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ABSTRACT 
 

 

Because of their biological characteristics, amphibians are very sensitive to environmental 

disturbances. The drastic reduction of amphibians in the world is a clear consequence of 

environmental degradation. The Ambystoma sp. are urodels distributed in several regions of 

Mexico and are an excellent bioindicator of environmental quality. Physiological parameters 

such as enzyme activity are known as biomarkers, and are used to monitor environments. 

Enzymatic activities can vary in response to stress stimulus either by xenobiotics or 

environmental changes. In Ambystoma sp. the sensitivity of biomarkers to assess their 

potential in habitat monitoring has not been evaluated. An assessment of activity levels of 

biomarker enzymes such as alkaline phosphatase (ALP), glutathione-s-transferase (GST), 

carboxylesterase (CaE) and non-enzymatic antioxidant levels was performed using the 

Radical Absorption Capacity technique of oxygen (ORAC). Biomarkers were evaluated in 

samples obtained from Ambystoma sp. Animals were collected and sexed in three different 

locations in the southern region of Nuevo Leon. Physical and chemical parameters 

corresponding to each locality were measured. The four biomarkers evaluated had different 

levels of activity and concentration between the localities (P <0.05), the levels of the 

biomarkers varied according to the sex of the organisms, being higher in the male (P <0.05). 

ALP and ORAC showed a significant correlation with respect to temperature, while CaE and 

ALP were correlated with pH, CaE and ORAC with dissolved solids. The results observed in 

the sensitivity of the biomarkers evaluated in the potential they have to be used in the 

monitoring programs in the habitat of Ambystoma sp. And that allow to determine 

environmental alterations detrimental to these ecosystems and the species of amphibians that 

inhabit them. 

 

Key Words: Ambystoma sp.; Biomarkers; Amphibians 
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RESUMEN 
 

Los anfibios son sensibles a perturbaciones ambientales por sus características biológicas. Se 

ha considerado que la drástica reducción de anfibios en el mundo es resultado de una 

degradación ambiental. Los Ambystoma sp. son urodelos que se distribuyen en varias 

regiones de México, son considerados un excelente bioindicador de calidad ambiental. 

Parámetros fisiológicos como la actividad de enzimas varían en respuesta a un estímulo de 

estrés ya sea por xenobióticos o cambios ambientales, se conocen como biomarcadores, se 

usan para monitorear ambientes. En Ambystoma sp. no se ha evaluado la sensibilidad de 

biomarcadores para conocer su potencial en el monitoreo del hábitat. Se realizó una 

evaluación de los niveles de actividad de enzimas biomarcadoras, fosfatasa alcalina (ALP), 

glutatión-s-transferasa (GST), carboxilesterasa (CaE) y los niveles de antioxidantes no 

enzimáticos mediante el uso de la técnica de capacidad de absorción de radicales de oxígeno 

(ORAC). Los biomarcadores se evaluaron en muestras branquiales obtenidas de organismos 

Ambystoma sp. los cuales fueron colectados y sexados en tres distintas localidades del sur de 

Nuevo León, se midieron parámetros físicos y químicos correspondientes a cada localidad. 

Los cuatro biomarcadores evaluados (ALP, GST, CaE y ORAC) presentaron diferentes 

niveles de actividad y concentración entre localidades (P< 0.05), al comparar los niveles de 

los biomarcadores con respecto al sexo de los organismos, solamente la CaE presentó una 

diferencia significativa al ser mayor en lo machos (P< 0.05). La ALP y ORAC presentaron 

una correlación significativa con respecto a temperatura, CaE y ALP presentaron correlación 

con pH, y CaE y ORAC con sólidos disueltos. Los resultados observados en la sensibilidad 

de los biomarcadores evaluados muestran el potencial que tienen para ser utilizados en 

programas de monitoreo en el hábitat de Ambystoma sp. y que permitan determinar 

alteraciones ambientales perjudiciales para estos ecosistemas y las especies de anfibios que 

los habitan. 

 

Palabras Clave: Ambystoma sp.; biomarcadores; Anfibios 



9 

 

 
 
INTRODUCCIÓN 
 

Los anfibios son un grupo de vertebrados que poseen características biológicas que los hacen 

sensibles a las perturbaciones ambientales: ciclo de vida complejo, reproducción asociada a 

medios acuosos, estados larvarios con requerimientos de hábitat y alimentos diferentes a los 

de su estado adulto, capacidad de dispersión limitada, territorios pequeños y piel altamente 

permeable, facilitadora del intercambio directo entre el organismo y el medio ambiente.  

Algunos naturalistas consideran que la drástica reducción poblacional de anfibios en el 

mundo es resultado de una degradación ambiental global tan severa que los anfibios son 

ahora indicadores del declive de la calidad de vida de nuestro planeta (Suazo y Alvarado, 

2004). 

El Género Ambystoma está integrado por un grupo de anfibios urodelos pertenecientes a la 

familia Ambystomatidae, son llamados salamandras o ajolotes, habitan en gran parte de 

América del Norte desde el sur de Canadá hasta el Eje Transversal de México (Casas-

Andreu et al., 2004). En México, las salamandras de ésta familia presentan el mayor número 

de especies con al menos 80 de ellas endémicas. Los ajolotes son una especie exclusiva en 

los lagos y canales viviendo exclusivamente en agua aunque tienen la capacidad de vivir 

tanto dentro como fuera de ella. La fase larvaria de esta especie presenta cabeza ancha con 

penachos branquiales rosados (los cuales varía según la oxigenación del agua donde 

habitan), los ojos grandes y un cuerpo alargado aplanado lateralmente, poco más largo que la 

cola que se presenta comprimida, y tiene una cresta dorsal que nace hacia la mitad del 

tronco. Varias especies de esta familia se encuentran en peligro de extinción por el deterioro 

de su hábitat (Robinson, 2012). 

Estos organismos habitan en áreas cubiertas de bosque las cuales han sido fragmentadas y 

alteradas con la consecuente disminución de sus poblaciones, lo que ha provocado que 

algunas especies de esta familia se encuentran en la categoría de protección especial según la 

NOM-059-EC0L-2001 (Solano-Zavaleta et al., 2009). Adicionalmente la desecación de las 

lagunas y lagos, así como el azolvamiento, la contaminación y la introducción de 

depredadores exóticos y la captura comercial están jugando un papel muy importante en la 
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disminución de las poblaciones y esto traerá eventualmente la extinción de las especies 

(Casas-Andreu et al. 2004).  

En términos generales es un grupo de interés, no solo por sus particularidades biológicas y 

ecológicas sino también por su marcada vulnerabilidad ante la transformación y degradación 

de los ecosistemas que habitan (Acosta-Galvis, 2000).  

Los cambios biológicos en las especies sirven como señales de la posible alteración de un 

ecosistema, estas alteraciones pueden ser causadas por  actividades antropogénicas. Algunos 

parámetros fisiológicos como la actividad de enzimas varían en respuesta a un estímulo de 

estrés provocado por presencia de xenobióticos o cambios ambientales, se conocen como 

biomarcadores, y son comúnmente utilizados para monitorear ambientes. El uso y desarrollo 

de biomarcadores ha cobrado un interés creciente para evaluar el riesgo de sustancias 

potencialmente tóxicas además de ser herramientas útiles para determinar la presencia de 

sustancias exógenas o cambios ambientales (Argota, 2013). Los niveles de respuesta 

biológica representan una expresión integrada de los niveles de alteración de un área 

específica indicando posibles riesgos en las poblaciones naturales expuestas (Argota, 2013). 

En anfibios del género Ambystoma sp. no se ha evaluado la sensibilidad de biomarcadores 

para conocer su potencial en el monitoreo de sus hábitat. Debido a lo anterior y al 

conocimiento de la sensibilidad que presentan estos organismos a los cambios ambientales 

con la consecuente disminución drástica de sus poblaciones, se realizó una evaluación de los 

niveles de actividad de enzimas biomarcadoras en poblaciones de distintas localidades en 

municipios del sur de Nuevo León, las enzimas biomarcadoras evaluadas fueron alcalina 

fosfatasa (ALP), glutatión-s-transferasa (GST), carboxilesterasa (CaE) y los niveles de 

antioxidantes no enzimáticos mediante el uso de la técnica de capacidad de absorción de 

radicales de oxígeno (ORAC).  
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ANTECEDENTES 
 

 

Las actividades humanas están causando alteraciones en las comunidades biológicas, 

transformando los ecosistemas. Los ciclos biogeoquímicos e hidrológicos así como nuestro 

propio clima se ha visto perturbado en gran parte por la demanda de recursos y materiales de 

una población humana que sigue creciendo. Algunos países realizan evaluaciones del 

impacto ambiental de las actividades humanas sobre áreas protegidas como el decreto 1995 

del Camerún (art.21) y la ley de Guinea (art.40), esto debido a que en la actualidad las 

especies se ven amenazadas por una gran cantidad de factores producto de las acciones 

humanas, como son la contaminación, el uso de químicos en el ambiente y la urbanización  

que han causado la disminución acelerada de las poblaciones de muchas especies, en algunos 

casos hasta su extinción. Las poblaciones y especies mantienen procesos naturales de 

extinción este proceso es natural ya que han sido compensadas por la evolución de nuevas 

especies, así como la perdida local de una población por el establecimiento de una nueva 

población mediante la dispersión, sin embargo, las actividades humanas han multiplicado 

exageradamente la tasa natural de extinción (Pisanty y Caso, 2007; Primack, 2002). 

 

A partir del siglo XX el monitoreo para evaluar la diversidad biológica adquirió importancia 

conforme la población humana crecía y se requería mayor uso de recursos. Los 

investigadores comenzaron por aportar datos sobre diferentes aspectos biológicos en 

diferentes escalas de tiempo. Producto de esto se han establecido leyes que tienen normas 

sobre protección de las especies, mediante el uso de una clasificación de los organismos 

(Pisanty y Caso, 2007; Cirelli, 2002). 

 

La problemática de la alteración de ecosistemas con la consecuente extinción de especies ha 

permitido el desarrollo de disciplinas como la biología de la conservación la cual trata de 

comprender el funcionamiento de los ecosistemas y sus interacciones con factores bióticos y 

abióticos. Este entendimiento permite predecir cambios en el funcionamiento de un 

ecosistema al alterar alguno de los factores componentes. La conservación y protección de 

las especies en todos los países busca preservar la diversidad biológica reduciendo al mínimo 

los impactos negativos y destructivos que actualmente acarrean las actividades humanas, 
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impulsando programas y acciones que buscan restaurar y rehabilitar los ecosistemas así 

como sus comunidades. Para esto es necesario utilizar y desarrollar técnicas que nos 

permitan conocer las condiciones de un ecosistema, una comunidad o una población 

determinada y de esta forma poder detectar cualquier cambio en esas condiciones que nos 

indique la presencia de una alteración o perturbación y así poder realizar las medidas 

correctivas necesarias. Un ecosistema es un sistema natural compuesto de organismos 

individuales que comparten un mismo hábitat, los mismos forman cadenas que muestran la 

interdependencia entre ellos. Los ecosistemas están en continua exposición a diferentes 

componentes físicos y químicos que pueden ser naturales o artificiales (Harrison, 2003; 

Sornom, 2010). El cambio de estos componentes puede ocasionar una respuesta fisiológica 

y/o poblacional en alguno de los componentes biológicos del ecosistema, a este efecto se le 

denomina estrés. 

 

Todos los niveles de la diversidad biológica son necesarios para la supervivencia de especies 

y comunidades naturales y todos son de importancia para los seres humanos, ya que 

proporcionan recursos y alternativas a éstos (Primack, 2002), sin embargo, existen algunas 

especies que por sus características biológicas e interacciones con su ecosistema, nos pueden 

permitir observar de forma rápida y con una mayor resolución las alteraciones en el mismo. 

 

 

1. Anfibios 

 

La clase Amphibia se divide en tres grandes órdenes: Anura, este grupo incluye a ranas y 

sapos, y presenta la mayor diversidad de especies dentro de los anfibios; Apoda, del que 

forman parte las cecilias; y Caudata, que comprende a las salamandras (Rollins-Smith, 

2016). 

 

Los anfibios son un grupo de vertebrados adaptados a la vida semiterrestre, comparten 

características biológicas como la permeabilidad de su piel, reproducción en medios acuosos 

y su ciclo de vida en dos fases, una fase larval y una fase adulta. Estas características como 

la permeabilidad de su piel y poseer una fase acuática y otra terrestre los hace especialmente 



13 

 

susceptibles a cambios físicos o químicos en su ambiente, lo cual los vuelve muy 

vulnerables a la transformación y degradación de los ecosistemas que habitan (Rollins-

Smith, 2016). 

 

El corazón de los anfibios se encuentra formado por un único ventrículo y dos aurículas y su 

funcionamiento es variable a lo largo de su ciclo de vida. En estado normal la sangre venosa 

permanece en la aurícula derecha mientras que la sangre oxigenada de las arterias 

pulmonares permanece en la aurícula izquierda, esta sangre es bombeada de forma que estas 

no se mezclen, sin embargo, en estado de hibernación esta mezcla si se produce (Cano-

Martínez, 2010). 

 

En todo el mundo las poblaciones de anfibios están disminuyendo en algunos casos de forma 

dramática y algunas especies se consideran en peligro de extinción. México no es una 

excepción, los anfibios son actualmente en este país uno de los grupos que se encuentran 

más amenazados y esto puede ser en gran parte a su alta sensibilidad al ambiente que les 

rodea, el cual continuamente es expuesto a contaminación o cambios ambientales producto 

de actividades antropogénicas, todo esto aunado a una continua destrucción de su hábitat los 

ha expuesto a condiciones no favorables llevando a muchos de ellos a la extinción (Rollins-

Smith, 2016). 

La pérdida de hábitat, así como la fragmentación del mismo también representa una 

amenaza, pues estos procesos resultan en la disminución de la cantidad total del hábitat. Las 

reacciones a estas alteraciones varían considerablemente entre las especies (Riemann et al. 

2015). 

 

En la actualidad el fenómeno de extinción de especies en anfibios es conocido y muy 

preocupante, lo que indica que estamos enfrentando la crisis de extinción más grande de 

especies observada por la humanidad. Los continuos cambios en las comunidades de 

anfibios tienen un impacto en la persistencia de la biodiversidad, abundancia y composición 

del ecosistema, sin mencionar que son éstos organismos con ciclo de vida complejo quienes 
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nos proporcionan una mayor información acerca de los hábitat y si estos son favorables u 

hostiles (Becker et al. 2016; Winandy et al. 2015; Chang and Wu, 2015). 

 

2. Ambystoma sp. como especie bioindicadora 

 

La calidad del aire, agua o la tierra debe evaluarse continuamente para tomar decisiones y 

medidas que puedan evitar algún evento que no sea favorable para la vida en el planeta. Los 

organismos que pertenecen a un ecosistema se utilizan para obtener información sobre la 

calidad ambiental y son llamados indicadores biológicos, pueden serlo las comunidades 

microbianas y anfibias, de esta forma se pueden monitorizar los procesos naturales 

(Fernández-Salegui, 2003; Garbisu, 2007). 

Analizar directamente los contaminantes en las matrices ambientales solo nos informan si 

existe un contaminante de interés en un ecosistema más no da a conocer si este contaminante 

esta biodisponible, e inclusive algunos pueden encontrarse en concentraciones muy bajas por 

lo que no son detectables. Los marcadores biológicos dan a conocer los cambios biológicos 

detectables tras la exposición a contaminantes, éstos pueden medirse en diversos niveles de 

organización biológica. Existen especies llamadas centinelas o acumuladoras o bien 

bioindicadores que son capaces de concentrar ciertas sustancias en sus tejidos por su extrema 

relación con el ambiente mismo, de este modo proporcionan información sobre el estado 

químico de sus hábitats y del mismo modo ofrecen conocimiento sobre la sustancia misma 

dentro del organismo. (Nachev and Sures, 2016; Sanni et al. 2016). 

Un bioindicador u organismo indicador se refiere a las especies seleccionadas por su 

sensibilidad o tolerancia a varios parámetros, así mismo que sus comunidades o poblaciones 

reflejen la condición o calidad de un sistema ambiental tanto físico, químico, biológico y 

ecológico. Cada región posee especies que son fácilmente identificables que son intolerables 

ante las alteraciones medioambientales como las causadas por el hombre. El biomonitoreo de 

estas comunidades proporciona índices bióticos que pueden ser comparados (Vázquez et al. 

2006). 
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Los Ambystoma sp. son un género de anfibios urodelos que poseen en la piel numerosas 

glándulas pluricelulares de tipo mucoso o venenoso, carecen de uñas verdaderas, algunas 

especies presentan estructuras epidérmicas córneas, en la punta de los dedos de la 

extremidad posterior, el corazón de tipo tricavitario y cráneo aplanado. Son ectotérmicos, 

esto quiere decir que utilizan la temperatura ambiental para regular la temperatura de su 

cuerpo (Zamora, 2011). 

Las salamandras del género Ambystoma pueden ser neoténicas, esto quiere decir que pueden 

alcanzar su madurez sexual y reproducirse sin la necesidad de desarrollar un estado adulto, 

esto como una adaptación ecológica para una mejor explotación de los recursos disponibles. 

Poseen una concentración insuficiente de tiroxina (T4) plasmática lo que conlleva a una baja 

tasa de secreción de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) bloqueando el cambio 

metamórfico, sin embargo esta baja producción no influye en su madurez reproductiva. 

(Galton, 1991; Safi et al. 2004). 

Se ha establecido que la piel es un órgano multifuncional que actúa como un órgano 

defensivo contra parásitos y abrasiones pero también facilita la respiración cutánea, está 

cubierta de moco compuesto de glucoproteínas y material fibroso, dicha secreción es 

antibacterial, y antioxidante pero su principal función es la de mantener la piel húmeda 

(Geng, 2015). 

Los organismos de este género comúnmente miden cerca de 15 cm de largo, poseen cuatro 

extremidades cortas que terminan en dedos, en los miembros anteriores poseen cuatro dedos 

mientras que los posteriores concluyen con cinco dedos, poseen una aleta que corre por el 

dorso hasta convertirse en una cola comprimida lateralmente, su cabeza posee en ambos 

lados tres pares de branquias largas y plumosas, sus ojos están localizados laterales en la 

cabeza y sin un amplio campo de visión dependen de sus otros sentidos para cazar, posee 

orificios nasales ya que su respiración también puede ser pulmonar. La piel del Ambystoma 

mexicanum es color verde parduzco, aunque el albinismo es común (Zamora, 2011). 

Sus hábitos alimenticios son nocturnos, por lo general se les encuentra en ambientes con una 

gran humedad, comúnmente en zonas pantanosas o en orillas de lagos.  
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Entre los anfibios de la familia Ambystomatidae, la especie que más se ha utilizado como 

objeto de estudio es Ambystoma mexicanum con innumerables trabajos en biología del 

desarrollo y en evolución (Aguilar et al. 2009).  

Las poblaciones de salamandras mexicanas han sido evaluadas de forma no sistemática en 

los últimos 25 años a la luz de muchos informes de la desaparición de anfibios. De las más 

comunes persisten aproximadamente unas 30 especies aunque las densidades son cada vez 

más bajas de lo que era hace 25 años. La modificación del hábitat ha contribuido a las 

dificultades para encontrar determinadas especies (Parra et al. 1998).  

La familia Plethodontidae es una de las más diversas, tiene alrededor de 370 especies en el 

mundo, distribuyéndose principalmente en Norteamérica y Sudamérica. En México es la 

familia de salamandras con el mayor número de especies, más de 80 de ellas son endémicas. 

Esta familia incluye al Género Ambystoma el cual está presente en gran parte de América del 

Norte desde el sur de Canadá hasta el Eje Transversal de México (Casas-Andreu et al. 2004).  

 

Los organismos transformados a su fase semiterrestre de este género comúnmente llamados 

“salamandras” habitan áreas cubiertas de bosque de pino y/o bosque de oyamel, 

encontrándose la mayor parte del tiempo ocultas en madrigueras, bajo troncos podridos o 

grandes rocas (Solano-Zavaleta et al. 2009). Los organismos no transformados durante su 

fase larval o neoténica son conocidos comúnmente en México como “ajolotes” habitan en 

los lagos y canales viviendo exclusivamente en agua aunque tienen la capacidad de vivir 

tanto dentro como fuera de ella. Durante su fase larvaria su cabeza es ancha y de gran 

tamaño con penachos branquiales rosados (los cuales varían según la oxigenación del agua 

donde habitan), los ojos son grandes y bien definidos con los que detectan el movimiento, su 

cuerpo es alargado aplanado lateralmente y es un poco más largo que la cola que se presenta 

comprimida y tiene una cresta dorsal que nace hacia la mitad del tronco (el final de la cola 

suele ser redondeado), algunas especies de este género han sido declaradas en peligro de 

extinción por el deterioro de su hábitat (Robinson, 2012). 
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3. Biomarcadores 

 

La presencia de un tóxico implica un riesgo pero más allá de detectar el mismo dentro del 

ambiente hay que conocer como éste afecta el estado de salud de los individuos, es decir 

conocer la alteración que ocasiona sobre los componentes celulares o bioquímicos, 

estructuras o funciones en un organismo vivo que pueden cuantificarse en un sistema 

biológico o muestra (Gil, 2008) 

“Biomarcador” es el término utilizado para medir la interacción de un organismo y un agente 

químico, físico o biológico que se evalúa como una respuesta funcional o fisiológica, ya sea 

a nivel celular o molecular, en muchas ocasiones asociada al desarrollo de una enfermedad 

(Arango, 2011). Para la evaluación de la exposición a estos agentes, es relevante la 

valoración de las respuestas biológicas que den cuenta de la magnitud, intensidad y 

frecuencia en que los organismos, que desempeñan un papel clave en el ecosistema, son 

afectados. (Vanegas et al., 2015). El uso de estos biomarcadores ha aumentado en la última 

década e incluso han sido utilizados para evaluar el riesgo frente a determinadas patologías, 

sobre todo en enfermedades progresivas (Gil, 2008). 

Los biomarcadores son más rápidos de analizar y fáciles de interpretar esto permite tomar 

medidas correctivas y preventivas así como decidir a qué muestras es necesario hacerles 

análisis químicos para determinar los contaminantes problema, su distribución espacial, 

temporal y las posibles fuentes de origen. En general existen tres clases de biomarcadores 

reconocidos por la Organización Mundial de la Salud:  

 

a) Los biomarcadores de exposición. 

 

Indican que un organismo estuvo o está expuesto a un contaminante específico (Vanegas et 

al., 2015). Miden una sustancia exógena o su metabolito, o bien la interacción entre un 

xenobióticos y moléculas blanco dentro de un organismo. Los análisis comúnmente se 

realizan en fluidos corporales (como sangre y orina). En el caso de contaminantes o tóxicos 
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que se acumulan la dosis interna se puede reflejar en uno o varios compartimientos 

corporales (Gil, 2000). 

 

 b) Biomarcador de efecto.  

Reflejan la interacción del químico con los receptores biológicos, como estas alteraciones 

anteceden al daño estructural, su detección permite identificar la exposición excesiva y 

tomar medidas preventivas. Se mide la alteración dentro de un organismo (puede ser 

química, fisiología o de comportamiento) y puede estar asociado a enfermedades o deterioro 

de la salud (Vanegas et al. 2015). 

 

 c) Biomarcador de susceptibilidad.  

Son indicadores de una capacidad adquirida o inherente de un organismo para responder a 

cambios de exposición a un xenobiótico específico (Gil Hernandez, 2000; Vanegas et al. 

2015).  

Depledge describe en 1994 un biomarcador adicional llamado de “efecto latente” esto indica 

que un organismo en condiciones normales ha logrado adaptarse o sobrevivir a la exposición 

de un contaminante (Gil Hernandez, 2000; Walker, 1996). 

De acuerdo a su especificidad también se pueden clasificar de dos formas: 

a) Nivel I, cuando los biomarcadores responden específicamente a un contaminante y por lo 

general implica la inhibición de enzimas. 

b) Nivel II, cuando los biomarcadores responden a un estrés subletal que implica la 

activación de una enzima. 

Algunos ejemplos de biomarcadores enzimáticos que pueden activarse o inhibirse son las 

enzimas del Citocromo P450 tales como etoxiresorufin o-desetilasa, la glutatión-s-

transferasa y enzimas de sistema nervioso como la acetilcolinesterasa. Algunos estudios han 
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asociado a las alteraciones de la actividad de estas enzimas con diversas enfermedades 

algunas de tipo canceroso (Gil Hernandez, 2000). 

Se espera que el uso de biomarcadores proporcione información de la relación entre la 

exposición a un tóxico, la respuesta biológica, los efectos adversos, así como los niveles de 

respuesta en una comunidad. Siendo estos utilizados para el monitoreo de la contaminación 

ambiental y el estado de salud de los organismos que componen un ecosistema (Jemec, 

2010). 

 

3.1  Enzimas biomarcadoras 

Los biomarcadores se han utilizado para proporcionar información sobre los mecanismos de 

toxicidad potencial de los contaminantes, así como los efectos que estos tienen sobre el 

organismo (Oliveira et al. 2016). Algunos de ellos pertenecen a los mecanismos de defensa 

de los organismos contra el daño oxidativo  causado por la formación de las especies 

reactivas de oxígeno. Entre las actividades enzimáticas más estudiadas como biomarcadores 

sensitivos se encuentran la catalasa, la superóxido dismutasa, la glutatión-s-transferasa, la 

fosfatasa alcalina, la acetil colinesterasa y la carboxilesterasa (Gismondi et al. 2012; 

Aguilera et al. 2012). 

 

3.1.1 Glutatión-s-transferasa 

 

La glutatión-s-transferasa (GST) son una familia multigénica de enzimas presentes en todas 

las especies animales, plantas y bacterias, que son clasificadas por sus secuencias de 

aminoácidos, su cinética y propiedades inmunológicas, juntas contribuyen a formar una red 

defensiva contra contaminantes, fármacos y productos reactivos a estrés (Bastos et al. 2013). 

La actividad GST es importante para la prevención de daños por estrés oxidativo, esta 

enzima es la más abundante intracelularmente y se puede encontrar en el citosol y membrana 

celular (Bastos et al. 2013); junto con glutatión cataliza la conjugación con los xenobióticos, 
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ambas enzimas pertenecen a una familia que participa en la detoxificación de células ante 

diversos xenobióticos (Jemec, 2010). El incremento de la actividad GST corresponde al 

aumento en la capacidad de detoxificación en el hígado, según estudios con exposición al 

Cadmio, esta enzima puede ser oxidada por  componentes tóxicos (Mohamed, 2008). Las 

enzimas GST miden el estrés oxidativo que se presenta por causa de un metal o 

contaminantes orgánicos, protegiendo a las células al neutralizar los componentes tóxicos 

antes de llegar a ellas volviéndolos solubles al agua para que puedan ser fácilmente 

eliminados (Ezemonye y Tongo, 2010). 

La vía cAMP es una vía para la regulación de procesos celulares como el crecimiento, la 

diferenciación y las rutas metabólicas que utiliza a la adenosina 3´, 5´ monofosfato cíclica 

(cAMP) como un mensajero intracelular,  recientemente se ha postulado que esta tiene 

importancia toxicológica porque media la regulación y la actividad de GST en células 

intestinales (Arana et al. 2015). 

Algunas clases de GST son capaces de reducir los peróxidos orgánicos brindando protección 

contra el estrés oxidativo. Los cambios significativos en los niveles de actividad los hace 

considerarlos como buenos biomarcadores ambientales (Bastos et al. 2013). 

Para la medición de esta enzima se determina los cambios en los niveles de ésta mediante la 

absorbancia en espectrofotometría de la reacción de la GST con 1-cloro-1-cloro-2,4-

dinitrobenceno. (Wang et al. 2016). 

 

3.1.2 Fosfatasa Alcalina 

 

Las fosfatasas alcalinas son una clase de enzimas hidrolíticas diméricas que inducen la 

hidrolisis de un grupo fosfato a partir de moléculas como nucleótidos, proteínas o moléculas 

más pequeñas. Estas enzimas se encuentran en una variedad de organismos, en tejidos como 

placenta, riñón, intestino y hueso, además participan en procesos bioquímicos y fisiológicos 

incluyendo la mineralización ósea, desarrollo embrionario y transporte de lípidos y fosfato 

(Zhang et al. 2016). 
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Las fosfatasas alcalinas catalizan la hidrólisis de fosfomonoésteres. El proceso de eliminar 

los grupos de fosfatos de varios tipos de moléculas como nucleótidos, proteínas y alcaloides 

recibe el nombre de desfosforilación. Una porción de estas enzimas se secreta en el torrente 

sanguíneo lo que hace que sus niveles en plasma se utilicen como biomarcadores para 

diversas enfermedades. Su acción es más efectiva en entornos alcalinos. Su reacción 

catalítica consta de dos pasos, primero se genera un intermediario covalente de fosfoserina y 

en el segundo se da un ataque nucleofílico para liberar un fosfato inorgánico y un nuevo 

fosfoéster o especie libre. La activación de la fosfatasa alcalina requiere de cofactores  como 

el Mg 2+, Zn 2+, Mn 2+, Ca 2+ y Co 2+. El aumento en la actividad de ALP depende de la 

disponibilidad de estos iones. En el caso del Zn 2+ se observa una acción inversa. En seres 

humanos y mamíferos existen cuatro isoenzimas que se encuentran en varios tejidos con 

diferentes funciones fisiológicas (Mercado-Mercado et al. 2012; Hernández-Mosqueira et al. 

2015). 

 

 

3.1.3 Carboxilesterasa  

 

Las carboxilesterasas son miembros de la familia α, β-hidrolasa, muestran los perfiles de 

expresión tisular ubicua con las actividades máximas carboxilesterasas en microsomas de 

hígado en muchos mamíferos. En humanos existen dos isoformas principales CES1A y 

CES2. El CES1A se expresa en hígado y pulmón, mientras CES2 se expresa en el tracto 

gastrointestinal e hígado. En humanos CES1 Y CES2 se encargan de la farmacocinética de 

los éster (Zhang et al. 2015). 

 

Una de las principales funciones de la enzima es proteger a la célula de xenobióticos 

exógenos que contienen éster quimio tipo. Este último se presenta en cientos de moléculas 

tanto naturales como sintéticas para mejorar la solubilidad en agua del compuesto original, 

por lo tanto la hidrolisis efectuada por esta enzima es parte de un proceso de detoxificación, 

ésta hidrólisis del enlace éster es llevada a cabo por una serina hacia el átomo de carbono del 

carbonilo. El enlace éster es generado por un relé de enlaces de protones, el intermedio 

tetraédrico que se forma se contrae para liberar el alcohol y se genera un residuo de serina 
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esterificado, es entonces cuando una molécula de agua actúa como nucleófilo intermedia 

para eliminar el ácido carboxílico. (Hatfield et al. 2016). 

 

Las carboxilesterasas también se ven afectadas por los xenobióticos sobre todo los 

organofosforados. Estas esterasas tienen una función de protección para una gran variedad 

de sustratos externos, comprenden un grupo de enzimas con baja especificidad de sustrato 

pero que en gasterópodos acuáticos son más sensible en tejido blando (Bulgaroni et al. 

2012).  

 

Las carboxilesterasas se expresan principalmente en tejidos susceptibles a la exposición de 

agentes externos incluyendo los epitelios del pulmón y el intestino, el hígado, los riñones y 

la piel. En las diferentes especies la expresión de las carboxilesterasas en sangre puede 

variar. En los seres humanos la actividad es mayor que en roedores. Cualquier molécula 

esterificada será probable que se hidrolice por estas enzimas (Hatfield et al. 2016). 

 

3.2 Biomarcadores no Enzimáticos  

 

Los organismos no solo poseen mecanismos de defensa enzimáticos. La mayoría de los 

vertebrados y algunos invertebrados poseen un sistema de detoxificación constituido por la 

familia del citocromo P450, que son hemoproteínas involucradas en el metabolismo 

oxidativo de compuestos lipofilicos exógenos.  En organismos acuáticos la inducción del 

gen CYP1A1 se destaca por su inducibilidad a hidrocarburos. (Nach et al. 2014). Por otro 

lado el uso de microRNAs en diversos estudios ha demostrado que sus perfiles de expresión 

alterados están estrechamente asociados con enfermedades, especialmente cáncer (Wei et al. 

2016). Existen de la misma manera proteínas que actúan como biomarcadores para evaluar 

el proceso biológico normal, los procesos patógenos y las respuestas farmacológicas ante un 

factor externo o fisiológico como son la troponina, mioglobina, alfafetoproteina, bilirrubina, 

urea, el sodio y el potasio (Awofadeju, 2016).  
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La capacidad antioxidante de los organismos se midió mediante la técnica de Capacidad de 

absorción de radicales de oxigeno (ORAC). 

 

3.2.1 Antioxidantes no enzimáticos  

 

Los seres vivos producen radicales libres producto de algunas reacciones metabólicas tales 

como la oxidación, respiración mitocondrial o las acciones enzimáticas entre otros 

funcionamientos endógenos, estos también son llamados especies reactivas de oxígeno 

(ROS), son utilizadas posteriormente para la señalización celular o por el sistema 

inmunitario, es decir, son beneficiosas. El problema radica cuando existe un desequilibrio de 

los mismos y el organismo no posee un sistema defensivo, en este caso un sistema 

antioxidante eficiente, que pueda controlarlos. La cantidad excesiva de estos radicales llegan 

a dañar a la célula y esto se le conoce como “estrés oxidativo”. Una condición de estrés 

oxidativo ocurre cuando una célula está expuesta a más ROS de los que puede degradar 

causando daños en ella, ya sea a nivel de bases de ácidos nucleicos, lípidos o proteínas, 

conduciendo ya sea a la generación de especies reactivas secundarias o bien la muerte 

celular, finalmente dando origen a la enfermedad. Los organismos se encuentran expuestos a 

un sin número de factores ambientales externos como enfermedades o la contaminación que 

pone a prueba los mecanismos de defensa. El estrés oxidativo está relacionado con la salud 

deficiente en humanos, así como en los organismos terrestres y acuáticos, y el desarrollo de 

cáncer y toxicidad embrional. Las enzimas antioxidantes como glutatión peroxidasa, catalasa 

y superóxido dismutasa protegen las células del estrés oxidativo, para llevar a cabo esta 

función son necesarios micronutrientes como selenio, hierro, cobre, zinc y manganeso para 

su actividad, dando una mayor importancia a la dieta del organismo (Reutgard y Furuhagen, 

2016; Prior, 2015), sin embargo, existen mecanismos antioxidantes no enzimáticos tales 

como vitamina E (α-tocoferol), vitamina C (ácido ascórbico), ácido lipoico, ácido úrico, 

carotenos y ubiquinol (coenzima Q).( Teichert J. 1992; Sowell et al. 1994;  Khaw, 1995; El-

Sohemy et al. 2002; Zita et al. 2003; Chen et al. 2005; Glantzounis et al. 2005). 
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Existen métodos para medir la actividad antioxidante no enzimática por ejemplo el ensayo 

de capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC) es un procedimiento utilizado 

para medir la capacidad antioxidante total que existe en una muestra biológica, suplementos 

y muestras alimenticias (Tijerina et al. 2009). 

Medir la capacidad oxidativa provee información de la resistencia a la oxidación, la 

contribución cuantitativa de sustancias antioxidantes o la actividad antioxidante que se 

presenta dentro de un organismo cuando se ingiere un alimento rico en antioxidantes. 

(Zulueta et al. 2009).  

Factores como la biodisponibilidad, el potencial de oxidación, la reactividad, la estabilidad y 

la velocidad de reacción afecta la actividad de los antioxidantes. El ensayo de capacidad de 

absorción de radicales oxígeno estima el potencial antioxidante trazando una curva de 

fluorescencia frente al tiempo, es uno de los ensayos mayormente usados para determinar el 

contenido antioxidante en alimentos. La pérdida de indicador de fluorescencia muestra una 

fase de latencia, similar a la observada para la absorción de oxígeno durante la inhibición de 

las reacciones de auto oxidación (Bisby et al. 2008). El valor ORAC se expresa como 

micromoles de Trolox equivalente por gramo de muestra utilizando como base la curva de 

calibración de Trolox (Du and Xu, 2014). 

El ensayo determina el grado de inhibición de la peroxidación inducida por radicales de una 

sonda fluorescente por los compuestos de interés en un medio químico. Incluye tanto tiempo 

de inhibición y el grado de inhibición de la oxidación. La curva de caída, que es a la que se 

considera la intensidad de fluorescencia con relación en función de tiempo, se registran y la 

diferencia de la zona bajo las dos curvas de caía se calcula, posteriormente el grado de 

protección antioxidante se cuantifica en relación al Trolox estándar (Bodera et al. 2013).  

Diversos factores pueden disminuir la capacidad antioxidante tales como la exposición a 

algunos xenobióticos o campos electromagnéticos, teniendo como consecuencia la 

predisposición a enfermedades neurodegenerativas así como leucemia (Acuña, 2006; Vitale 

et al. 2010; Ormazábal, 2014). 
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4. Zona de Estudio  

 

Nuevo León se encuentra entre dos regiones biogeográficas, la neártica y la neotropical, 

haciéndolo una zona de alta biodiversidad. Se localiza en el noreste de México con una 

superficie de 64,081.94 km2, predominan climas muy áridos, áridos y semiáridos 

distribuidos mayormente en la región noreste. En la zona centro hay un clima semicálido 

subhúmedo por influencia de humedad del Golfo de México. Áreas menores de la región de 

la sierra, zona centro y sureste de la entidad se registran climas templados y semifríos con 

una precipitación media anual que oscila entre 300 y 600 mm (Contreras-Balderas et al. 

2008).  

El estado comprende tres provincias fisiográficas: Llanura costera del Golfo Norte, Sierra 

Madre Oriental y Gran Llanura de Norteamérica. Presenta cinco eco regiones: Matorral 

espinoso tamaulipeco, Matorrales xerófilos del Desierto Chihuahuense, Matorrales xerófilos 

del Norte de la Meseta Central, Matorral submontano del piedemonte Tamaulipas y Nuevo 

León y Bosques de coníferas y encinos de la Sierra Madre Oriental (Contreras-Balderas et 

al. 2008). 

La hidrología del Estado se compone de regiones como: Río Bravo en la parte norte del 

estado, el río Potosí  en la parte sureste y El Salado en la porción suroeste del estado. En 

general éstas corrientes superficiales del estado nacen en la Sierra Madre Oriental y corren 

comúnmente al este y descargando sus aguas en el Golfo de México.  

 

Galeana está ubicado en la parte central de Nuevo León, en las coordenadas 24°50´ latitud 

norte y 100°04´ longitud oeste, a una altura de 1,655 metros sobre el nivel del mar. Limita al 

norte con Rayones y con el estado de Coahuila; al sur con Aramberri y Doctor Arroyo; al 

este con Rayones, Montemorelos, Linares e Iturbide, y al oeste con el estado de Coahuila y 

San Luis Potosí. Su extensión es de 7,010.79 kilómetros cuadrados. Cuenta con un clima de 

seco estepario frío  y el templado con lluvias de verano, su temperatura media anual es de 

19°C y su precipitación media es de 393 mm. Los vientos dominantes son del norte. Sus 

principales ecosistemas se componen de pino, encino, oyamel, cedro, mezquite, palma, 
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lechuguilla, maguey, nopal, carrizo y nogal. Su principal fauna está conformada por conejos, 

leoncillo, armadillo, venado, coyote, oso, lobo, zorro, águila, cenzontle, gorrión, perro de la 

pradera, etc.(INEGI, 2000). 
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JUSTIFICACIÓN 
 

Las poblaciones de Ambystoma sp. han ido en declive durante los últimos años hasta 

ponerlos en peligro de extinción en todo el territorio nacional (NOM-059-SEMANART-

2010), por lo cual se evaluará el nivel de sensibilidad de esta especie mediante el uso de 

biomarcadores fisiológicos de estrés en poblaciones de Galeana. 

 

 

OBJETIVO GENERAL  
 

Evaluar los niveles de actividad basal de enzimas biomarcadoras (ALP, CaE, GST), así 

como contenido de antioxidantes no enzimáticos (ORAC) en poblaciones de Ambystoma sp.  

de Galeana, Nuevo León. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

1. Realizar un muestreo de tejido branquial  en poblaciones de Ambystoma sp. en diferentes 

localidades del municipio de Galeana, Nuevo León. 

2. Evaluar la actividad de enzimas biomarcadoras (ALP, GST, CaE) y contenido de 

antioxidantes no enzimáticos (ORAC) en las muestras de tejido branquial. 

3. Analizar la variación de los biomarcadores con respecto a los factores abióticos de las 

localidades donde fueron capturados los organismos. 

4. Realizar una comparación de los niveles de biomarcadores analizados entre localidades y 

sexo de los individuos.  
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MATERIALES Y METODOS 
 

1. Prospección y Selección de las Localidades de Muestreo 

 

En diversas comunidades y localidades, de municipios como Dr. Arroyo y Galeana,  fueron 

realizadas visitas para poder determinar la presencia de Ambystoma sp. Posteriormente en 

estos sitios fueron muestreados los cuerpos de agua mediante el uso de atarraya. Las 

localidades fueron seleccionadas dependiendo del estado de las poblaciones, su facilidad de 

muestreo y la aceptación de las comunidades. 

2. Localidades  

Las localidades seleccionadas fueron tres: La primera cercana a la localidad de San José 

(24°28'44.1"N 100°29'15.3"W) (Localidad 1), la segunda cercana al Refugio de Los Ibarra 

(24°28'12.0"N 100°24'11.6"W) (Localidad 2) y la tercera de ellas entre ambas localidades 

(24°28'32.3"N 100°25'06.2"W) (Localidad 3), en la figura 1 se muestra la vista satelital. La 

localidad 2 debido a su área fue divida en cuatro zonas de muestreo diferentes como se 

muestra en la figura 2. Todas las localidades pertenecientes al municipio de Galeana Nuevo 

León. 

Figura 1.  Vista satelital de 

las localidades. La localidad (1) San José, Localidad 2 (Refugio de los Ibarra) y localidad 3 

(José-Ibarra) en orden de izquierda a derecha.  
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Figura 2.  Ubicación de las cuatro zonas de muestreo en la Localidad 2. 

 

3. Parámetros Físicos y Químicos 

Los parámetros físicos y químicos se obtuvieron mediante el uso de equipo especializado 

para cada una de las variables a medir, se realizó un registro de cada una de las lecturas 

obtenidas de pH, oxígeno, temperatura, sólidos disueltos y altitud en cada una de las 

localidades.   

 

4. Material Biológico 

El estudio fue realizado en organismos del género Ambystoma sp. en su fase neoténica, sus 

capturas fueron limitadas a 15 individuos por zona. Los animales fueron procesados para 

conocer su peso, su longitud y su sexo, así como el registro de la zona donde fueron 

capturados. La muestra fue tomada de tejido de la tercera branquia, tomando en cuenta la 

capacidad de regeneración que poseen estos organismos. 
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Las muestras obtenidas de tejido fueron transportadas en una hielera a 4º C y transportadas 

al Laboratorio de Ecofisiología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 

Autónoma de Nuevo León donde fueron almacenadas en un ultra congelador a -70 º C. 

 

5. Elaboración de extractos enzimáticos  

Las muestras, de forma individual,  fueron pesadas usando una balanza digital, y 

posteriormente homogenizadas durante un minuto en buffer tris-HCl 50 mM (pH 7.1) en una 

proporción de 1:15 (peso / volumen) a 4ºC. El sobrenadante se colocó en micro tubos 

etiquetados que fueron centrifugados a 4ºC durante 15 minutos a 10,621 g,. Las alícuotas 

que se utilizaron como extractos se obtuvieron del sobrenadante tras la centrifugación, 

congeladas a -70º C hasta su análisis.  

 

6. Determinación de la concentración de proteína en los extractos 

La concentración de proteínas ha sido determinada por el método Bradford (1976) adaptado 

a micro placas haciendo uso de una curva estándar de BSA (A-9647 Sigma) 0.05 a 0.5 mg de 

BSA por mL de agua destilada. Las diluciones de la curva estándar pueden verse en la 

sección de Anexos. Los puntos de la curva y las muestras fueron colocadas en cada pocillo 

con sus respectivas tres repeticiones a un volumen de 10 µL, posteriormente se agregaron 

200 µL de solución de trabajo.  La lectura mediante espectrofotometría se realizó a 595 nm. 

La concentración de proteínas de las muestras se determinó mediante la ecuación de 

regresión lineal obtenida a partir de la curva estándar.  
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7.  Evaluación de la actividad de glutatión- s- transferasa (GST) 

La actividad de GST fue analizada en un lector de micro placa de 96 pocillos de acuerdo a 

las técnicas de Braver et al. 2016. La GST cataliza la conjugación de L-glutatión con 1-

cloro-2,4- dinitrobenzeno (CNDB) a través del grupo tiol del glutatión hasta lograr un 

cambio de actividades en unidades de absorbancia por minuto. El conjugado GS-DNB es 

proporcional a la actividad GST en la muestra y presenta absorbancia a una longitud de onda 

de 340 nm.  

La mezcla de reacción por pozo consistió en agregar 10 µL del extracto enzimático y 300 µL 

de sustrato (anexo 6) para inmediatamente iniciar las lecturas de absorbancia por 

espectrofotometría cada 30 segundos durante un periodo de 5 minutos. La actividad 

específica fue expresada en µmol/mL/min/mg de proteína mediante la siguiente ecuación. 

 

(∆ A340)/min V (mL) dil 

mMVenz (mL)                     =      µmol/mL/min/mg de proteína 

 

dil = factor de dilución de los extractos enzimáticos 

mM = coeficiente de extinción de CDNB conjugado a 340 nm (9.6 mM-1) 

V = Volumen de reacción (310 µL) 

Venz = Volumen de muestra analizado (10 µL) 

 

8. Evaluación de la Actividad de Fosfatasa Alcalina (ALP) 

La actividad de ALP fue determinada utilizando el sustrato 4-nitrofenil fosfato según el 

método de Moyano et al 1996. En los pozos de la micro placa se colocó 10 µL de extracto 

enzimático, 200 µL de buffer dietanolamina 1.0 mM con un pH de 9.8 con 50 mM MgCl2.  

El inicio de la reacción se inició agregando el sustrato a una concentración final de 0.4 mM. 

La absorbancia fue registrada cada 120 segundos durante 10 minutos y la actividad 
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enzimática fue expresada como el incremento de absorbancia por minuto por miligramo de 

proteína en los extractos.  

 

9. Evaluación de la Actividad de Carboxilesterasa (CaE) 

La actividad de carboxil esterasa se determinó, utilizando el método descrito por Ellman et 

al. 1961, pero modificado a micro placas por Huang et al. 1997, utilizando el sustrato p-

nitrofenil acetato.  En los pozos de la micro placa se colocó 10 µL de extracto enzimático, 

200 µL de buffer tris-HCL 50 mM pH 7.1 agregando 100 µL de p-nitrofenil acetato 2mM 

como sustrato para el inicio de la reacción. La lectura para la absorbancia se realizó a 405 

nm durante 10 minutos expresándola como el incremento de absorbancia por minuto por 

miligramo de proteína. 

 

10. Evaluación de antioxidantes no enzimáticos 

La cantidad total de antioxidantes no enzimáticos fue determinada utilizando el método de 

Capacidad de absorción de Radicales Oxígeno (ORAC). Las muestras mantuvieron la 

dilución utilizada para realizar los extractos enzimáticos. Se realizó una curva estándar de 

Trolox se realizó con buffer fosfato (anexo 7). Los pozos exteriores de la micro placa  se 

llenaron con 300 µL de agua destilada para mantener una temperatura adecuada. El volumen 

usado para la curva, muestras y blancos fueron de 25 µL por pozo con tres repeticiones. La 

fluoresceína previamente diluida en buffer fosfato (anexo 8)  será agregada en los pozos con 

muestras y curva (150 µL). La placa fue incubada por 30 minutos a una temperatura de 37° 

centígrados. Al término de la incubación se agregó 25 µL de AAPH (anexo 9) a cada pozo 

con muestra y curva para iniciar lectura cada minuto durante 1 hora. 
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11. Análisis Estadístico 

El análisis estadístico fue realizado con el software IBM SPSS versión 23 (SPSS, Inc. 

Chicago Illinois, EE. UU.).  Los promedios y desviaciones estándar de las actividades 

registradas fueron utilizados para determinar las diferencias significativas de las actividades 

enzimáticas del tejido de Branquia.  La determinación de las diferencias entre zonas y 

localidades fueron valoradas utilizando la prueba paramétrica de ANOVA junto con la 

prueba de comparación mediante análisis de varianza Tukey. La comparación entre sexos ha 

sido determinada utilizando una prueba t – student. Los valores de p ≤ 0.05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 
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RESULTADOS  
 

1. Parámetros Físicos y Químicos  

Los parámetros físicos del agua que fueron medidos en cada una de las localidades en las 

que se realizó la colecta de individuos, (temperatura, pH, sólidos disueltos, oxígeno y 

altitud) se presentan en la Tabla 1. La temperatura más baja fue de 25.6 ° C y se registró en 

la zona 1 de la localidad 2, mientras que la temperatura más alta (34.4 °C) se registró en la 

zona 3 de la localidad 2. El valor más bajo de pH fue de 8.3 en la localidad 3 y el más alto 

(9.13) en localidad 1. La mayor cantidad de sólidos disueltos se detectó en la zona 2 de la 

localidad 2 con 0.24 gr/L, mientras que la menor cantidad se registró en la localidad 1 con 

0.05 gr/L. La localidad 3 presentó la mayor altitud con 1835 m s. n. m., mientras que la 

menor altitud fue en localidad 1 con 1800 m s. n. m. La mayor concentración de oxígeno 

disuelto se registró en la zona 2 de la localidad 2 con 15.59 ppm y en la localidad 3 se 

registró la menor concentración con 4.93 ppm.  

 

Tabla 1. Parámetros físicos y químicos de las localidades al momento de la colecta. La 

localidad 2 se dividió en cuatro zonas de muestreo. 

 

Parámetros 
Localidad 

1 
Localidad 2 Localidad 3 

    Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4   
Temperatura 28.5 °C 25.6 °C 29.1 °C 34.4  °C 32.9 °C 27.4 °C 
T. más Alta 32.8 °C 27.3 °C 33 °C 34.5  °C 33.4  °C 27.8 °C 
T. más Baja 28.1 °C 25.6 °C 28.3 °C 33.1  °C 32  °C 27.4  °C 
pH 9.13 8.66 8.64 8.71 8.73 8.3 
Disueltos 0.05 gr/L 0.21  gr/L 0.24  gr/L 0.23  gr/L 0.20  gr/L 0.10 gr/L 
Altitud 1,800 mts 1,811 m 1,811 mts 1,811 mts 1,811 mts 1,835 mts 

Oxígeno 12.958 ppm 
 

13.84 ppm 
 

15.59  ppm 11.62 ppm 11.66 ppm 4.93 ppm 
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2. Biomarcador Fosfatasa Alcalina (ALP) 

Al comparar la actividad promedio de ALP registrada en las poblaciones de Ambystoma sp. 

pertenecientes a cada una de las localidades de colecta, se observó una mayor actividad de 

ALP en los organismos de la localidad 2, inclusive esta diferencia fue significativa (p<0.05) 

con respecto a la actividad registrada en los organismos de la localidad 3 (figura 3). 

 

 

Figura 3. Niveles de actividad de fosfatasa alcalina en las localidades de muestreo. 

Cada columna representa la media de actividad enzimática con su respectiva 

desviación estándar. La localidad 1 (San José), localidad 2 (Refugio de los Ibarra), 

localidad 3 (José-Ibarra). Literales minúsculas diferentes indican significancia 

estadística (p<0.05). 

 

Al realizar la comparación entre las zonas de la localidad 2, se observó una actividad 

promedio de ALP en los organismos colectados en la zona 3, esta diferencia fue significativa 

(p<0.05) con respecto a las actividades de los organismos de las zonas 1, 2 y 4, las cuales no 

presentaron diferencias significativas (figura 4). 
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Figura 4. Niveles de actividad de fosfatasa alcalina en las diferentes zonas de muestreo 

de la localidad 2. Cada columna representa la media de actividad enzimática con su 

respectiva desviación estándar. Literales minúsculas diferentes indican significancia 

estadística (p<0.05). 

 

Al comparar la actividad promedio de ALP entre machos y hembras de todas las localidades 

y zonas de muestreo, se observó una mayor actividad promedio ALP en las hembras con 

respecto a los machos, sin embargo, esta diferencia no fue significativa (figura 5). 
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Figura 5. Niveles de actividad de fosfatasa alcalina en machos y hembras de todas las 

localidades y zonas de muestreo. Cada columna representa la media de actividad 

enzimática con su respectiva desviación estándar. Literales minúscula diferentes 

indican significancia estadística (p<0.05). 

 

3.  Biomarcador Glutatión-s-transferasa (GST) 

La actividad promedio de GST. Fue significativamente mayor en los organismos de la 

localidad 3 (p<0.05), mientras que los organismos de las localidades 1 y 2 no presentaron 

diferencias significativas en los valores de actividad de GST por localidad (figura 6). 
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Figura 6. Niveles de actividad de glutatión-s-transferasa en las localidades de muestreo. 

Cada columna representa la media de actividad enzimática con su respectiva 

desviación estándar. Localidad 1 (San José), localidad 2 (Refugio de los Ibarra), 

localidad 3 (José-Ibarra). Literales minúsculas diferentes indican significancia 

estadística (p<0.05). 

 

Al comparar la actividad promedio de GST de los organismos por zona en la localidad 2, no 

se observaron diferencias significativas. El valor más alto de actividad GST se presentó en la 

zona 2, mientras que el menor valor de actividad fue en la zona 3 (figura 7). 
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Figura 7. Niveles de actividad de glutatión-s-transferasa en las diferentes zonas de 

muestreo de la localidad 2. Cada columna representa la media de actividad enzimática 

con su respectiva desviación estándar. Literales minúsculas diferentes indican 

significancia estadística (p<0.05). 

 

Al comparar la actividad promedio de GST entre organismos machos y hembras de todas las 

localidades y zonas de muestreo, se observó una ligera mayor actividad en los machos, sin 

embargo, esta diferencia en actividad GST entre machos y hembras no fue estadísticamente 

significativa (figura 8). 

.000

.005

.010

.015

.020

1 2 3 4

µ
m

o
l/
m

L
/m

in
/m

g
 p

ro
te

ín
a

 

Glutation-s-transferasa 

a a a a 



40 

 

 

 

Figura 8. Niveles de actividad de glutatión-s-transferasa en machos y hembras de todas 

las localidades y zonas de muestreo. Cada columna representa la media de actividad 

enzimática con su respectiva desviación estándar. Literales minúsculas diferentes 

indican significancia estadística (p<0.05). 

 

4.  Biomarcador Carboxilesterasa (CaE) 

La mayor actividad promedio de CaE se observó en los organismos de la localidad 3 y fue 

significativamente diferente (p<0.05) con respecto a la actividad CaE observada en los 

organismos de la localidad 1 los cuales presentaron la menor actividad CaE de las tres 

localidades evaluadas (figura 9). 
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Figura 9. Niveles de actividad de carboxilesterasa en las localidades de muestreo. Cada 

columna representa la media de actividad enzimática con se respectiva desviación 

estándar. Localidad 1 (San José), localidad 2 (Refugio de los Ibarra),  localidad 3 (José-

Ibarra). Literales minúsculas diferentes indican significancia estadística (p<0.05). 

 

No se observaron diferencias significativas en la actividad promedio de CaE entre los 

organismos correspondientes a las cuatro zonas de muestreo de la localidad 2 (figura 10). La 

mayor actividad promedio CaE se presentó en los organismos de la zona 1, mientras que la 

menor actividad CaE fue en los organismos de la zona 4. 
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Figura 10. Niveles de actividad de carboxilesterasa en las diferentes zonas de muestreo 

de la localidad 2. Cada columna representa la media de actividad enzimática con su 

respectiva desviación estándar. Literales minúsculas diferentes indican significancia 

estadística (p<0.05). 

 

Al comparar la actividad promedio de CaE entre los machos y hembras de todas las 

localidades y zonas de muestreo, los machos presentaron una mayor actividad CaE (figura 

11), esta diferencia de actividad entre machos y hembras fue significativa (p<0.05). 
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Figura 11. Niveles de actividad de carboxilesterasa en machos y hembras de todas las 

localidades y zonas de muestreo. Cada columna representa la media de actividad 

enzimática con su respectiva desviación estándar (p<0.05). 

 

5. Biomarcador Capacidad antioxidante no enzimática mediante la técnica de Capacidad 

de Absorción de Radicales Oxígeno (ORAC). 

Los organismos de la localidad 1 presentaron una mayor capacidad antioxidante no 

enzimática (ORAC) con respecto a los organismos de la localidad 2 y localidad 3, mientras 

que la menor ORAC se observó en los organismos de la localidad 3. La diferencia entre los 

organismos de la localidad 1 y la localidad 2 no fue significativa, sin embargo, al comparar 

los organismos de la localidad 1 con respecto a los organismos de la localidad 3 si se 

observó una diferencia significativa (p<0.05) respecto a su capacidad antioxidante no 

enzimática (figura 12). 
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Figura 12. Niveles de capacidad antioxidante no enzimática mediante ORAC en las 

localidades de muestreo. Cada columna representa la capacidad antioxidante no 

enzimática promedio en µM equivalentes de Trolox con su respectiva desviación 

estándar. Localidad 1 (San José), localidad 2 (Refugio de los Ibarra), localidad 3 (José-

Ibarra). Literales minúsculas diferentes indican significancia estadística (p<0.05). 

 

En la localidad 2 la ORAC promedio fue similar en los organismos de las zonas 1, 3 y 4, sin 

diferencias significativas entre estas zonas (figura 13); mientras que los organismos de la 

zona 2 tuvieron una menor ORAC en comparación con los organismos de zonas 1, 3 y 4, 

siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p<0.05). 
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Figura 13. Niveles de capacidad antioxidante no enzimática mediante ORAC en las 

diferentes zonas de muestreo de la localidad 2. Cada columna representa la capacidad 

antioxidante no enzimática promedio µM equivalente de Trolox con su respectiva 

desviación estándar. Literales minúsculas diferentes indican significancia estadística 

(p<0.05). 

 

Al comparar la capacidad antioxidante no enzimática promedio (ORAC) entre los machos y 

hembras de todas las localidades y zonas de muestreo, las hembras presentaron una mayor 

ORAC con respecto a los machos, sin embargo esta diferencia no fue significativa (figura 

14). 
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Figura 14. Niveles de capacidad antioxidante no enzimática mediante ORAC en 

machos y hembras de todas las localidades y zonas de muestreo. Cada columna 

representa la capacidad antioxidante no enzimática promedio en µM equivalentes de 

Trolox con su respectiva desviación estándar. Literales minúsculas diferentes indican 

significancia estadística (p<0.05). 

 

6. Asociación de biomarcadores con respecto a parámetros físicos y químicos  

Los análisis de correlación mostraron una asociación significativa de la actividad ALP con 

respecto a la temperatura (p<0.05), igualmente se presentó una asociación significativa entre 

la capacidad antioxidante no enzimática (ORAC) y la temperatura (p<0.01). La actividad de 

CaE y ALP presentaron una asociación significativa con respecto al pH (p<0.05 y p<0.01 

respectivamente). La actividad de CaE y la ORAC tuvieron una asociación significativa 

(p<0.05) con respecto a los sólidos disueltos. La capacidad antioxidante no enzimática tuvo 

una asociación con respecto a la altitud (p<0.05), mientras que la actividad GST y CaE 

tuvieron una asociación altamente significativa con respecto al mismo parámetro (p<0.01). 

Ninguno de los biomarcadores evaluados presentó asociación significativa con respecto a la 

concentración de oxígeno (tabla 2). 
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Tabla 2. Valores de correlación entre biomarcadores y parámetros físicos y químicos. 

Biomarcador 
-----------------
- Parámetro 

Físico o 
Químico 

GST CaE ALP ORAC 

Temperatura - 0.4287 - .013 0.170* 0.261** 

pH -0.587 -0.202* 0.295** 0.201 

Disueltos -0.466 -0.205* -0.082 0.176* 

Altitud 0.630** 0.250** -0.213 -0.206* 

Oxígeno - 0.532 -0.284 0.078 0.130 

 
*Significancia a un valor de (p<0.05). 
**Significancia a un valor de (p<0.01) 
 

7. Asociación de biomarcadores con respecto a talla de organismos 

La actividad CaE tuvo una asociación significativa con respecto al peso y longitud de los de 

los organismos (p<0.05), mientras que la actividad GST tuvo una asociación altamente 

significativa con respecto a estos mismos parámetros (p<0.01). Los resultados de correlación 

se muestran en la tabla 3. 

Tabla 3. Valores de la correlación entre los biomarcadores analizados con respecto al 

peso y talla de los organismos. 

 

Biomarcador 
------------------ 

Talla 
GST CaE ALP ORAC 

Peso 0.727** 0.171* - 0.214 -0.263 

Longitud 0.713** 0.175* -0.212 -0.290 

 

*Significancia a un valor de (p<0.05). 
**Significancia a un valor de (p<0.01). 
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Discusión 
 

El declive de las poblaciones de anfibios en el mundo han sido asociadas a  múltiples 
factores tales como la pérdida de sus hábitats, la exposición a xenobióticos, las enfermedades 
y el cambio climático, estos factores generan un estrés fisiológico en los anfibios 
provocando perdida de la homeostasis y enfermedad con la consecuente pérdida de 
individuos y poblaciones. Sin embargo, La limitada base de datos sobre estas especies en el 
ámbito de conservación no provee suficiente información sobre cómo estas especies son 
afectadas (Snyder et al. 2017). 

 

Los anfibios son organismos que mantienen fases de vida tanto acuáticas como terrestres, 
esta característica los vuelve especialmente sensibles a los cambios o perturbaciones 
ambientales que pudieran ocurrir en ambos tipos de ecosistema. Las salamandras o ajolotes 
del género Ambystoma.  poseen una fase acuática en su ciclo de vida en la cual son 
conocidos comúnmente como ajolotes, durante esta fase pueden alcanzar la madurez sexual 
y tienen capacidad de reproducción, característica que es conocida en los anfibios como 
neotenia, por lo cual algunos individuos pueden permanecer durante todo su ciclo de vida en 
su fase acuática. Como todos los organismos acuáticos su ambiente está continuamente 
expuesto a condiciones desfavorables, así que poseen mecanismos defensivos para su 
supervivencia, sin embargo, la información de cómo estas especies son afectadas es limitada 
(Batos et al. 2013). Los biomarcadores  son herramientas que pueden proveer información 
respecto al estado fisiológico de los organismos pues estos normalmente mantienen niveles 
de homeostasis que pueden ser medibles y cuando los organismos son sometidos a un estrés 
ambiental natural o artificial hay una alteración de estos niveles que puede ser cuantificable, 
sin embargo estos cambios pueden no corresponder a un efecto común. Cada especie tienen 
diferente sensibilidad a perturbaciones ambientales y la expresión de un biomarcador por 
tanto no es la misma. En un estudio realizado con colinesterasas en peces y crustáceo fue 
posible determinar neurotoxicidad en peces evaluando la actividad de acetilcolinesterasa, sin 
embargo, en crustáceo para determinar efectos de neurotoxicidad fue necesario medir la 
actividad acetilcolinesterasa y carboxilesterasa (Solé et al. 2006). Inclusive esta diferencia en 
la expresión de biomarcadores puede observarse a nivel de género como se observó en el 
presente estudio donde la actividad CaE en hembras de Ambystoma sp. fue 
significativamente diferente (p<0.05) con respecto a la actividad CaE de los machos de la 
misma especie. 

 

La obtención de tejidos para la medición de biomarcadores puede ocasionar la muerte en 
algunos organismos o bien el proceso podría afectar al individuo. Incluso la toma sanguínea 
llega a ser un problema en caso de organismos juveniles pequeños e inquietos y difíciles de 
manejar  (Polleta et al. 2016). En las especies de Ambystoma la regeneración de tejidos en 
estos individuos es de las más eficaces que se conocen hasta ahora, estos organismos tienen 
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la capacidad de regenerar miembros completos tales como patas o branquias en solo 30 a 39 
días (Lévesque et al. 2007). 

 

En el presente estudio se pudo determinar que el corte de una branquia en individuos 
Ambystoma sp. es una alternativa para medir biomarcadores, este proceso demostró ser 
rápido y viable, sin necesidad del sacrificio del animal y fue posible determinar actividad de 
ALP, GST, CaE y capacidad antioxidante no enzimática (ORAC) y aunque estos 
biomarcadores normalmente son determinados en hígado (Aguilera et al. 2015; Prokic et al. 

2017). 

 

Las fosfatasas alcalinas (ALP) son enzimas hidrolíticas que inducen la hidrolisis de un grupo 
fosfato, se encuentran en una variedad de organismos, en tejidos como placenta, riñón, 
intestino y hueso. (Zhang et al.2016). Igualmente, existen reportes de actividad ALP en 
tejido branquial de peces (Cruz, 2011). En el presente estudio fue posible determinar 
actividad ALP en branquias de organismos neoténicos de Ambystoma sp.  

 

La actividad puede variar como respuesta a la exposición a diferentes tipos de xenobióticos. 
En ratas se ha observado una relación entre la disminución de la actividad ALP y la 
exposición a niveles altos en plomo (Jarrar y Taib, 2012). Por otro lado, se han obtenido 
lecturas altas de esta enzima en ratones expuestas al aceite de rana toro (Silva et al. 2004), 
esto quiere decir que la relación que tienen los contaminantes sobre la enzima aún no es muy 
clara y se requieren más estudios. La actividad de ALP también está relacionada con la 
exposición a metales, toxinas de vegetales y con alteraciones fisiológicas resultado de la 
reproducción o bien daño renal (Trivedi et al. 2001; Trof  et al. 2006). Igualmente existen 
estudios que relacionan la actividad ALP con el aumento en resistencia a plaguicidas 
organofosforados en insectos (Scott, 1999; Srinivas et al. 2006). Aguilera et al. (2015) 
observaron un incremento en la actividad de ALP en peces Atractosteus spatula expuestos a 
un compuesto organofosforado (diazinon) y a un disruptor endócrino (17ß-estradiol) este 
último provoco un incremento en los niveles de proteína fosforada (vitelogenina), por lo cual 
se infiere que el incremento de actividad de esta enzima se relaciona con la hidrólisis de 
compuestos fosforados los cuales pueden ser de origen exógeno o su síntesis endógena 
provocada por un estresor. Rangel (2014) observó mayor actividad ALP en peces Pecilia 

reticulata al ser expuestos en agua de un río de zona urbana, mientras que Aguilera et al. 
(2012) observaron menor actividad ALP en poblaciones de lagartijas en zonas protegidas. 
Independientemente las alteraciones en los niveles de actividad enzimática ALP trae consigo 
fallas fisiológicas (Trivedi et al. 2001). En el presente estudio también se observó diferencia 
en la actividad ALP entre las tres poblaciones de Ambystoma sp. evaluadas, las poblaciones 
de la localidad 1 y 3 presentaron valores de actividad ALP similares, mientras que la 
población de la localidad 2 presentó una mayor actividad ALP, siendo esta diferencia 
significativa (p<0.05) con respecto a la localidad 3. Adicionalmente en las zonas de 
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muestreo de la localidad 2 también hubo diferencias, los organismos muestreados en las 
zonas 1, 2 y 4 presentaron actividades ALP similares, mientras que los muestreados en la 
zona 3 tuvieron una actividad ALP significativamente más alta (p<0.05). 

 

Se han reportado diferencias de actividad ALP entre fetos masculinos y fetos femeninos 
humanos (Gol et al. 2006). Igualmente se ha reportado en lagarto espinoso del genero 
Sceloporus sp. (González et al. 2012). En los organismos muestreados de Ambystoma sp. la 
actividad ALP no presento diferencias entre machos y hembras, y no estuvo asociada a peso 
o longitud, sin embargo, se observó una asociación significativa de la actividad ALP con 
respecto a pH y temperatura, lo anterior sugiere que las diferencias significativas observadas 
de actividad ALP entre algunas localidades pueden estar relacionadas a factores ambientales 
como el pH y la temperatura o factores exógenos como la presencia de xenobióticos. 

 

La GST es un grupo de isoenzimas de biotransformación de fase II que protegen a la célula 
mediante la conjugación de glutatión a sustratos electrofílicos que permite la 
descontaminación de metales y la metabolización de hidroperóxidos orgánicos (Gavric et al. 

2017). En el presente estudio se observó una mayor actividad GST en los organismos 
Ambystoma sp. de la localidad 3 siendo esta diferencia significativa (p<0.05) con respecto a 
la actividad GST observada en los organismos de las localidades 1 y 2. Resultados similares 
son reportados en un estudio donde se comparó una población de lagarto espinoso 
Sceloporus serrifer habitando una zona con actividad industrial con respecto a una población 
S. serrifer habitando una zona ecológica protegida y la población de la zona industrial 
registró una actividad GST significativa mayor con respecto a la población de la zona 
protegida (González et al. 2012). Igualmente se ha observado mayor actividad GST en 
tortugas y sapos de zonas contaminadas en comparación con poblaciones de zonas control 
(Rie et al. 2000; Attademo et al. 2007; Richardson et al. 2009). La expresión de GST es 
considerada de mucho valor cuando se considera una toxicidad química ambiental, ya que el 
incremento de ésta se relaciona con el incremento de estrés oxidativo (Rodriges et al. 2013). 
También se ha observado inhibición de actividad GST en tortugas Chrysemys picta y peces 
Mugil sp. en localidades contaminadas con metales e hidrocarburos aromáticos poli cíclicos 
(HAP) (Rie et al. 2000). Otro estudio en peces teleósteos también sugiere que la reducción 
de la actividad de la GST es una falla en el proceso de desintoxicación a pesar que la 
inducción en los tejidos de los peces se considera un beneficio para el manejo de condiciones 
de estrés (Samanta et al. 2014). La mayoría de los estudios realizados con GST son estudios 
para evaluar el efecto de la contaminación en ambientes acuáticos, así como la tendencia de 
contaminación en los cuerpos de agua. 

 

No se observaron diferencias significativas de actividad GST entre machos y hembras de 
Ambystoma sp.  La actividad GST estuvo altamente asociada (p<0.01) a la altitud de 
muestreo y a la talla de los organismos (peso y longitud). Lo anterior sugiere que las 
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variaciones de actividad GST observadas entre localidades pueden estar relacionadas a 
factores exógenos o ambientales como la presencia de xenobióticos o altitud de muestreo o 
factores como la talla de los organismos. 

 

La carboxilesterasas (CaE) son miembros de la familia β-hidrolasa, se encargan de la 
hidrólisis de los éster (Zhang et al. 2015). La actividad CaE ha sido detectada en diversos 
tejidos en animales, plantas y microorganismos (Vilanova et al. 2006; Bianco et al. 2013), en 
el presente estudio fue posible determinar actividad CaE en tejido branquial de organismos 
Ambystoma sp. Los organismos Ambystoma sp. de la localidad 3 registraron una actividad 
significativa mayor de CaE en comparación con los organismos de la localidad 1 y 2 
(p<0.05). Este resultado es similar al reportado por González (2009) quien observó una 
actividad significativa mayor de CaE en una población S. serrifer habitando una zona 
industrial en comparación con una población S. serrifer de una zona ecológica protegida. 
Igualmente, Rangel et al. (2014) observaron una actividad significativa mayor de CaE al 
exponer en aguas de un río de zona rural con bajo impacto antropogénico y aguas de un río 
de zona rural con bajo impacto antropogénico grupos de Poecilia reticulata. Ochoa et al. 

(2013) observaron diferencias en la actividad de CaE entre localidades, utilizando branquias 
y músculo abductor de ostras. La actividad CaE ha sido utilizada por décadas como un 
biomarcador sensible a compuestos organofosforados en diferentes organismos acuáticos. Se 
ha observado inhibición de esta enzima por compuestos organofosforados (Cruz, 2011). 
Igualmente, estudios con Rinella arenanum, un anfibio del grupo anuro, han demostrado que 
la inhibición de esta enzima demuestra la presencia de compuestos organofosforados. 
(Attademo et al. 2016). Por lo anterior y debido a que los organismos Ambystoma sp. poseen 
una alta capacidad de regeneración de tejido branquial, la actividad CaE en branquias de 
Ambystoma sp. puede ser una buena herramienta para evaluar condiciones de estrés por 
exposición a xenobióticos. 

 

Los machos de Ambystoma sp. registraron una actividad significativa mayor CaE en 
comparación con las hembras. Además de acuerdo al análisis de correlación la actividad CaE 
estuvo asociada con parámetros ambientales como la altitud (p<0.01), el pH (p<0.05) y 
solidos disueltos (p<0.05). Además, la actividad CaE se encontró asociada (p<0.05) a la talla 
de los organismos (peso y longitud). Por lo cual las variaciones de actividad CaE observadas 
entre localidades pudieran estar relacionadas con factores exógenos como presencia de 
xenobióticos o factores ambientales como altitud, pH y sólidos disueltos, además de la talla. 

 

En cuanto a la capacidad antioxidante no enzimática (ORAC) registrada en los organismos 
Ambystoma sp. en las distintas localidades evaluadas. Se observó que los organismos de la 
localidad 3 presentaron capacidad antioxidante significativa menor (p<0.05) con respecto a 
los organismos de las localidades 1 y 2 los cuales mostraron una capacidad antioxidante 
similar. En anfibios no se han realizado estudios para evaluar ORAC. Es de notar que los 
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organismos de la localidad 3 presentaron los valores de actividad GST y CaE más altos y al 
mismo tiempo presentaron la menor actividad ALP de todas las localidades siendo todas 
estas diferencias significativas con respecto a las demás localidades (p<0.05). 

 

La capacidad antioxidante no enzimática en este estudio presentó una media similar tanto en 
machos como en hembras sin diferencias significativas. Otros estudios han reportado que las 
diferencias de género influyen en la adaptación a los cambios en la capacidad antioxidante, 
machos y hembras poseen una producción de especies reactivas a oxígeno diferente 
(Ginsburg et al. 2001; Andriichuk et al. 2014). En este caso esta distinción no parece afectar 
la capacidad no enzimática por género. Los análisis de correlación mostraron una alta 
asociación entre la capacidad antioxidante no enzimática y la temperatura (p<0.01) lo que 
concuerda con estudios en peces donde la fluctuación de la temperatura puede inducir estrés 
oxidativo (Vergauwen et al. 2013). Por otra parte, existen estudios que muestran que el 
incremento de la temperatura está ligado al incremento de la acumulación de metales en 
peces; níquel en zebrafish y mercurio en trucha arcoíris causando toxicidad (Macleod and 
Pessah, 1973; Scheil and Köhler, 2009; Vergauwen et al. 2013). La temperatura de los 
cuerpos de agua incluyendo sistemas de ríos, lagos y lagunas se ha visto incrementada 
debido al calentamiento global (Huang et al. 2011). También se observó una asociación 
entre la capacidad antioxidante no enzimática, la altitud y sólidos disueltos (p<0.05); 
mientras que no se observó asociación significativa entre la capacidad antioxidante no 
enzimática y la talla (peso y longitud) de los organismos Ambystoma sp. 

 

El uso conjunto de enzimas como biomarcadores puede ayudar a discernir el 
comportamiento de una enzima por otras constantes o factores externos fuera de la 
contaminación, de la misma manera conocer sus asociaciones con los demás factores 
permitirá realizar un diagnóstico preciso sobre la calidad ambiental actual de un lugar. 
Estudios anteriores sugieren que los resultados son más completos cuando estas enzimas 
trabajan juntas. (Samanta et al. 2014; Milinkovitch et al. 2015; Aguilera et al. 2015; 
Sotomayor et al. 2015; Oliveira et al. 2016; Valerio-García et al. 2017). 

 

En el presente estudio es de notar que los niveles de los biomarcadores evaluados en los 
organismos Ambystoma sp. de las localidades 1 y 2 fueron similares estadísticamente, 
mientras que los organismos de la localidad 3 tuvieron diferencias significativas en los 
niveles de todos los biomarcadores evaluados, además al observar la variación en los niveles 
de los biomarcadores en los organismos de la localidad 3 se observa una variación similar a 
la reportada por González (2009) quien al comparar una población de lagarto espinoso 
Sceloporus serrifer de una zona industrial con otra población de S. serrifer de una zona 
ecológica protegida, observó que la población que habitaba la zona industrial presentó 
valores de actividad significativamente más altos de GST y CaE en comparación con la 
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población de la zona protegida, mientras que la actividad de ALP fue significativamente 
menor en la población de la zona industrial en comparación con la población de la zona 
protegida. Al comparar los resultados de González (2009) con los resultados observados en 
el presente estudio en los niveles de biomarcadores en las poblaciones de Ambystoma sp., es 
de notar que los organismos de la localidad 3 presentaron un comportamiento similar al 
observado en una población de S. serrifer de una zona industrial, en este caso los organismos 
Ambystoma sp. de la localidad 3 presentaron una actividad significativa mayor  GST y CaE 
en comparación con las demás localidades evaluadas, además también presentaron una 
significativa menor actividad ALP con respecto a las demás localidades, por lo que se puede 
observar que estos resultados coinciden con los observados en una población de S. serrifer 

de una zona industrial con alto impacto antropogénico. Además, los organismos de la 
localidad 3 presentaron la menor capacidad antioxidante no enzimática de todas las 
localidades evaluadas. 

 

El análisis del comportamiento, el crecimiento corporal y la biotransformación son también 
bioindicadores de una situación de estrés ya que los animales acuáticos por ejemplo los 
peces tienen una depresión de apetito con un claro impacto en el crecimiento y su 
reproducción, esto demuestra como el estrés ambiental tiene importantes implicaciones para 
la supervivencia (Schmidt et al. 2005).  Durante la colecta de los organismos utilizados de 
las locaciones en comparación a los que encontramos en la última de ellas donde los 
organismos casi alcanzaban los 30 cm. Del mismo modo las dos primeras locaciones 
presentaron mayor abundancia de organismos juveniles a diferencia de la tercera locación 
donde los animales ya habían alcanzado su madurez sexual. 
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CONCLUSIONES  
 

Las poblaciones de ajolotes del género Ambystoma sp. en el sur de Nuevo León son 
organismos sensibles que pueden ser utilizados como especie centinela para medir la calidad 
ambiental 

El tejido branquial de Ambystoma sp. presenta actividad enzimática de ALP, GST, CaE y 
capacidad antioxidante no enzimática (ORAC). 

La poblaciones de Ambystoma sp. en Nuevo León ofrecen una ventaja que pocas especies 
centinelas pueden brindar, el tejido branquial es suficiente para la detección de 
biomarcadores como la ALP, GST, CaE y ORAC, los cuales se pueden medir sin afectar la 
calidad de vida del organismo o su sacrificio, gracias a su capacidad de regeneración. 

El uso de biomarcadores como la actividad enzimática de GST y CaE debe considerar la 
talla de los organismos por la asociación que presentan estos parámetros en Ambystoma sp. 

El uso de biomarcadores como la actividad enzimática de ALP, GST, CaE y la capacidad 
antioxidante no enzimática (ORAC) debe considerar parámetros ambientales como la 
temperatura, el pH, los sólidos disueltos y la altitud por la asociación que presentan estos 
parámetros en Ambystoma sp 

La medición de biomarcadores como la actividad enzimática de ALP, GST, CaE y la 
capacidad antioxidante no enzimática (ORAC) en poblaciones de Ambystoma sp. en el sur de 
Nuevo León son una herramienta útil para evaluar cambios ambientales, estados fisiológicos 
o situaciones de estrés. 
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ANEXOS 

 

 

Anexo 1. Captura y toma de datos físicos de los organismos de Ambystoma sp. 
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Anexo 2. Ambystoma sp. Capturado en la localidad 3. Este organismo representa una de 

las mayores tallas encontradas en la colecta. 

 

 

 

Anexo 3. Ambystoma sp. Capturado en la localidad 3. Presentación de un individuo tras 

su metamorfosis. El único capturado durante la colecta que no participo en las 

evaluaciones de biomarcadores. 
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Anexo 4. Solución de Trabajo para Técnica de Bradford 

Utilizar 425 ml agua destilada, 15 ml 95% etanol, 30 ml 88% ácido fosfórico, 30 ml 
Bradford stock solution. Utilizar un frasco oscuro. 

 

Anexo 5. Curva de Lineamiento para Bradford. 

 

BSA 

mg/ml 

Vol. µL 

BSA 

Vol. µL 

Buffer 

(Agua Destilada) 

0.5 500 500 

0.40 400 600 

0.30 300 700 

0.25 250 750 

0.20 200 800 

0.10 100 900 

0.05 50 950 

 

Anexo 6. Preparación del Sustrato para determinación de Glutatión-s-transferasa 

1. Preparación Glutatión reducido. 30 mg Glutatión reducido en 500 µL de Buffer 
DBPS 

2. CDNB: 10 mg de CDNB en 500 µL de DMSO 

Mezclar: 29.4 ml de buffer DPBS, 300 µL de glutatión reducido y 300 µL de CDNB. 
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Anexo 7. Preparación de la curva estándar de Trolox para el uso de la técnica de 
ORAC. 

 
Estándar (STD) 100 

 

40 µL de alícuota Trolox 
560 µL de buffer fosfato 

(BF) 

STD 50 300 µL STD 100 300 µL de BF 

STD 25 300 µL STD 50 300 µL de BF 

STD 12.5 300 µL STD 25 300 µL de BF 

STD 6.25 300 µL STD 12.5 300 µL de BF 

STD 0 

 
--- 300 µL de BF 

 

Anexo 8. Preparación de fluoresceína diluida 

 

50 µL Fluoresceína 

 

Aforar a 10 mL BF 

 

Anexo 9. Preparación de AAPH 

 

0.2070 g (exacto) 

 

Aforar 5 mL de BF 
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Peso promedio de cada una de las localidades donde fue realizado el muestreo. 

 

 

 

Talla promedio de cada una de las localidades donde fue realizado el muestreo. 
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