ± 0.3

 a

 7.4 ± 0.2

 a

 7.2 ± 0.1

 a

 

Temperatura (°C) 
19.3 ± 0.6

 a

 21.1 ± 0.6

 a

 20.4 ± 0.6

 a

 20.5 ±0.6

 a

 

Oxígeno Disuelto (mg L-1) 
4.92 ± 1.7 

a

 6.21 ± 0.5 

a

 4.94 ± 0.8 

a

 3.6 ± 0.2 

a

 

Salinidad (%o) 
0.4 ± 0.1 

b

 0.56 ± 0.04 

a

 0.42 ± 0.02 

ab

 0.4 ± 0.0 

b

 

Aniones (mg L-1) 

Bicarbonatos 
192.8 ± 4.6 

a

 267.7 ± 3.9 

b

 187.3 ± 11.2 

a

 187.5 ± 18.1 

a

 

Cloruros 

99.2 ± 11.6 

a

 112.6 ± 1.6 

a

 120.5 ± 9.0 

a

 103.8 ± 4.1 

a

 

Fosfatos 

6.46 ± 0.6 

a

 6.1 ± 0.2 

a

 6.5 ± 0.3 

a

 6.4 ± 0.4 

a

 

Sulfatos 

132.9 ± 4.1 

a

 183.4 ± 1.9 

b

 
84.8 ± 4.6 

c

 
75.9 ± 2.4 

c

 

Compuestos Nitrogenados (mg L-1) 

Amonio 

0.036 ± 0.0 

a

 0.4 ± 0.2 

a

 0.8 ± 0.3 

a

 0.8 ± 0.3 

a

 

Nitrito 

0.3 ± 0.2 

a

 0.2 ± 0.0 

a

 0.2 ± 0.0 

a

 
0.1± 0.0 

a

 

Nitrato 

32.6 ± 7.9 

a

 20.1 ± 5.2 

a

 
39.6 ± 11.0 

a

 
36.8 ± 7.8 

a

 

SEDIMENTO 

Materia Orgánica (%) 
16.3 ± 0.4 

a

 17.9 ± 0.5 

ab

 28.9 ± 4.9 

b

 23.9 ± 1.2 

b

 

Granulometría Arena (%) 21.11 10.14 25.34 17.22 

 Limo (%) 44.17 43.02 30.85 55.06 

 Arcilla (%) 34.72 46.84 43.81 27.72 

Letras diferentes denotan diferencias significativas entre los sitios de estudio (p>0.05) 

 
 

 

 

Tabla 4.2. Concentración de metales en agua (ppm) de los sitios seleccionados de los canales de Xochimilco. Se 

señalan valores promedio y error estándar (X ± EE). Por metal letras diferentes denotan diferencias significativas 

entre los sitos de estudio. Se incluyen los límites de detección de cada metal.  

Anexo 4 
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Letras diferentes denotan diferencias significativas entre los sitios de estudio (p>0.05); ND: no detectado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metal P. de Urrutia Apatlaco L. de Asunción La Draga 
Límite de 

detección 

Cr 
0.01 ± 0.004 

a

 0.005 ± 0.001 

a

 0.02 ± 0.005 

a

 0.01 ± 0.002 

a

 
0.07E-3 

Mn 
0.11 ± 0.01 

a

 

 

0.07 ± 0.02 

ab

 

 

0.04 ± 0.006 

b

 

 

0.05 ± 0.005 

b

 

 

0.008E-3 

Fe 
0.02 ± 0.005 

a

 

 

0.03 ± 0.02 

a

 

 

0.017 ± 0.004 

a

 

 

0.018 ± 0.003 

a

 

 

1.7 E-3 

Co 
0.00004±0.0000

a

 

 

0.002 ± 0.001 

a

 

 

ND 
0.0001 ± 0.0001 

a

 

 

0.006 E-3 

Cu 
0.002 ± 0.0005 

a

 

 

0.001± 0.0004 

a

 

 

0.004 ± 0.002 

a

 

 

0.003 ± 0.001 

a

 

 

0.03 E-3 

Zn 
0.08 ± 0.01 

a

 

 

0.04 ± 0.008 

a

 

 

0.13 ± 0.02 

a

 

 

0.14 ± 0.05 

a

 

 

0.1 E-3 

Se ND ND ND ND 0.2 E-3 

As 
0.002 ± 0.0003 

a

 

 

0.006 ± 0.0009 

b

 

 

0.006 ± 0.0005

b

 

 

0.007 ± 0.0006 

b

 

 

0.03 E-3 

Ni 
0.02 ± 0.005 

a

 

 

0.008 ± 0.003 

a

 

 

0.013 ± 0.003 

a

 

 

0.02 ± 0.003 

a

 

 

0.069 E-3 

V 
0.007 ± 0.002 

a

 

 

0.006 ± 0.001 

a

 

() 

0.009 ± 0.0001

a

 

 

0.01 ± 0.002 

a

 

 

0.4 E-3 

Sr 
0.2 ± 0.02 

a

 

 

0.24 ± 0.04 

a

 

 

0.19 ± 0.02 

a

 

 

0.24 ± 0.023 

a

 

 

0.003 E-3 

Cd ND ND ND ND 0.005 E-3 

Pb 
0.0001 ± 0.0 

a

 0.001 ± 0.0004 

a

 0.001± 0.0003 

a

 0.001 ± 0.0003 

a

 
0.02 E-3 
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Tabla 4.3. Concentración de metales en sedimento (ppm) de los sitios seleccionados de los canales de 

Xochimilco. Se señalan valores promedio y error estándar (X ± EE). Se incluyen los límites de detección de cada 

metal.  

 

Metal  P. de Urrutia  Apatlaco L. de Asunción La Draga Límite de 

detección 

Cr 
15.19 ± 2.04 

a

 

 

31.8 ± 7.83 

ab

 

 

67.45 ± 3.75 

c

 

 

36.53 ± 2.27 

b

 

 

0.07 E-3 

Mn 

 

335.64 ± 29.03

a

 

 

349.71 ± 52.10

a

 

 

277.14 ± 5.37 

a

 

 
276.21±17.68 

a

 
0.008 E-3 

Fe 
80.62 ± 4.26 

a

 

 

96.36 ± 13.21 

b

 

 

182.63 ± 3.89 

c

 

 
126.23 ± 6.48 

b

 
1.7 E-3 

Co 
1.36 ± 0.4 

a

 

 

1.91 ± 0.65 

a

 

 

4.81 ± 0.33 

a

 

 
7.23 ± 2.74 

a

 
0.006 E-3 

Cu 
40.28 ± 4.76 

a

 

 

36.74 ± 12.89 

a

 

 

137.75 ± 12.66 

b

 

 
104.26 ± 16.1 

b

 
0.03 E-3 

Zn 
532.75 ± 77.8 

a

 

 

152.83 ± 2.93 

a

 

 

583.08 ± 118.1 

a

 

 
355.6 ± 82.66 

a

 
0.1 E-3 

Se 
8.73 ± 0.53 

b

 

 

8.31 ± 1.77 

b

 

 

4.73 ± 1.33 

ab

 

 
2.76 ± 0.82 

a

 
0.2 E-3 

As 
5.76 ± 0.45 

a

 

 

5.03 ± 1.25 

a

 

 

8.6 ± 3.3 

a

 

 
8.46 ± 2.53 

a

 
0.03 E-3 

Ni 
21.42 ± 1.95 

a

 

 

30.1 ± 9.03 

ab

 

 

51.56 ± 4.02 

b

 

 
39.98 ± 4.3 

ab

 
0.069 E-3 

V 
261.4 ± 23.6 

ab

 

 

251.5 ± 26 

a

 

 

232.98 ± 12.03 

a

 

 
379.5 ± 43 

b

 
0.4 E-3 

Sr 
77.27 ± 10.25 

a

 

 

99.22 ± 5.99 

ab

 

 

222.81 ± 6.25 

c

 

 
130.67 ± 8.53 

b

 
0.003 E-3 

Cd ND ND 4.54 ± 0.86 3.33 ± 0.66 0.005 E-3 

Pb 
34.47 ± 9.24 

a

 

 

26.73 ± 7.55 

a

 

 

252.59 ± 80.57 

b

 

 
70.36 ± 10.99 

ab

 
0.02 E-3 

Letras diferentes denotan diferencias significativas entre los sitios de estudio (p>0.05); ND: no detectado. 
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