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CAPITULO 13
Biomarcadores de Contaminacion

Jimena Cazenave, Maria V. Amé, Mirta L. Menone

Inicialmente, los biomarcadores fueron desarrollados en el campo de la biologia humana para
brindar diagndsticos tempranos de patologias o para determinar las respuestas del organismo a
diferentes tratamientos. En este contexto, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define a
un biomarcador como cualquier medicion que refleje una interaccién entre un sistema bioldgico
y un peligro potencial que puede ser quimico, fisico o biolégico (WHO, 1993).

Por su parte, desde el campo de la Ecotoxicologia, los biomarcadores se definen como cam-
bios en una respuesta bioldgica que puede relacionarse con la exposicion o los efectos téxicos
d quimicos ambientales (Peakall, 1994). Estas respuestas pueden medirse a distintos niveles de
organizacion subindividual (molecular, celular, fisiolégico, incluyendo cambios conductuales) y
deben demostrar una desviacion del estado normal (Walker et al., 2001). Asi, los biomarcadores
se pueden utilizar tanto para detectar una exposicién (biomarcadores de exposicion) como para
determinar sus consecuencias biolégicas adversas (biomarcadores de efecto). También, los bio-
marcadores pueden denotar la susceptibilidad particular unos organismos respecto a otros de
ser afectados con mayor adversidad por determinados contaminantes. La importancia de su uso
reside, entonces, en su habilidad para proveer un sistema de alerta temprano, a nivel de orga-
nismo, antes de que ocurran cambios a niveles de organizaciéon mayores (poblacién, comunidad,
ecosistema). Ademas, los biomarcadores podrian servir para evaluar cambios 0 mejoras en un
ambiente, posterior a un proceso de remediacion.

En la literatura, el criterio de clasificacién de los biomarcadores es variado. Una de las mas
frecuentes, es aquella que los agrupa en tres categorias: de exposicion, de efecto y de sus-
ceptibilidad (van der Oost et al., 2003). Por otro lado, teniendo en cuenta su respuesta frente a
los xenobidticos, los biomarcadores pueden categorizarse como especificos y no especificos.
Sin embargo, en ciertos casos la clasificacion de algunos biomarcadores se vuelve difusa ya que

se distinguen por la forma en que son usados, y no por una dicotomia inherente.

Criterios para definir un biomarcador 6ptimo

Para que un pardmetro biolégico pueda ser considerado como biomarcador debe seguir cier-

tos criterios basicos como los establecidos por Huggett et al. (1992):
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- Indicador general. Cuando un biomarcador presenta capacidad de responder a una varie-
dad de quimicos contaminantes diferentes, podra utilizarse como un indicador general de
exposicion a mezclas de contaminantes y podra aplicarse a los estudios de “screening”.
Ejemplo: Concentracion o cantidad de adenosina trifosfato (ATP), que es una medida de
la energia metabdlica disponible. La disminucion de la concentracion de ATP ante la ex-
posicidn a algunos contaminantes es un pardmetro no especifico, pero brinda informacién
sobre la tasa de crecimiento de un organismo.

- Sensibilidad relativa. Un biomarcador sensible respondera antes de que se manifiesten
indicadores tradicionales de toxicidad, tales como la letalidad u otros efectos deletéreos.
Esta respuesta temprana de los biomarcadores sensibles es esencial para poder predecir
riesgos y definir un sistema de alerta eficiente. En este sentido, resulta también muy util
que el biomarcador elegido muestre una fuerte dependencia tanto de la concentracion de
los contaminantes como del tiempo de exposicion a ellos, lo cual permitira una prediccion
del riesgo poblacional muy precisa. Ejemplo: La actividad de la enzima acido-6-aminole-
vulinico deshidratasa (ALAD), que es especificamente inhibida por el plomo, es tan sensi-
ble que los resultados obtenidos en tales estudios podrian ser suficientes para remplazar
el analisis quimico en las muestras ambientales.

- Especificidad biolégica y quimica. La especificidad bioldgica se refiere a que el biomarca-
dor pueda tener mayor aplicacion en ciertos grupos de organismos debido, por ejemplo, a
su capacidad metabdlica diferente. La especificidad quimica involucra una respuesta a
determinados quimicos o clases de ellos y no a otros. Ejemplos: La eficiencia de las enzi-
mas de detoxificacidon generalmente es menor en invertebrados respecto a vertebrados
(especificidad biologica); las proteinas denominadas metalotioneinas han sido tradicional-
mente especificas en el secuestro de metales pesados, principalmente de cadmio y zinc
(especificidad quimica).

- Permanencia de la respuesta: Dependiendo de la escala temporal deseada en el estudio,
la reversibilidad puede ser importante, es decir, se refiere a si la respuesta es transitoria
o permanente. Ejemplo: Generalmente los biomarcadores de dafo como los histolégi-
cos, son permanentes y, en cambio, algunas enzimas como las antioxidantes son rever-
sibles debido a su comprobada recuperacion a valores basales cuando cesa la exposi-
cion de los organismos.

- Vinculacion a efectos en niveles de organizacion superior: una respuesta molecular o bio-
quimica es mas relevante cuando su significancia bioldgica se puede vincular claramente
al crecimiento o la reproduccién. Su falta de vinculaciéon no invalida el uso del parametro
en cuestiéon como un biomarcador, pero limita su potencial predictivo. Ejemplo: El indice
mitético de los apices radiculares en plantas es un parametro citolégico que se vincula
directamente al crecimiento del individuo, siendo entonces un biomarcador a nivel celular
que puede vincularse al nivel de organizacién organismo. Mas deseable aun seria un pa-

rdmetro capaz de indicar cambios a nivel de organizacion poblacional.
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- Aplicacion y validacion en el campo. Algunos parametros no pueden ser facilmente medi-
dos en estudios de campo y aquellos que si se han aplicado y su respuesta es similar a la
observada en laboratorio, podrian considerarse validados. Ejemplo: La actividad de las
enzimas de biotransformacién de fase |, tales como las del citocromo P450, se ha validado
en estudios de campo con peces expuestos a diferentes hidrocarburos contaminantes.

- Consideraciones metodolégicas. La variabilidad es por un lado inherente a toda la natura-
leza, pero también se debe tener en cuenta la influencia de factores fisiol6gicos 0 ambien-
tales en la respuesta de un organismo a un téxico. Las respuestas de los biomarcadores
pueden ser confundidas por factores biéticos y abidticos, lo cual complica la interpretacion
de los datos ya que la induccion de una respuesta podria deberse a factores no relaciona-
dos con la exposicion al contaminante. Por otra parte, deben considerarse la reproducibi-
lidad en términos metodoldgicos y el costo implicado en las mediciones. En este sentido,
se desaconsejan aquellos biomarcadores cuya medicion sea demasiado costosa, de-
mande demasiado tiempo o implique técnicas muy sofisticadas. Ejemplo: Es deseable que
un parametro no sea altamente variable, estudios realizados en nuestros laboratorios de-
muestran que los parametros de genotoxicidad tales como micronucleos no son tan varia-
bles como las actividades de enzimas de detoxificacidon y antioxidantes, ademas de la ven-
taja de ser los primeros de muy bajo costo.

- Preservar a los organismos: Un biomarcador ideal debiera se no destructivo, ello refiere a
que su evaluacioén no requiera del sacrificio de los organismos. Muestras de sangre, pelo,
piel y pequenas porciones de otros tejidos suelen ser una opcion para la determinacién de
biomarcadores no destructivos. Por ejemplo, la determinacion de genotoxicidad mediante
la frecuencia de micronucleos (ver Capitulo 7) en eritrocitos nucleados de peces, anfibios,
reptiles o aves, puede realizarse tomando una muestra de sangre sin la necesidad del
sacrificio de los organismos. Por otra parte, la determinaciéon de enzimas de detoxificacion
hepatica requiere por lo general de la extraccion del érgano, lo cual implica el sacrificio de
los individuos. Otros como la enzima acetil colinesterasa (AChE) pueden ser destructivos
si se analizan en el tejido nervioso, pero no destructivos si se miden en los glébulos rojos

de una muestra de sangre.

Algunos ejemplos de biomarcadores

Bioacumulacion

Los biomarcadores de exposicidn incluyen la deteccién y medicion de una sustancia exégena,
o de sus metabolitos, o del producto de la interaccion entre un agente xenobidtico y alguna mo-
Iécula o célula blanco, que se miden en un organismo expuesto. Ademas, proporcionan informa-
cion sobre la relacion entre el medio externo (exposicién) y el medio interno (medicion de la

acumulacion) y acerca de su distribucion en el organismo. Si bien detectar contaminantes en los
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organismos permite comprobar la exposicion a un compuesto quimico, no necesariamente pro-
vee informacion sobre su significancia toxicoldgica. Por otra parte, la metodologia para medir
estos biomarcadores suele ser trabajosa y de alto costo, requiriendo ademas un operador con
experiencia en el procedimiento. Sin embargo, numerosos estudios han demostrado la exposi-
cion a contaminantes ambientales de diversa naturaleza en Argentina. Asi, en peces recolecta-
dos en el rio Suquia (Cérdoba), se detectaron al menos una vez los 20 productos farmacéuticos
analizados en muestras de Jenynsia multidentata (n. v.: madrecita) y Gambusia affinis. Siete de
estos 20 compuestos se detectaron en todas las muestras analizadas (Valdés et al., 2016). En
peces recolectados en los rios Parana y Acaragua (Misiones) se detectaron no sélo productos
farmacéuticos, sino que también se demostré la exposicién a drogas ilicitas (Ondarza et al.,
2019). El avance de la metodologia analitica, como la espectrometria de masas de alta resolu-
cién en conjunto con nuevas propuestas en la interpretacion de espectros de masa, se postulan
como herramientas muy prometedoras para identificar compuestos "no-objetivo" (analitos cono-
cidos, aunque no buscados a priori, 0 bien analitos completamente desconocidos). La bioacumu-

lacion y los factores que pueden modificarla se discuten con detalle en el Capitulo 3.

Biotransformacion

Una vez que un contaminante quimico ingresé a un organismo puede ser excretado como tal,
es decir, con su estructura quimica original (compuesto parental) o ser biotransformado. Las
reacciones de biotransformacion generalmente conducen a la formacién de un compuesto mas
hidrofilico que se excreta mas facilmente que el compuesto original. Idealmente, los metabolitos
generados pueden tener también menor toxicidad (detoxificacion). Sin embargo, se conoce que
algunos compuestos quimicos son convertidos a metabolitos de mayor reactividad (bioactiva-
cion), como es el ejemplo del plaguicida clorpirifés. Las reacciones de metabolizacion son cata-
lizadas por enzimas presentes principalmente en el higado, sin bien se ha reportado una activi-
dad importante en otros tejidos como cerebro e intestino. Las plantas utilizan el mismo sistema
enzimatico y familia de genes en el metabolismo de una amplia gama de xenobidticos que los
animales, introduciendo el término “higado verde” como una conceptualizacion de este parale-
lismo (Sandermann, 1994).

En forma general, la biotransformacién de un compuesto quimico puede dividirse en tres
etapas, segun el tipo de reacciones que se producen. En la fase | ocurren reacciones de oxi-
dacioén, reduccion e hidrélisis de los compuestos quimicos que desenmascaran o adicionan un
grupo funcional reactivo a su molécula. En esta fase interviene para la mayoria de los xeno-
biéticos el Sistema Oxidasa de Funcion Mixta cuyos componentes centrales son las citocromo
P450 (CYP450). Intracelularmente, estas enzimas se encuentran principalmente en el reticulo
endosplasmatico, e incluyen a un gran niumero de isoenzimas con variada afinidad por el sus-
trato. En peces, la isoenzima responsable de la biotransformaciéon de un gran niumero de xe-
nobidticos es la citocromo P4501A (CYP1A), incluyendo los genes CYP1A1 y CYP1A2 (van
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der Oost et al., 2003). La medicion de la deetilacion de la etoxiresorufina a un producto fluo-
rescente, la resorufina, catalizada por CYP1A (a través de la actividad de la etoxiresorufina-O-
deetilasa; EROD) es sin duda el biomarcador mas difundido en la comunidad cientifica y su
determinacién se ha estandarizado en algunos paises. A su vez, la induccién o inhibicion en
los niveles y actividades de las enzimas de biotransformacion de fase | se encuentran entre
los biomarcadores méas sensibles conocidos.

Por otra parte, en la Fase |l de detoxificacién se producen reacciones de conjugacion, me-
diante la adicién de moléculas enddgenas al compuesto quimico contaminante, o a los metabo-
litos del compuesto provenientes de la Fase |. Los compuestos polares con los que puede com-
binarse son: glutatién, acido glucurdnico en animales y glucosa en plantas, glicina, cisteina, sul-
fatos, entre otros. Las enzimas involucradas en esta etapa son, por ejemplo, Glutation S-trans-
ferasa (GST) y Uridina Difosfato Glucuronosil Transferasa (UDPGT). En comparacion con los
sistemas de fase |, la induccion de las enzimas de fase Il es generalmente menos pronunciada
y puede estar enmascarada por factores de variabilidad natural (como sexo, madurez, nutricién,
temporada, temperatura, etc.). La respuesta de estos biomarcadores puede ser causada por una
gran variedad de compuestos quimicos, siendo el sistema capaz de detectar exposiciones a dis-
tintos grados de contaminacién como se observé para Hyallela curvispina recolectada en sitios
de baja y alta contaminacion con hidrocarburos (Del Brio et al., 2019). Sin embargo, sélo tienen
un valor limitado para identificar los agentes causales de la respuesta.

Finalmente, tiene lugar la Fase Il de procesamiento y excrecién tanto en plantas como en
animales. Esta etapa incluye la eliminacion de los productos de reacciones de fase | y Il como se
ha descripto por ejemplo en plantas para conjugados del herbicida atrazina con el tripéptido glu-
tation (GSH). Consiste en la remocién de los aminoacidos glicina y acido glutamico del conjugado
GSH-atrazina importante en plantas y que no tiene equivalente en animales. Un ejemplo de bio-
marcador de esta fase metabdlica en animales es la P-glicoproteina, capaz de expulsar com-

puestos enddgenos o exdgenos hacia el exterior celular como se discute en la siguiente seccion.

Proteinas de estrés, metalotioneinas y resistencia a multixenobiéticos

Algunos contaminantes ambientales, asi como una amplia variedad de condiciones fisicas,
pueden inducir la sintesis de ciertas proteinas. Las mas conocidas son las metalotioneinas (MTs),
las proteinas de estrés, también llamadas “Heat Shock Proteins” (HSP) y las proteinas trans-
membrana de resistencia a multixenobioéticos (MXR).

Las MTs son una familia de proteinas de bajo peso molecular (~7000 Da) con un contenido
de cisteina (con grupos tioles: -SH) del 25% al 30% del total de aminoacidos que las componen
y con la capacidad de unir de seis a siete atomos de metal por molécula. La funcién mas impor-
tante de las MTs esta relacionada con la regulacién homeostatica de metales. Pero ademas,
participan de la detoxificacion de metales esenciales y no esenciales cuando se encuentran en
concentraciones mayores a las requeridas a nivel celular. Estas proteinas han sido identificadas

en bacterias, hongos, invertebrados, vertebrados y también en plantas superiores. Numerosos
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trabajos describen la utilizacion de MTs como biomarcadores de la exposicion a metales en dis-
tintas especies acuaticas, asi como su utilizaciéon en programas de biomonitoreo. Otro grupo de
proteinas con alta afinidad por metales, las fitoquelatinas, se identificaron en plantas y algas y se
utilizan como biomarcadores de la presencia de metales (Newman, 2015). Por otra parte, algunos
estudios demuestran la capacidad antioxidante de las MTs en vertebrados e invertebrados acua-
ticos, aunque esta funcion se encuentra menos estudiada que la anterior. En el camarén de agua
dulce Palaemonetes argentinus se demostré la inducciéon de MTs luego de la exposicion a Zn
(Bertrand et al., 2015), pero también una disminucion de MTs cuando el organismo se expuso al
insecticida clorpirifés. Esta disminucién podria ser un posible mecanismo alternativo activado en
el camarén para prevenir dafios oxidativos (Bertrand et al., 2016). En un biomonitoreo activo
realizado con el mismo organismo los niveles de MTs variaron entre los distintos sitios estudia-
dos, sin embargo no se observo una correlacion significativa con las concentraciones de metales
medidas en agua o en sedimentos. Los niveles de MTs correlacionaron con los niveles intrace-
lulares solubles de metales en el organismo, cumpliendo su funcion bioldgica aun en escenarios
complejos de exposicion (Bertrand et al., 2018).

Las proteinas de estrés son un grupo de proteinas inducibles involucradas en la proteccion y
reparacion de la célula en respuesta a condiciones perjudiciales incluyendo temperaturas bajas
y altas, luz UV, condiciones oxidativas, anoxia, estrés salino, metales pesados y xenobidticos
(Newman, 2015). Se identificaron por primera vez en organismos expuestos a cambios abruptos
de temperatura (5 a 15°C), de alli que se conocieran como “Heat Shock Proteins”. Su nombre
esta dado por el peso molecular, por lo que las mas conocidas son hsp90, hsp70 y hsp60 (con
90, 70 y 60 kDa, respectivamente). Las de 16 a 24 kDa se conocen como LMW (bajo peso mo-
lecular) y la de 7 kDa como Ubiquitina. En un estudio realizado en el bivalvo de la Patagonia
Norte Diplodon chilensis se observd una induccion de expresion de hsp90 en condiciones de
anoxia (<0,2mg O2/L), mientras que no se encontraron cambios en la expresion de hsp70 en
anoxia, hipoxia o normoxia (Yusseppone et al., 2018). Debido a que diferentes condiciones de
estrés pueden inducir diversas proteinas de estrés y en diferente grado, se sugiere el uso de
patrones de induccion de proteinas de estrés (huellas dactilares de proteinas de estrés) compa-
rando situaciones control y de exposicién (Newman, 2015).

Finalmente, el Sistema de Resistencia a Multixenobidticos (MXR) ha sido identificado en
numerosos organismos acuaticos y se propone como posible biomarcador de contaminacion.
La proteina efectora de esta funcion es una P-glicoproteina (Pgp) que esta involucrada en la
eliminacién desde el interior celular de variados compuestos toéxicos enddgenos y exégenos
(moderadamente hidrofébicos, de bajo peso molecular y planos). Estas proteinas, y otras
proteinas de membrana son parte de la familia de transportadores ABC (transportadores
dependientes de ATP. Estas proteinas se expresan en tejidos epiteliales especializados, im-
plicados en la secrecién y la excrecién, tales como el intestino, el higado vy el rifién. La in-
duccion del sistema MXR en J. multidentata se detect6 luego de la exposiciéon a una ciano-

toxina (Amé et al., 2009) y a clorpirifés (Bonansea et al., 2016). Ensayos de campo mostraron
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que existe una relacién entre mayores niveles de expresion y mayor nivel de contaminacién

ambiental (Roméo & Giambérini, 2013).

Estrés oxidativo

Dentro de los biomarcadores bioquimicos mas utilizados hoy dia, por ser muy sensibles tanto
en animales como en plantas, se encuentran los pardmetros indicadores de estrés oxidativo (en-
zimas antioxidantes principalmente y productos de peroxidacion lipidica, como el malondial-
dehido [MDA]).

El estrés oxidativo (para mas detalles ver Capitulo 5) es un efecto demostrado para gran
cantidad de contaminantes de diferente naturaleza (ej.: metales, hidrocarburos poliaromaticos,
xenobidticos organicos tales como plaguicidas). Se define como un desbalance entre la genera-
cion y neutralizacion, mediada por mecanismos antioxidantes, de especies reactivas del oxigeno
(ROS) (también llamados radicales libres) en un organismo. La produccién de ROS puede ser
incrementada por diferentes vias tales como la induccion de citocromos P450, el desacople de
los sistemas de transporte de electrones mitocondrial, y en plantas de la cadena de transporte
de electrones fotosintética.

En la Figura 13.1. pueden observarse las ROS, las defensas celulares capaces de neu-
tralizar el exceso de ROS y sus consecuencias toxicolégicas cuando los sistemas de defensa

no logran ser eficientes.

Los mecanismos de defensa antioxi-
dantes incluyen:
Las consecuencias
toxicoldgicas del es-
trés oxidativo son:

Defensas No enzimaticas:

glutation, - acido Urico, - ascorbato

(Vitamina C), - a- tocoferol (Vitamina

Especies Reactivas del Oxigeno Oxidacion de:
(ROS) E), - B- caroteno (Vitamina A) Lipidos
O Radical anién superdxido # Defensas Enzimaticas: # Proteinas
- Superoxido dismutasa (SOD), Bases del ADN

c H,0, Peroxido de hidrogeno

OH- Radical hidroxilo - Catalasa (CAT), Hidratos de C
- Peroxidasas (Glutation y Ascorba-

toperoxidasas- GPx y AsPx),
- GlutationReductasa (GR)

Exceso de ROS Respuesta de Defensas Respuesta Ineficiente Dario

. F . _F

Figura 13.1: Diagrama del efecto de estrés oxidativo: especies reactivas del oxigeno, defensas celulares
y Sus consecuencias.
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En los peces se ha descripto el efecto de estrés oxidativo, por ejemplo, causado por el insec-
ticida endosulfan, tanto en cultivos de células adrenocorticales de Oncorynchus mykiss (trucha
arco iris) como in vivo en Channa punctatus y en especies nativas de Argentina. En términos
generales se observo un patrén de inhibicion de enzimas antioxidantes con el aumento conco-
mitante del contenido de MDA en diferentes 6rganos de las especies icticolas J. multidentata,
Prochilodus lineatus (sabalo) y Australoheros facetus (chanchita) (Ballesteros et al., 2009a; Ba-
chetta et al., 2011; Crupkin et al., 2013). Este insecticida también es capaz de generar el mismo
efecto en plantas, como lo evidencia la exposicion de la macrofita acuatica Myriophyllum quitense
(gambarrusa) en la que se observo el incremento de las actividades enzimaticas de CAT, GST y
GR y del contenido de peroxido de hidrogeno (H202), una de las ROS (Menone et al., 2008). En
la misma especie este efecto se ha demostrado por exposicidn a azoxystrobina, un fungicida
estrobilurinico muy utilizado hoy dia en Argentina, cuyo mecanismo de accién involucra el des-
acople del sistema de transporte de electrones mitocondrial en hongos, pero que también es
capaz de generar dafio oxidativo evidenciado por la inhibicién de las enzimas CAT y guaiacol
peroxidasa (POD) y el incremento concomitante en los niveles de MDA (Garanzini et al., 2015;
2019). Asi, concentraciones de relevancia ambiental en exposiciones agudas, que reflejarian
pulsos de agroquimicos posibles de detectarse en el ambiente luego de eventos de escorrentia
desde campos de cultivo, fueron capaces de originar estrés oxidativo en especies nativas que
habitan ecosistemas dulceacuicolas de Argentina y los parametros seleccionados constituyeron
biomarcadores de dicho efecto.

Estos biomarcadores son los mas utilizados, principalmente debido a su sensibilidad alta asi
como por la variedad de contaminantes capaces de generar el efecto de estrés oxidativo. En el

Anexo | se detalla la técnica para la medicién de la actividad de la enzima catalasa.

Parametros neuromusculares

Para el normal funcionamiento de los sistemas sensoriales y neuromusculares, en casi todos
los taxa del reino animal, el neurotransmisor acetilcolina es vital, dado que es utilizado para
transmitir impulsos nerviosos a través de la sinapsis. La enzima acetilcolinesterasa (AChE) tiene
una funcién clave en la regulacién o desactivacion de esta transmisién nerviosa mediante la hi-
drolisis de la acetilcolina. Es por ello que cualquier sustancia que inhibe su actividad catalitica
determinara que la acetilcolina se acumule en las terminaciones nerviosas y permanezca por
mas tiempo estimulando sus receptores postsinapticos, lo cual puede provocar temblores, dis-
funcién motora y la muerte del animal. Los peces, por ejemplo, mueren cuando la actividad de
AChE disminuye mas del 70-80%.

Los plaguicidas organofosforados (OPs) y carbamatos inhiben la actividad de AChE. Dicha
inhibicién ha sido, por lo tanto, utilizada para evaluar la naturaleza y extensién de la exposicion
de la vida silvestre a este tipo de compuestos. La medicion de AChE es mas sencilla, rapida y
menos costosa que los analisis quimicos de OPs y carbamatos, los cuales son metabolizados y
eliminados rapidamente. Por el contrario, la inhibicion de AChE puede persistir mas tiempo, lo

cual serviria para demostrar la exposicion previa de los organismos a estos compuestos. Por
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ejemplo, en monitoreos en el rio Reconquista se observd inhibicion de AChE en el cerebro del
pez Cnesterodon decemmaculatus recolectados en sitios donde no se encontré en agua canti-
dades detectables de insecticidas OPs (de la Torre et al., 2005).

A pesar de la utilidad como un biomarcador especifico, en los ultimos afios, se ha generado
evidencia de que otros toxicos (ej., otros plaguicidas, detergentes, metales, toxinas de cianobac-
terias) exhiben actividad anticolinesterasica.

Otros posibles biomarcadores neuromusculares son las alteraciones que pueden generar de-
terminados toxicos sobre la estructura de las miofibrillas del musculo esquelético y su capacidad
de contraccion. Asi, por ejemplo, se han detectado proteinas miofibrilares muy susceptibles al

estrés oxidativo como indicadoras de toxicidad del insecticida endosulfan (Crupkin et al., 2018).

Genotoxicidad

Si bien en el presente libro hay un capitulo particularmente sobre estos efectos (ver Capitulo
7), aqui mencionaremos los mas utilizados en bioindicadores vegetales, particularmente en ma-
crofitas acuaticas. En 1984 el “International Programon Chemical Safety (IPCS)”, auspiciado por
el Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD), inicié un estudio colaborativo
para evaluar el uso de bioensayos de corto plazo con plantas para la deteccion de sustancias
potencialmente mutagénicas y carcinogénicas. Entre los modelos de bioensayos utilizados se
encuentra el ensayo de pelos estaminales en Tradescantia palludosa para detectar mutaciones
génicas, el ensayo de aberraciones cromosomicas en apices de raiz en Vicia faba y el de micro-
nucleos (MN) en T. palludosa. Hoy dia, estos ensayos estan estandarizados, siendo el principal
a nivel citogenético el test de aberraciones cromosdémicas en células mitéticas, usualmente cuan-
tificadas en apices radicales, tanto en especies terrestres modelo (ej.: Allium cepa, V. faba) como
en especies alternativas como la palustre Bidens laevis. El test de Aberraciones Cromosdmicas
en Anafase-Telofase (ACAT), se aplica para la evaluaciéon de aguas provenientes de fuentes
naturales (rios, lagos, lagunas), de efluentes industriales y domésticos y de quimicos solubles e
insolubles en agua (Mudry y Carballo, 2006). Como ejemplo podemos mencionar su uso para
definir genotoxicidad de plaguicidas de uso actual en bioensayos de laboratorio utilizando la es-
pecie palustre B. laevis (Pérez et al., 2014, Moreyra et al., 2019). Este biomarcador es metodo-
I6gicamente simple, confiable y de bajo costo. A nivel molecular, y no tan comun como en ani-
males, se estudia la fragmentacion del ADN nuclear mediante el ensayo “cometa”. Esta técnica
estd basada en la visualizacion del dafio en el ADN en células individuales, y comenzo a utilizarse

en los 1990°s en V. faba (Koppen y Verschaeve 1996).

Perturbacion endécrina

La OMS define a los perturbadores enddcrinos (para mas detalle ver Capitulo 8) como sus-
tancias exdgenas que alteran la funcién del sistema endocrino y consecuentemente causan efec-
tos adversos sobre la salud de un organismo, de su progenie, o de sus poblaciones (OMS/PISQ,
2002). Los perturbadores enddcrinos actuan imitando o antagonizando las hormonas endégenas,

alterando el patréon normal de sintesis, almacenamiento, liberacién, transporte, metabolismo,

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 299



PRINCIPIOS DE ECOTOXICOLOGIA — PEDRO CARRIQUIRIBORDE (COORDINADOR)

union, accion y eliminacion de las hormonas o modificando los niveles de sus receptores. La
medicion de cualquier disfuncién enddcrina podria ser utilizada como biomarcador. Sin embargo,
so6lo algunas pocas respuestas han sido lo suficientemente estudias para ser aplicadas en estu-
dios ecotoxicologicos. Una de ellas es la expresion de vitelogenina (proteina precursora de la
yema del huevo) cuyo uso como biomarcador de perturbacion endécrina esta aceptado en ver-
tebrados, pero aun es discutido en invertebrados (Amiard & Amiard-Triquet, 2015). En condicio-
nes naturales, solo las hembras maduras producen esta proteina. La induccion de vitelogénesis
en machos o la variacion en sus niveles de expresion son evidencia directa de exposicion a
sustancias con actividad estrogénica, como ha sido observado en machos de Gambusia affinis

aguas abajo de una planta depuradora de liquidos cloacales (Rautenberg et al., 2015).

Hematologia

Los biomarcadores hematolégicos son importantes para el diagndstico del estado de salud
general de los vertebrados. Dentro de los parametros sanguineos se incluyen el conteo de
glébulos rojos, contenido de hemoglobina, hematocrito, indices hematimétricos derivados (vo-
lumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracién de hemoglobina cor-
puscular media), cantidad de glébulos blancos, frecuencia leucocitaria, etc. El uso de estos
biomarcadores resulta barato y rapido, y una alteracion en sus valores puede indicar etapas
tempranas de enfermedad. Sin embargo, no son especificos y requieren el conocimiento previo
de sus valores de referencia, dado que pueden verse alterados por una variedad de factores
intrinsecos y extrinsecos (ej, sexo, estadio reproductivo, estado nutricional, edad, estacionali-
dad, calidad ambiental).

Este tipo de biomarcadores responden al estrés ambiental y exposicion a diferentes xenobio-
ticos. Se han empleado, por ejemplo, para monitorear las respuestas de los peces a metales,
plaguicidas, sitios contaminados y, por lo tanto, su estado de salud en tales condiciones adversas
(ej., Cazenave et al., 2005, Da Cufa et al., 2011).

Histopatologia

La histologia es una herramienta util para evaluar particularmente los efectos subletales y
cronicos de la contaminacion. Las alteraciones histoldgicas son el resultado de cambios bioqui-
micos y fisioldgicos en un organismo y sirven para predecir posibles efectos sobre otros procesos
o niveles de organizacion bioldgica (crecimiento, reproduccion, comportamiento, poblacion) (Hin-
ton & Laurén, 1990). El uso de estos biomarcadores permite el examen de diferentes érganos o
tejidos, e incluso de animales enteros (ej., huevos, larvas, adultos de especies pequefias). Otra
ventaja que poseen estos biomarcadores es que son relativamente faciles de medir, utilizandose
métodos convencionales (fijacion, procesamiento, tincién) que no son costosos. Ademas, el
avance tecnolégico permite analisis cuantitativos de las patologias observadas (morfometria,
medicion de areas afectadas, etc.), lo cual favorece el desarrollo de métodos estandarizados

para la descripcién y evaluacién de los cambios observados.
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La capacidad para identificar alteraciones dependera no solo de la correcta preparacion de
los cortes histolégicos sino también de la experiencia del investigador para detectar y clasificar
las patologias. Algo a tener en cuenta es que, al igual que otros biomarcadores, varios factores
pueden generar cambios histopatoldgicos (ej., hormonas, estado nutricional, ciclos estacionales).
Otra desventaja del uso de estos biomarcadores es que raramente un compuesto toxico pueda
estar asociado a un solo tipo de lesién. A pesar de ello, son frecuentemente utilizados, tanto en
estudios de campo como de laboratorio, dado que brindan una visién a un nivel de integracion
mayor que los marcadores bioquimicos o fisioldgicos.

Entre los organismos acuaticos, los peces representan uno de los grupos mas estudiados a
nivel histolégico. Si bien varios érganos pueden ser evaluados, el higado y las branquias resultan
estratégicos desde el punto de vista toxicoldgico. Las branquias constituyen un tejido particular-
mente susceptible a contaminantes ambientales debido a que se encuentran en contacto directo
con el medio, por lo que representan la primera barrera para el ingreso de toxicos. A partir de la
identificacion de diversas patologias en este 6rgano, es posible inferir la afecciéon de una o mas
de sus multiples funciones (respiracion, regulacion iénica, excrecion de desechos nitrogenados).

Por otra parte, el higado juega un rol clave en el metabolismo energético y respuesta de
defensa a compuestos toxicos exdgenos. Su analisis histoldgico puede evidenciar desbalances
metabdlicos debido a un mayor depdsito de glucégeno o lipidos (ej., a través de la observacion
de vacuolas en sus hepatocitos), alteraciones estructurales o patologias producto de exposicio-

nes cronicas, entre otras.

Biomarcadores fisiolégicos o de condicion

Al evaluar el impacto de los contaminantes sobre las plantas y animales, no debe pasar por
alto un examen de su morfologia, aspecto y otras caracteristicas generales sobre su condicion.
A partir de algunas medidas somaticas pueden calcularse de manera sencilla, barata y rapida
varios indices. Tales mediciones sirven para identificar a los ejemplares mas sensibles de una
poblacion, proporcionar informacion sobre las reservas de energia y posiblemente la capacidad
de los animales para tolerar los contaminantes.

Dentro de este grupo de biomarcadores pueden mencionarse el factor de condicién (relacion
entre el peso corporal y la longitud) que sirve para evaluar el estado general de los peces, y el
indice hepatosomatico (relacion entre el peso del higado y el peso total del organismo) para
identificar posibles enfermedades del higado. Si bien se ha demostrado que estos indices res-
ponden a la exposicion a una amplia variedad de compuestos téxicos, también presentan fluc-
tuaciones estacionales Yy fisioldgicas asociadas a cambios en la alimentacion, disponibilidad de
nutrientes, desarrollo y maduracién sexual, etc.

En plantas, los biomarcadores fisiolégicos mas utilizados son los pigmentos fotosintéticos,
clorofilas “a” y “b” y carotenoides. Algunos xenobioticos pueden afectar la sintesis de estos pig-
mentos directamente y otros indirectamente como los herbicidas que interrumpen la sintesis de
membranas. Estos parametros resultan mas sensibles que otros indicadores de estrés como la

biomasa o la tasa relativa de crecimiento, si bien los efectos de algunos contaminantes quimicos
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sobre estos pigmentos pueden ser influenciados por condiciones de crecimiento ambientales. El
contenido y/o composicion de pigmentos se usa generalmente también en microalgas, donde el
contenido de pigmento equivale a la biomasa de algas vivas. En todos los casos, son biomarca-

dores facilmente medibles y aplicables a estudios de laboratorio y de campo.

Comportamiento

El comportamiento consiste en una serie de actividades explicitas observables del cuerpo
entero, el cual opera a través del sistema nervioso y asiste a los animales para sobrevivir, crecer
y reproducirse (Beitinger, 1990). Desde una perspectiva ecotoxicoldgica, la observacion de cam-
bios en el comportamiento permite evaluar los efectos subletales de quimicos, identificar modos
de accion toxica, y proveer un nexo entre procesos celulares y las consecuencias ecoldgicas de
la contaminacién ambiental (para mas detalle ver Capitulo 9).

Los biomarcadores comportamentales se usan con éxito en organismos acuaticos, particular-
mente en peces y microcrustaceos. Varios estudios evaluaron los efectos de pesticidas sobre el
comportamiento de peces nativos (Ballesteros et al., 2009b, Bonifacio et al., 2017), incluso de-
mostrandose la correlacion entre la inhibicion de AChE y una disminucion de la actividad natato-
ria en la especie J. multidentata expuesta al insecticida clorpirifés (Bonansea et al., 2016).

Por otro lado, los estudios de comportamiento pueden brindar informacién con un mayor rea-
lismo ecoldgico, como por ejemplo cuando se estudian los efectos de contaminantes sobre la
relaciéon predador-presa. Un ejemplo de ello es el estudio de Gutiérrez & Negro (2014) quienes
observaron que el clorpirifés causé una alteracion en la interaccion trofica entre el camarén Ma-
crobrachium borellii y el cladécero Ceriodaphnia dubia.

A pesar de su utilidad, estos biomarcadores no son incluidos rutinariamente en evaluaciones
de riesgo o establecimiento de criterios de calidad del agua. Los principales problemas que han
limitado la aceptacién del comportamiento como herramienta regulatoria son la dificultad para
asociar cambios comportamentales con un quimico especifico y la carencia de ensayos estan-
darizados y verificacion en campo (Newman & Unger, 2011).

Por el contrario, existen protocolos estandarizados para evaluar algunos comportamientos de
ciertos organismos terrestres, tales como el test de evasién de lombrices de tierra (ISO, 2005) o
aves (OECD, 2011). Estos ensayos han sido usados por algunos grupos de trabajo en nuestro
pais (Addy Orduna et al., 2013, Salvio et al., 2016).

Consideraciones finales

La utilizacién de biomarcadores claramente permite obtener informacién que no puede ser
obtenida desde la medicién de residuos quimicos en las distintas matrices ambientales (agua,
sedimento, suelo, biota). Es importante tener en cuenta que un enfoque que hace uso de para-
metros bioldgicos no remplaza las estrategias de monitoreo quimico, sino que los complementa,

brindando informacién sobre los efectos de los contaminantes de forma integradora dado que
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reflejan que el contaminante esta presente, ha sido incorporado por los organismos y/o ha gene-
rado un efecto toxico.

Si bien los biomarcadores resultan particularmente utiles cuando sus respuestas pueden re-
lacionarse directamente a una clase de compuesto quimico, la medicion de un conjunto de bio-
marcadores inespecificos y a diferentes niveles de organizacién bioldgica, permite una evalua-
cion integral del estado de salud o condicion de los organismos expuestos. Particularmente, en
las evaluaciones de calidad del agua, donde en general existen escenarios complejos de expo-
sicion (ej., mezclas de compuestos quimicos y otros factores de estrés), se recomienda el uso
de una bateria de biomarcadores complementarios para comprender como responde un orga-
nismo a la carga total de contaminacion en un area. Este enfoque multibiomarcador viene siendo
usado desde hace un tiempo y, junto con herramientas de analisis estadistico apropiadas, per-
mite obtener una mirada global del potencial impacto de los contaminantes sobre la salud de los
organismos bajo estudio. Asi, el uso de baterias de biomarcadores es fundamental en estudios
actuales de contaminacion ambiental y ecotoxicologia.

Aunque los biomarcadores se presentan como herramientas valiosas para el monitoreo am-
biental, esta claro que se necesita mas informacioén sobre los niveles basales y la variabilidad na-
tural de estas respuestas en especies nativas. En Argentina las investigaciones en este campo se
han incrementado en los ultimos afos, hecho que ha permitido observar la sensibilidad general-
mente mayor de las especies nativas en relacion a las especies modelo del hemisferio norte. Por
otra parte, se necesitan llevar a cabo mas estudios que validen en campo los resultados obtenidos
en condiciones de laboratorio. La variabilidad debida a otros factores (ambientales tales como la
temperatura o inherentes a los individuos tales como el sexo o la talla) debe ser comprendida y
debe estar dentro de limites aceptables para evitar falsos negativos o falsos positivos.

Si bien queda mucho trabajo por delante para evaluar e interpretar las respuestas de los bio-
marcadores y desarrollar procedimientos de control de calidad aceptables, los esfuerzos para

incorporarlos en programas de monitoreo de rutina seguramente seran beneficiosos.

ANEXO I: Técnica Catalasa- Biomarcador del efecto de estrés
oxidativo en animales y plantas

CATALASA (Beutler, 1982)

Fundamento:

El peréxido de hidrégeno es una especie reactiva de oxigeno que se genera producto del meta-
bolismo aerobio y que es dafiina para la célula dado que puede reaccionar con diferentes biomolécu-
las oxidandolas. Por ello, en la evolucion biolégica se han originado enzimas como la catalasa que
especificamente cataliza la descomposicion de H202 de acuerdo con la siguiente reaccion:

catalasa
2 H02 —— > 2H20 + O2
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Esta enzima es particularmente abundante en los peroxisomas de los hepatocitos y su alta
procesividad y facil determinacion la hace un biomarcador comiunmente en ecotoxicologia para

evaluar el estatus del sistema antioxidante.

Procedimiento:

Homogenizacion del tejido: La muestra de higado o tejido a evaluar suele homogenizarse
en solucion tampon (fosfato o Tris-HCI) a pH 7,2 utilizando un mortero u homogeneizador de
vidrio (tipo Potter- Elvehjem), rotor-estator (tipo Politrén o Ultra-Turrax) o de ultrasonido. En
tejidos animales la relacién tejido:solucion tampon suele ser de 1:4. El procedimiento debe
realizarse siempre manteniendo el frio en bafo de hielo para evitar procesos degradativos.
Para una mayor purificaciéon de la enzima, el homogenato debe filtrase a través de una gaza
estéril y luego centrifugarse en una centrifuga de mesada refrigerada a la mayor potencia
disponible (ej. 10.000 g por 20 min a 4 °C). La actividad de la catalasa sera evaluada en el
sobrenadante resultante. Por lo general requiere de una dilucién posterior del homogenato
(ej. 1:100) en la misma solucion tampon para evitar la formacion de burbujas de Oz en la

cubeta dada la alta procesividad de la enzima.

Determinacion de la actividad enzimatica:

Blanco Muestra
(W) (ML)
Tris-HCI 1M, EDTA 5mM, pH 8.0 50 50
H202 (12 uM) - 900
H20 930 30
Incubar a 37°C por 10 min
Muestra (extracto enzimatico) 20 20

Comentarios y calculos:

La velocidad de descomposicion de H20: por catalasa se puede seguir por la disminucion de
la absorbancia medida espectrofotométricamente a 240 nm.

La reaccion es lineal sélo durante los primeros 3 0 4 minutos. Por lo tanto, el registro de la
densidad 6ptica debe comenzar inmediatamente después de la adicion del extracto.

La actividad enzimatica especifica se calcula usando un coeficiente de extincién molar de € =
43.6 (M cm™) y se expresa como cantidad de enzima que degrada 1uM de H202/min/mg pro-
teina. Para este célculo debe determinarse la cantidad de proteinas totales en el homogenato
que puede ser realizado por el método de Lowry (1951) o Bradford (1976). Alternativamente el
valor de la actividad podria ser normalizado por la masa de tejido, pero el error de la estimacion

sera mayor debido a posibles diferencias en la eficiencia de la homogeneizacion.
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