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Efectos toxicos de nanoparticulas de oxidos de hierro en Eisenia andrei y sus
implicancias ecotoxicologicas

Resumen

Los posibles efectos toxicos de nanoparticulas (NPs) de goethita fueron estudiados en
lombrices terrestres (Eisenia andrei). Para ello, se realizaron bioensayos en papel y/o suelo
artificial. Ademas, se investigé la influencia de dichas NPs en la biodisponibilidad y toxicidad
de contaminantes, uno orgdnico (Clorpirifos: CPF) y dos metalicos (Cd y Pb). El ingreso de
estas NPs de hierro se estimé mediante la cuantificacién del metal. Los efectos téxicos se
evaluaron mediante una bateria de pardmetros biomarcadores. Por otra parte, se realizaron
determinaciones espectroscopicas y con microscopia electronica para caracterizar las
distintas suspensiones de NPs. Curiosamente, la concentracién de Fe en organismos
expuestos a las NPs en papel (72 h) o en suelo artificial (10 dias) resultaron siempre menores
a los valores basales, sugiriendo efectos sistémicos que pueden relacionarse con las
alteraciones registradas en algunos de los parametros bioquimicos seleccionados. En cambio,
las lombrices expuestas a la mezcla de NPs+CPF presentaron un aumento en los niveles de
Fe. En presencia de NPs y de los metales Cd y Pb, se observd una menor bioacumulacion de
ambos elementos. Ambos resultados muestran que estas NPs pueden afectar a los
organismos del suelo y evidencian las complejas interacciones que pueden verificarse con

otros contaminantes preexistentes en el ambiente.

Palabras claves: biomarcadores, contaminantes, Eisenia andrei, goethita, nanoparticulas.
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Toxic effects of iron oxide nanoparticles in Eisenia andrei and its
ecotoxicological implications

Abstract

The possible toxic effects of goethite nanoparticles (NPs) were studied in earthworms (Eisenia
andrei). Filter paper and artificial soil bioassays were performed for that matter.
Furthermore, the influence of this NPs on the bioavailability and toxicity of an organic
(Chlorpyrifos: CPF) and two metallic (Cd and Pb) contaminants was investigated. The toxic
effects were evaluated through a battery of biomarkers. On the other hand, spectroscopic
and electronic microscopy determinations were conducted to characterize different
suspensions of NPs. Curiously, the Fe content in organisms exposed to NPs on filter paper (72
h) or in artificial soil (10 days) were always lower than the basal values, suggesting systemic
effects that can be related to the alterations found in some biochemical parameters. In
contrast, earthworms exposed to the mixture of NPs+CPF showed an increase in Fe levels. In
the presence of NPs, a lower bioaccumulation of Pb and Cd was observed in comparison to
the organisms exposed to the metals alone. Both results demonstrate that goethite NPs can
affect soil organisms and show the complex interactions that can be verified with other pre-

existing contaminants in the environment.

Keywords: biomarkers, contaminants, Eisenia andrei, goethite, nanoparticles.
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Introduccion

1 Nanoparticulas

En los ultimos afos, el desarrollo de la nanotecnologia ha crecido hasta convertirse en una
industria multibillonaria. De acuerdo a revisiones del afio 2012, alrededor de 800 productos
de consumo en el mercado incorporaron nanoparticulas (NPs) en sus formulaciones debido
a sus singulares propiedades con aplicacién tecnolégica (Kahru e lvask, 2012). En este
sentido, la actualizacién de la base de datos elaborada por el Departamento de Ingenieria
Ambiental de la Universidad Técnica de Dinamarca (DTU-Environment), el Consejo Ecoldgico
y del Consumidor danés refleja que para el 2017 ya se habian registrado mds de 3.000

productos de consumo conteniendo NPs (DTU Environment, 2018).

Las NPs son particulas que tienen un tamafio inferior a 100 nm en al menos dos de sus
dimensiones (Nowack y Bucheli, 2007). Han encontrado aplicacién en diferentes campos de
la medicina, electrdnica, dptica, cosmética, alimentos pinturas, catalizadores, lubricantes,
biosensores, y agroquimicos (Dowling, 2004; Handy et al., 2008; Kahru y Dubourguier, 2010;
Khot et al., 2012; Rivero et al., 2015). También en productos para la eliminacién de desechos
y la produccién de combustible y energia, las denominadas nanotecnologias “amigables” con
el ambiente (Hussein, 2015; Hyeon et al., 2015; Najafpour et al., 2016). En este aspecto, los
nanopesticidas representan un desarrollo emergente en los ultimos afios (Kookana et al.,

2014).

La versatilidad de estas particulas es realmente asombrosa ya que incluye desde el desarrollo
de vidrios autolimpiantes, parches antimicrobianos para facilitar la cicatrizacion de heridas
y quemaduras, hasta agentes terapéuticos para el tratamiento de diversas patologias
(Dowling, 2004; Sanvicens y Marco, 2008). Paralelamente, se estan investigando potenciales
aplicaciones de las NPs para procesos de remediacién de aguas y suelos contaminados

(Vunain et al., 2016).

El empleo industrial de las NPs puede conducir a su liberacién al ambiente ejerciendo un
impacto cuyas consecuencias aln no estamos en condiciones de predecir adecuadamente.
Las NPs pueden ingresar al ambiente no solo a través de los procesos de produccién o

aplicaciéon, sino también a través de la eliminacion de los residuos de fabricacion, los
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desechos municipales y de productos envejecidos a la intemperie. Una vez en el ambiente,
las NPs pueden llegar a causar efectos citotdxicos y genotdxicos (Savolainen et al., 2010;

Kahru e Ivask, 2012).

1.1 Propiedades de NPs

Las NPs cuentan con propiedades fisicas y quimicas muy diferentes a las de las particulas de
igual composicion en escala convencional, lo cual puede plantear nuevos riesgos para la
salud humanay el ambiente. Propiedades como la elevada area superficial y reactividad que
presentan dichas particulas son utilizadas para diversas aplicaciones en ciencia y tecnologia
(European Commission, 2006; Amde et al., 2017). A nanoescala, las fuerzas quimicas y fisicas
gobiernan el ensamblaje de &tomos o moléculas, dando lugar a estructuras con una elevada
relacién superficie-volumen o superficie-masa. Esta elevada area superficial es responsable
de una mayor reactividad, una mayor adsorcidn de sustancias quimicas y una alta actividad
catalitica. A medida que el didmetro de particula disminuye, el numero de moléculas

superficiales expuestas aumenta abruptamente (Fig. 1) (Oberdérster et al., 2005).
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Fig. 1. Fraccion de moléculas en una particula que se encuentran en la superficie en funcién del
tamafio de particula (adaptado de Fissan, 2008).
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El gran numero de atomos o moléculas superficiales expuestas expone defectos
superficiales, sitios vacantes y enlaces quimicos débiles que aumentan la reactividad quimica

y el potencial redox.

Las propiedades de superficie que presentan las NPs también contribuyen al modo y al
alcance de sus efectos bioldgicos. La composicidon, energia, carga, y reactividad superficial
gobiernan diferentes tipos de interacciones con biomoléculas y sistemas bioldgicos (Zhao et

al., 2016).

De acuerdo con algunos investigadores, el drea superficial juega un papel importante en la
toxicidad de las NPs (Oberdorster, 2001; EC, 2011). Asimismo, la composicién y la carga
superficial han sido establecidas como factores principales de su toxicidad (Qiu et al., 2010;
Bozich et al., 2014; Silva et al., 2014). En este sentido, hay que tener en consideracién que la
carga inicial de una particula puede verse alterada debido a las interacciones con el medio

de exposicion (Stankus et al., 2011).

La carga superficial puede revelar la superficie nativa de las NPs o la adsorcion de iones y
biomoléculas en la interfase, lo que influird en la estabilidad de la dispersién de NPs en
soluciones acuosas (Zhao et al., 2016). La carga superficial también puede influir en el
ingreso celular de las particulas. Varios estudios de interacciones electrostaticas entre NPs
cargadas y la membrana celular han resaltado la importancia de la carga superficial de las
NPs en este campo. Por ejemplo, He et al., (2010) observaron que las NPs de quitosano con
mayor carga superficial (ya sea positiva o negativa) son captadas por macréfagos a mayor
velocidad en comparacién con NPs con carga neutra; esto sugiere la importancia de la

interaccion electrostatica en los procesos de fagocitosis (Behzadi et al., 2017).

Las NPs con elevada area superficial pueden adsorber otras moléculas organicas
contaminantes, como hidrocarburos aromaticos policiclicos, los cuales son potencialmente
cancerigenos (Yang et al., 2006; Wang et al., 2014) y quinonas que participan en reacciones

redox y en la generacién de radicales libres (Nel et al., 2006).

La energia superficial de las NPs es una propiedad a considerar para comprender los

fenémenos de agregacién y disolucién (Zhao et al., 2016). Algunas NPs presentan elevada
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energia superficial, lo cual promueve la agregacion de las particulas y la adsorcion de

constituyentes del medio (Walczyk et al., 2010).

De igual forma, otras propiedades de superficie que presentan algunas NPs como la
hidrofilicidad e hidrofobicidad pueden contribuir a las interacciones con moléculas
bioldgicas. La hidrofilicidad superficial de NPs cargadas aumenta su capacidad de suspensién
en agua, mientras que, la hidrofobicidad superficial de fullerenos y de grafeno hace que
repelan al agua y permite que puedan sortear las membranas lipidicas y entrar en las células

blanco (Titov et al., 2010; Nakanishi et al., 2014).

Se ha demostrado también que la toxicidad de las NPs puede controlarse mediante la
modificacion de su superficie. Yin et al., (2010) observaron que NPs coloidales de fullereno
produjeron altos niveles de citotoxicidad debido a la formacidon de anién superéxido y
peroxidacion lipidica; pero al agregar grupos hidroxilo a su superficie, la toxicidad se redujo

significativamente.

1.2 NPs naturales

La composicidon quimica de estas NPs puede ser organica o inorganica. Pueden tener origen
atmosférico, geogénico o biogénico (Nowack y Bucheli, 2007). Las NPs naturales inorganicas
estan presentes en el suelo (Banfield y Zhang, 2001; Waychunas et al., 2005); también se
encuentran en la atmédsfera, como aerosoles y son precursoras de la formacién de particulas
mas grandes que influyen en el clima, la visibilidad y el transporte de contaminantes. Entre
las organicas, se encuentran las particulas ultrafinas del hollin, que son generadas en la

combustién incompleta de combustibles fésiles (Nowack y Bucheli, 2007).

Algunas NPs naturales son de origen interestelar, debido al impacto de los cometas y
asteroides en la tierra (Buzea et al., 2007). Otras se formaron a partir de componentes
principales del suelo, carbdn, lagos distréficos, agua del océano y aguas subterraneas
superficiales, y son similares a las que se sintetizan en el laboratorio (Sachindri y

Kalaichelvan, 2013). Por ejemplo, las caracteristicas que presentan las NPs de Ag resultantes
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de la erosion en el ambiente en presencia de acidos himicos, son similares a las de las NPs

desarrolladas en el laboratorio (Pachapur et al., 2015).

Las NPs se pueden encontrar en el ambiente en variadas composiciones y conformaciones.
La mayoria consiste en productos de bajo peso molecular provenientes de la descomposicién
biolégica (materia himica), y minerales generados durante la erosién quimica de rocas,
principalmente dxidos y oxihidréxidos de hierro, manganeso, aluminio y aluminosilicatos

(Sharma et al., 2015).

La abundancia de oxigeno, hierro e hidrégeno sobre la corteza terrestre ha fomentado la
ocurrencia de 6xidos y oxihidroxidos de Fe en ambientes acuaticos y terrestres (Guo y
Barnard, 2013). Se sabe que 10 de los 14 o6xidos e oxihidréxidos de Fe conocidos se
encuentran en la naturaleza, siendo la hematita, magnetita y goethita los mas abundantes
(Jambor y Dutrizac, 1998). Muchos procesos biogeoquimicos involucran Oxidos y
oxihidréxidos de Fe que funcionan como sumideros o donantes de electrones, absorbentes,
nutrientes y como magnetoreceptores. El ciclo del hierro, que generalmente comienza a
partir de rocas primarias que contienen Fe (ll) (por ejemplo, pirita), es comun y activo en
muchos ecosistemas, como los marinos (Moore et al., 2002) y sedimentarios (Maloof et al.,
2007). En estos procesos, las NPs de dxidos y oxihidroxidos de Fe se forman y persisten en el

ambiente bajo determinadas condiciones redox y de pH (Guo y Barnard, 2013).

Debido a su gran darea superficial y elevada reactividad quimica, las NPs de Oxidos y
oxihidréxidos de Fe contribuyen significativamente a la inmovilizacion de metales pesados
(por adsorcion o incorporacion), a la variacién de pH y potencial redox (mediante reacciones
biogeoquimicas) y a la provisién de nutrientes esenciales para animales y plantas,

especialmente en aguas abiertas deficientes en hierro (Guo y Barnard, 2013).

El suelo es una estructura heterogénea compuesta por minerales, materia organica,
microorganismos vegetales y animales, aire y agua. Es una capa delgada que se ha formado
muy lentamente, a través de los siglos, con la desintegracidn de las rocas superficiales por la
accién del agua, del viento, y de los cambios de temperatura (Cornell y Schwertmann, 2003).
Su temperatura es generalmente inferior a 60 °C, pero puede aumentar transitoriamente

varios grados Celsius en ocasionales eventos de incendios forestales. Estos incendios
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generan cenizas, lo cual conduce a ambientes con elevado pH (hasta 10) que, junto con la
participacién de los microrganismos, modifican los éxidos de hierro en el suelo superior
(Ngrnberg et al., 2009). Las condiciones microambientales en los poros, tales como las
presiones parciales de O, y CO;, el potencial redox y la humedad, varian ampliamente con el
espacio y el tiempo. En general, las NPs de 6xidos de hierro se forman en ambientes de baja
temperatura, y no en procesos de alta temperatura, como las plumas de cenizas volcanicas,

que son una de las fuentes primarias de NPs inorganicas naturales (Guo y Barnard, 2013).

NPs naturales Tamafio (nm) Forma Ambiente
Ferrihidrita 2-10 Irregular y esférica Cerca de aguas
aireadas, suelos y
biota
Goethita Pocos nm hasta Acicular Suelos y aguas (medio
macroscopico alcalino y acido)
Hematita Varios nm hasta Redondas y Suelos (secos en
macroscopico rombohédricas zonas calidas) y aguas
Magnetita Varios nm hasta Octaédricas y rombo- Suelos anoxicos,
macroscopico dodecaédricas sedimentos y biota

Tabla 1. NPs de éxidos y oxihidréxidos de hierro naturales (adaptado de Guo y Barnard, 2013).

En la Tabla 1 se muestran algunas de las NPs de 6xidos y oxihidréxidos de hierro naturales.
La goethita (a-FeOOH) es el oxihidroxido de hierro mas comun en los suelos debido a su alta
estabilidad termodindmica en condiciones ambientales (Moore et al., 2002). Se encuentra
también comunmente en varios ambientes acuaticos, tanto a pH acido como alcalino. En
algunos ambientes (enriquecidos con silicato, fosfato y materia orgdnica), la nano goethita
se encuentra principalmente en forma precipitada (van der Zee et al., 2003), y se obtiene
mayoritariamente a partir de otras NPs de oxihidroxidos relativamente metaestables (como

la ferrihidrita) en suelos y aguas.

El resultado de la evolucion morfolégica de las NPs de goethita en medio acuoso es la
tendencia hacia el equilibrio termodinamico, independientemente de sus morfologias

originales. Su morfologia es acicular, es decir, en forma de agujas (Fig. 2) (Cornell y
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Schwertmann, 2003). Los nanocristales de goethita de los suelos y sedimentos pueden
mostrar las morfologias aciculares habituales, pero bajo pobre crecimiento pueden
predominar formas irregulares. En suelos, los nanocristales de goethita pueden agregarse
dando lugar a orientaciones especificas, indicando un crecimiento de fijaciéon orientada a
partir de NPs de ferrihidrita o de una nucleacidn rdpida a partir de goethita recién formada

(Konishi et al., 2012).

Fig. 2. Imdgenes obtenidas por TEM de NPs de goethita donde se observa la morfologia acicular de
los bastones de goethita (Lee Penn et al., 2006).

1.3 Destinoy transformaciones de NPs sintéticas en el ambiente

Las rutas y los procesos mads importantes de emisién y exposicion de NPs de origen
antropogénico en el ambiente se muestran en la Fig. 3. La liberacién de estas NPs se origina
a partir de varias fuentes, como en el punto de produccion (fuente puntual), fuente no
puntual, liberaciones accidentales e intencionales. Una vez en el ambiente, pueden formar
agregados y algunas se adsorben sobre los sedimentos o sobre las particulas del suelo
(Nowack y Bucheli, 2007). Pueden ser transportadas por aire, agua o tierra para
concentrarse, depositarse o dispersarse a través de diversos procesos. En el caso de NPs de
oxidos metalicos, las reacciones redox y la adsorcidon de aniones (por ejemplo, sulfatos y

silicatos, entre otros) generalmente inician los procesos de disolucién. Fendmenos como la
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cloracién, sulfuracion y oxidacién son algunos de los principales responsables de la

transformacién y disolucién de estas NPs en el ambiente.

I O | Antropésfera
Aire 1 Ambiente
Agua/Suelo
Fuente puntual | Plantas
| NPs o ey
> | animales
I Liberacién
accidental
-
——— Fuente no puntual === NPs agregadas
o0 adsorbidas Sedimentos
Liberacién I
intencional
3
Aguas subterraneas

Fig. 3. Rutas y procesos de emision, y posible exposicion de NPs en el ambiente (adaptado de
Nowack y Bucheli, 2007).

Las principales rutas a través de las cuales las NPs sintéticas de 6xidos metalicos llegan al
suelo son por la descarga de residuos (en especial, de aguas residuales y de rellenos
sanitarios), por liberacidn intencional de fertilizantes y pesticidas que contienen NPs en sus
formulaciones, y de manera casual o accidental por el uso de productos que los contienen.
Existe informacién limitada sobre el destino de estas NPs en ambientes terrestres en
comparacion con el ambiente acudtico. En parte esto se debe a las técnicas analiticas
existentes para caracterizar y realizar estudios sobre los procesos de transformacién en una
matriz compleja como lo es el suelo. La mayoria de los estudios se han basado en

suspensiones del suelo (Ju-Nam y Lead, 2016).
Hay transformaciones quimicas (disolucién, reacciones redox y otras) y transformaciones
fisicas (cambio en tamafio y morfologia, difusion y/o agregacién) (Fig. 4) que pueden

iniciarse en el sistema terrestre (Pachapur et al., 2016; Peijnenburg et al., 2016).
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La agregacion se define como la asociacién de particulas primarias mediante un enlace
fuerte, mientras que la aglomeracion se define como la asociacién por un enlace débil
causado por las fuerzas de Van der Waals (Jiang et al., 2009). Sin embargo, en la bibliografia
sobre estudios de exposicion de NPs en agua y suelo, el término “agregacion” se usa en casos
donde posiblemente solo se ha producido aglomeracién. Por lo que se optara por el uso de

“agregacion” para referirse a esta transformacion (Tourinho et al., 2012).

La agregacidon de NPs de 6xidos metalicos en los sistemas terrestres esta asociada con sus
interacciones entre las particulas o con otros componentes del sistema que conducen a
homo o hetero-agregaciones, respectivamente. Es también uno de los procesos que pueden
afectar el destino y la biodisponibilidad de las NPs en los sistemas terrestres (Cornelis et al.,

2014).

Translocaciéon
Mayor <€ como iones o nano
disolucion y < > MeO

acumulacién en @
raices

NPs-MeO
lones metalicos
Coloides y

granulos.

Fig. 4. Transformaciones, transporte y biodisponibilidad de NPs de dxidos metélicos en ambientes
terrestres (adaptado de Amde et al., 2017).
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La disolucién es otra de las transformaciones que sufren las NPs de éxidos metalicos en
suelos, principalmente debido al agua de lluvia. Algunas NPs metdlicas son
termodinamicamente inestables y experimentan disolucién quimica si no existen
restricciones cinéticas (por ejemplo, un recubrimiento superficial insoluble en agua). La
disolucién ocurre cuando un ién se separa de la particula y migra a través de la doble capa
eléctrica hacia la solucién (Borm et al., 2006). La cinética de disolucién depende del tipoy la
propiedad de los suelos, ademas de las propiedades relacionadas con las NPs, y su forma de

introduccion a los suelos (ya sea como suspensién o polvo) (Amde et al., 2017).

Dado que las sustancias orgdnicas del suelo tienen carga neta negativa bajo condiciones
ambientales, éstas se adsorben a las superficies de las NPs de Oxidos metadlicos,
predominantemente a través del intercambio de ligandos e interacciones electrostaticas,

mejorando asi la estabilidad de estas NPs en el ambiente (Ju-Nam y Lead, 2016).

Ademas, las NPs de éxidos metalicos pueden interactuar con numerosos contaminantes
preexistentes en el ambiente terrestre, como herbicidas, pesticidas, aniones y metales
pesados (Pachapur et al., 2016). Estas interacciones podrian verse favorecidas por la elevada
area superficial de las NPs. Asimismo, la interaccién de NPs con contaminantes puede

aumentar o reducir la toxicidad de estos compuestos en el medio.

1.4 NPsy lainterfase bioldgica

La biodisponibilidad de las NPs de éxidos metdlicos depende en gran medida de las
transformaciones que estas particulas sufren en el ambiente (Amde et al., 2017). En este
sentido, cuando las NPs interaccionan con organismos del suelo se enfrentan a una variedad
de cambios en su entorno, ya que éstos pueden introducir enzimas y agentes quelantes
(como 4acidos organicos, aminoacidos, acidos grasos, proteinas, y azlcares) capaces de
transformar a las NPs en formas mas biodisponibles (Cornelis et al., 2014; Schwabe et al.,
2015). A su vez, aquellas NPs que experimentan procesos de oxidacion, reduccion, disolucion
e interactuan con la superficie celular pueden penetrar facilmente en las células (Amde et

al., 2017). La difusion pasiva, la difusidn facilitada, el transporte activo y la endocitosis son

~11~
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algunos de los mecanismos propuestos como vias de ingreso celular de NPs de éxidos

metalicos y sus productos de transformacién (Schultz et al., 2015).

Asimismo, las NPs pueden interaccionar también con contaminantes preexistentes
alterando su biodisponibilidad y potenciales efectos tdxicos. Las posibles interacciones entre
NPs, contaminantes y organismos pueden conducir a que el contaminante se adsorba sobre
las NPs, reduciendo asi la concentraciéon libre de ambos componentes, disminuyendo su
biodisponibilidad. Por otra parte, si en las células ingresan NPs con los contaminantes
adsorbidos, la consecuencia puede ser un efecto tdxico, ya sea causado por las NPs, por el
contaminante o por un sinergismo entre ambos. También podria ocurrir que no se observe
ningun efecto si el contaminante adsorbido no estd biodisponible. Sin embargo, en la
bibliografia no se encuentran muchos estudios acerca de estas interacciones (Canesi et al.,
2015). Por lo tanto, los efectos de los contaminantes coexistentes también deberian
considerarse en el estudio del destino de NPs de 6xidos metdlicos en el ambiente (Amde et

al., 2017).

Por otro lado, se ha comprobado en varios modelos experimentales que el estrés oxidativo
es uno de los mecanismos de toxicidad de diversos xenobidticos (Xue et al., 2009). El estrés
oxidativo se produce como resultado del desbalance entre especies prooxidantes (especies
reactivas del oxigeno o del nitrégeno y radicales libres) y las defensas antioxidantes Este
estado metabdlico esta caracterizado por la activacidn de sistemas antioxidantes, y, cuando
los mismos son superados, se puede generar dafio a biomoléculas de vital importancia como

lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Birben et al., 2012).

En organismos vivos, se considera que uno de los mecanismos mas importantes involucrados
en la citotoxicidad de las NPs consiste en la generacién de especies reactivas del oxigeno
(EROs) que pueden derivar en procesos de estrés oxidativo (Moore, 2006; Curieses et al.,
2017; Goswami et al., 2017). Las NPs pueden entrar en las células e interactuar con
estructuras subcelulares. Su ingreso en mitocondria y nucleo abre la posibilidad de
disminucion de las defensas antioxidantes y/o aumento en la produccion de EROs (Moore,

2006).

~12~



Introduccion

Para minimizar el dafio producido por las EROs los organismos poseen defensas
antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas. Las enzimas antioxidantes (Fig. 5) incluyen a la
superéxido dismutasa (SOD) que convierte el anion superdxido (O27) en perdxido de
hidrégeno (H20;) y oxigeno (02), y a la catalasa (CAT) que convierte el H,0; en H,0 y O3
(Livingstone, 2001; Forman, 2008). Otras enzimas que también participan en la defensa
frente al estrés oxidativo son las glutatidn-S-transferasas (GSTs) y la glutatidon reductasa (GR).
Las GSTs son enzimas detoxificantes de fase Il que catalizan la conjugacion del tripéptido
glutatién (GSH) con una variedad de sustratos hidrofébicos y electrofilicos facilitando su
eliminacidn. Las GSTs también participan en la defensa frente al estrés oxidativo ya que estas
enzimas son capaces de eliminar los productos reactivos de la peroxidacion lipidica. La GR
cataliza la reduccién del glutatién oxidado (GSSG) a GSH a expensas de NADPH, mediante un

ciclo redox (Meister y Anderson, 1983).

Dentro de las defensas no enzimaticas involucradas en la regulacién de EROs se encuentra
el GSH. Es el péptido con grupos tioles mas abundantes en las células y juega un papel
fundamental en la proteccién contra la injuria oxidativa. Ademads, participa en el
metabolismo de xenobidticos y en la regulaciéon del ciclo celular y la expresidon génica (Arrigo,

1999).

(Catalasa)

o (S0D) (GPx) H.0+0,
2H' O] (GR) .
2 2GSH GSSH — » 2GSH
2 NADPH + H NADP
Fe
(FENTON) J\‘
Fe" | OH

\ 4
Oxidacién de lipidos, Dario
proteinas y ADN :

Fig. 5. Esquema de las reacciones catalizadas por catalasa, superdxido dismutasa, glutation reductasa
y glutatién peroxidasa (adaptado de Paparella et al., 2015).
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El mantenimiento de la relacion GSH/GSSG es esencial para el normal funcionamiento del
metabolismo celular. La exposicién a componentes que generan EROs tiende a incrementar
la sintesis de GSH (Dickinson y Forman, 2002). Mientras que el GSSG se mantiene
normalmente en niveles correspondientes al 1-4% del glutation total (GSH-t). Pero frente a
procesos de estrés oxidativo puede aumentar, aunque transitoriamente, ya que es
rapidamente reducido por la GR (Forman, 2008). Es por esto que varios autores sefialan que
los cambios en la relacion GSH/GSSG estarian relacionados al grado de estrés oxidativo in

vivo (Halliwell y Gutteridge, 1999; Lange et al., 2002; Stanicka et al., 2015).

El exceso de EROs puede conducir a dafio oxidativo, como por ejemplo, peroxidacién de
lipidos. Este proceso comprende un conjunto de reacciones en cadena, especialmente por
acidos grasos poliinsaturados, los cuales son muy sensibles a las reacciones de oxidacién por
las EROs debido a la presencia de los dobles enlaces. Consta de tres etapas (Fig. 6): la primera
de iniciacién, seguida de una de propagacion y por ultimo la terminacion de la peroxidacion
que es el resultado de la interaccidn de los radicales lipidicos y/o formacion de especies no

radicalarias por accién del radical lipoperdxido.

1. Iniciacién

LH + Xe Le + XH
2. Propagacion
L+ + O, LOO-

LOOs + LH ——— L+ + LOOH
3. Terminacion
2 LOO-

L+ + LOOs» —— Productos no radicales

Productos no radicales

L*+L+ —— Productos no radicales

Fig. 6. Mecanismo de la peroxidacion lipidica. L : radical lipidico, LOO" : radical lipoperdxido,
hidroperdxido: LOOH.

El resultante LOOH puede descomponerse facilmente en varias especies reactivas,

incluyendo radicales alcoxi lipidicos (LO-), aldehidos como el malondialdehido (MDA),
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hidroxinonenal y hexanal, y también alcanos. El MDA es uno de los productos finales de la
lipoperoxidacion que se utiliza a menudo como indicador de dafio oxidativo. La mayoria de
estos productos son téxicos y mutagenos activos. Pueden formar aductos con el ADN dando
lugar a mutaciones y patrones alterados de la expresién génica (Marnett, 1999). Las
membranas peroxidadas se vuelven rigidas y pierden su permeabilidad e integridad

(Greenberg et al., 2006).

Para combatir el estrés oxidativo y la peroxidacién lipidica, las enzimas antioxidantes
endodgenas, como CAT y SOD eliminan el exceso de H,0,y radical O,"para evitar sus efectos
deletéreos. Por lo tanto, los cambios en los niveles de MDA y en las actividades enzimaticas
pueden indicar indirectamente los efectos téxicos de los contaminantes en los organismos

vivos (Zhang et al., 2013).

Otro parametro que segun la bibliografia podria generar alguna respuesta sensible frente a
las NPs es la acetilcolinesterasa (AChE). Esta es una enzima crucial del sistema nervioso tanto
de vertebrados como de invertebrados y estd asociada a la toxicidad de pesticidas
organofosforados (OPs) y carbamatos. No obstante, Wang et al., (2009) han observado en

estudios in vitro la adsorcidn e inhibicidn de AChE por NPs metalicas y de 6xidos metalicos.

Por lo antes planteado, las defensas enzimaticas y no enzimaticas, los niveles de MDA, y la
actividad de la AChE podrian usarse como biomarcadores de exposicion a NPs. Los
biomarcadores, son parametros bioldgicos que reflejan cambios inducidos por xenobidticos
en componentes o procesos celulares o bioquimicos, estructuras o funciones, medibles en
sistemas bioldgicos. De acuerdo con esta definicién, los biomarcadores describen efectos
inducidos por diferentes estresores ambientales a cualquier nivel de organizacidn bioldgica,

desde nivel celular/subcelular hasta ecosistema (Colgan et al., 2003) (Fig. 7).
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Sefiales tempranas . # Molecular
# Subcelular
Biomarcadores > Celular
N # Tisular
7 Sistémico
Exposicion al S . .
contaminante » Organismo

]/ # Poblacién
» Comunidad

Efectos tardios » Ecosistema

Fig. 7. Esquema secuencial de respuestas de distintos niveles de organizacion bioldgica a la
exposicion a un contaminante (adaptado de van der Oost et al., 2003).

En la practica, el término biomarcadores es muchas veces usado en un sentido mas
restrictivo, como cambios bioquimicos a nivel suborganismo. A este nivel, las respuestas son
mas rapidas, sensibles, y relativamente mas faciles de interpretar. La evaluacién de
respuestas en los primeros niveles de la cadena de eventos puede resultar de utilidad como
indicadores tempranos de perturbacion en individuos y poblaciones (Vasseur y Cossu-

Leguille, 2003; Shi et al., 2017).
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2 Contaminantes metdlicos y organicos
2.1 Metales
2.1.1 Distribucién de metales en el ambiente

Los metales estdn presentes en el ambiente desde que se formd el planeta. Muchos de ellos
resultan esenciales para diversos procesos bioldgicos. Si bien la cantidad total de los metales
es invariante en la Tierra, pueden presentarse bajo la forma de diferentes especies quimicas,
modificando su reactividad y solubilidad, afectando asi la disponibilidad para los organismos,

y por lo tanto su toxicidad (Zalts, 2011).

Los sistemas bioldgicos requieren de una variedad importante de metales, pero las
cantidades suelen ser a niveles trazas. Algunos metales, como el Fe, Cu y Mn son
oligoelementos esenciales para la supervivencia de los seres vivos porque son
imprescindibles en determinados procesos metabdlicos. Otros metales, como el Cd y Pb, son
considerados no esenciales, ya que hasta ahora no se les reconoce ninguna funcién

fisioldgica (Klassen et al., 2013).

A diferencia de otros contaminantes, los metales no pueden degradarse, por lo que son
concentrados en el agua, los suelos, sedimentos y/o acumulados en los organismos vivos.
Los metales pueden ser incorporados por las diferentes especies de organismos que habitan
las aguas contaminadas, acumulandose en éstas y consecuentemente pasando a la cadena
tréfica. Mientras que los organismos terrestres como las lombrices, pueden acumular
metales concentrados en el suelo y en el agua de poro (Vijver et al., 2003). De esta forma, la
exposicidon del hombre a estos metales no estd solamente limitada a los factores

ambientales, sino también a los alimentos que se consumen.

La demanda de metales siempre ha estado vinculada a los servicios que prestan a la
poblacién los productos que los contienen. Actualmente estos servicios se han expandido y
practicamente no existe ambito de actividad humana que no requiera metales: vivienda,
transporte, suministro de energia, produccidn y conservacién de alimentos, comunicaciones,
salud, son algunos de ellos. Debido a esto, la liberacion de metales a partir de fuentes

antropogénicas continla en ascenso (Wu et al., 2016).
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2.1.2 Metales pesados: Cadmio y Plomo

Se denominan metales pesados a aquellos elementos quimicos que poseen peso atémico
comprendido entre 63,55 (Cu) y 200,59 (Hg), y que presentan un peso especifico mayor a
4 g mll. Estos elementos manifiestan una elevada toxicidad cuando se dispersan en el
ambiente. Los riesgos dependen de las concentraciones en las que pueden presentarse y el

tipo de especie que se encuentra en un determinado medio (Greenwood y Earnshaw, 2001).

En general, los metales pesados incorporados al suelo pueden encontrarse a distintas
profundidades y en diferentes especies quimicas: a) ocupando sitios de intercambio
cationico de la fraccidn arcillosa (silicatos laminares, 6xidos e hidréxidos de Fe y Mn, etc.), b)
adsorbidos o coprecipitados junto con éxidos e hidréxidos, c) precipitados como carbonatos
en suelos alcalinos, d) precipitados como sulfuros en suelos con alta capacidad reductora, e)
adsorbidos especificamente al material humico formando quelatos estables y f) en el agua
de poro presente entre las particulas del suelo en medios neutros o acidos, formando
complejos de coordinacién con otros aniones, como el ién Cl" (Garcia y Dorronsoro, 2005;

Domenech y Peral, 2006).

A pesar de que los efectos adversos de metales pesados como Cd y Pb son ampliamente
conocidos, sus usos y concentraciones en el medio ambiente son cada vez mayores (Alloway,

2013).

El Cd es un metal no esencial que se encuentra libre en la naturaleza en forma de sales
(Mellor, 1958) o asociado a distintos minerales de Zn, Pb y Cu (Colangelo y Abbiatti, 2003).
Tiene la capacidad de bioacumularse en los tejidos en altas concentraciones, asociandose a
proteinas de bajo peso molecular (por ejemplo, las metalotioneinas), y puede
biomagnificarse a través de la cadena trofica (Rainbow, 1988). Puede provenir de industrias
galvanoplasticas, textiles, fabricas de policloruros de vinilo (PVC), metalurgias, baterias de
Ni-Cd, pinturas y centrales nucleares (Rashid et al., 2013). Se lo utiliza a nivel industrial como
agente antifriccidén, antioxidante y en aleaciones. Las descargas y combustién de muchos
desechos urbanos e industriales provocan emisiones de Cd que crean una contaminacion

local o regional.
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En ambientes terrestres, el Cd se muestra bastante mévil y se distribuye uniformemente a
lo largo del perfil del suelo (Méndez Prieto et al., 2009). Un ingreso importante de Cd
proviene de la aplicacién sobre el suelo de fertilizantes a base de fosfatos contaminados con
este metal (Roberts, 2014). En este medio, el Cd es absorbido por las plantas, debido a su

semejanza con el Zn, y asi ejerce su accidn toxica.

El Cd y sus compuestos se encuentran clasificados como carcinégenos para humanos vy
debido a su toxicidad se encuentra sujeto a una de las legislaciones mds severas en términos

ambientales y de salud humana (IARC, 2012).

El Pb es un metal no esencial que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza.
Estd presente en un gran nimero de minerales, siendo la forma mas comun el PbS. También
son comunes, aunque en orden decreciente, la cerusita (PbCOs) y la anglesita (PbSOa).
Debido a su carga y tamafo, puede sustituir al Ca y acumularse en los tejidos dseos

(Fergusson, 1990).

En ambientes naturales, los animales pueden absorber Pb por inhalacién o ingestion; si la
absorcion es lenta, la excrecidn lo es aun mds, de manera que el Pb tiende a acumularse. Su
presencia en el ambiente se debe principalmente a las actividades antrépicas como la
industria de fabricacién de anticorrosivos, pinturas y esmaltes, la mineria, la fundicién, y

como constituyente de baterias de automotores.

Los niveles de Pb en el suelo pueden tener una influencia importante sobre la salud humana
y animal (Thornton et al., 1990). Sin embargo, no todo el Pb del suelo presenta el mismo
grado de movilidad o biodisponibilidad. La distribucidn quimica del Pb en el suelo depende
del pH, de la mineralogia, de la textura, del contenido en materia organica asi como de la

naturaleza de los compuestos de Pb contaminantes (Méndez Prieto et al., 2009).

En cuanto a valores de estos metales en el ambiente terrestre, se han encontrado
concentraciones relativamente altas de Cd (> 1 mg kg') en suelos cercanos a fabricas de
fundiciones y en otras areas industrializadas (WHO-IARC, 2006). En nuestro pais, los datos
cualitativos y cuantitativos del contenido de metales pesados en los suelos son escasos.

Estudios de metales pesados en suelos pampeanos de uso agricola de la provincia de Buenos
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Aires reportaron que para el afio 1975 la concentracién de Pb varié entre 6-12 mg kg?
(Romieu et al., 1997). En estudios mas recientes, Giuffré et al., (2012) encontraron que en
suelos de zonas urbanas y periurbanas de uso horticola de la provincia de Buenos Aires el
valor maximo de Pb fue de 676 mg kg*, mas elevado que el valor guia establecido por la Ley
de Residuos Peligrosos N° 24051 (1993) para este metal (375 mg kg?). Asimismo,
investigaciones realizadas por Roca, (2015) en suelos pampeanos de uso agricola de Azul
(provincia de Buenos Aires) revelaron que la mayoria de las muestras analizadas
presentaban altos niveles de Cd en relacion a los valores de fondo previamente
determinados. En las zonas mas contaminadas se encontraron niveles elevados de Pb y Cd,

entre otros metales pesados.

2.2 Pesticidas organofosforados: Clorpirifos

Los compuestos organofosforados (OPs) fueron sintetizados por primera vez en la década
de 1820, sin embargo, la actividad insecticida de estos compuestos se evidencié muchos
afios mas tarde cuando, en el afio 1932, se describieron por vez primera los efectos nocivos
de los OPs sobre los seres vivos (Carod Benedico, 2002; Delfino et al., 2009). Este hecho,
préximo al comienzo de la Segunda Guerra Mundial, desperté el interés para el desarrollo
de potenciales gases de guerra, lo cual trajo aparejado un incremento en los recursos
destinados al disefio de nuevas moléculas. Se le atribuye al quimico aleman Gerhard
Schrader el conocimiento de la estructura general de los compuestos OPs
anticolinesterasicos, la sintesis del primero (Bladan, conteniendo tetraetilpirofosfato, TEPP,
como principio activo), introducido en el mercado en 1944 y por sintesis de uno de los OPs
mas conocidos, paration, en el mismo afio (Klassen et al., 2013). Posteriormente, surgieron
el malation (1952), el diazinén (1953) y el clorpirifos (1965). Desde entonces, cientos de
compuestos OPs se han desarrollado y comercializado en todo el mundo (Carod Benedico,
2002; Blair et al., 2015).

Los plaguicidas OPs, o sus metabolitos activos, son inhibidores de serina esterasas, entre
ellas la AChE, una enzima presente en el sistema nervioso de mamiferos y de invertebrados,

con la consecuente acumulacién de acetilcolina en sinapsis nerviosas. Estos plaguicidas
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presentan una estructura bdasica, generalmente ésteres, amidas o tioles derivados del acido
fosfdrico (Fig. 8). R1 y R2 son generalmente grupos alcoxi, alquilamino o tioderivados. El
grupo X (“grupo saliente”), un grupo acilo unido al P a través de una unién de tipo -O- o0 -S-,
es un grupo electrofilico, muy labil a la hidrélisis alcalina. Cuando el &tomo que se une al
fésforo con doble enlace es un oxigeno, los compuestos resultantes (oxones) son buenos

inhibidores de las colinesterasas.

O (or S)

H,\ p/
FE/ \x

Fig. 8. Estructura general de los plaguicidas organofosforados.

Los fosforotioatos (P=S), son pobres inhibidores de las colinesterasas (ChEs), pero son
bioactivados a sus andlogos oxigenados (P=0) por desulfuracién oxidativa, cuando son
ingeridos o absorbidos por los animales, resultando en un aumento de la toxicidad (Fukuto,

1990; Jokanovic y Stepanovic Petrovic, 2016).

2.2.1 Propiedades fisico-quimicas del clorpirifos

El clorpirifos (CPF) (Fig. 9) es un insecticida y acaricida de amplio espectro, no sistémico,

usado tanto para controlar plagas presentes en cultivos asi como para uso hogarefio.

Cl x 'CIS
I N O _-CH;
e PR
Cl N \b

CHs

Fig. 9. Estructura quimica del clorpirifos.
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En la Tabla 2 se presentan algunas de las propiedades fisico-quimicas del CPF. Su persistencia
es considerada corta en los cultivos, sin embargo en el suelo puede permanecer varias
semanas (World Health Organization, 2015). Es uno de los insecticidas OPs mas utilizados en
Argentina. Se lo emplea para el control de plagas en la produccién de frutas, hortalizas,
cereales y plantas ornamentales. La aplicacion se realiza mediante pulverizacion foliar o
aplicacion directa al suelo. Adicionalmente, es utilizado para el control de termitas y
hormigas en productos maderables y para el control de pulgas, garrapatas y piojos en la
produccién ganadera. El uso residencial del CPF fue prohibido en Estados Unidos en el afio
2001, quedando restringida su aplicacidon a los sectores rurales (Cocca et al.,, 2016). En
nuestro pais, la Administracion Nacional de Alimentos, Medicamentos y Tecnologia Médica
(ANMAT), por Disposicion 2659/2008, prohibiéd el uso del principio activo CPF en
formulaciones de productos desinfectantes domisanitarios, a excepcién de cebos

matacucarachas que posean cierre a prueba de nifos.

Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas del clorpirifos

Nombre comun Clorpirifos
Nombre IUPAC 0,0-Dietil-0-(3,5,6-tricloro-2-piridil)

fosforotioato

Peso Molecular 350.6 g/mol
Punto de fusion 42-43,5 °C
Punto de ebullicién >300°C
Presion de vapor 1,87 x 10° mmHg a 25 °C
Solubilidad en agua 0,0014 g/La25°C
Coeficiente de Particion Octanol/Agua (log Kow) 4,70

(Adaptado de http://npic.orst.edu/factsheets/archive/chlorptech.html).

El CPF tiene una fuerte tendencia a ser adsorbido por la materia orgdnica del suelo,

previniendo su lixiviacidn hacia aguas subterraneas. Se degradada por la exposicién a luz UV,
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por la hidrdlisis quimica y por accidon de microorganismos. Con el aumento del pH del suelo,
la persistencia del CPF disminuye debido a la predominancia de la hidrélisis alcalina abiética

(Baskaran et al., 1999).

Tiene una baja solubilidad en agua y su liposolubilidad hace que atraviese facilmente las
barreras bioldgicas (piel, mucosas), incluyendo la barrera hematoencefalica (World Health

Organization, 2015).

2.2.2 Mecanismo de accion

El modo de accién del CPF es similar para organismos blanco y no-blanco. Sin embargo, su
nivel de toxicidad en invertebrados no parece ser similar al de vertebrados, y requiere ser
estudiado. El principal blanco es la enzima AChE, responsable de la destruccién y terminacién
de la actividad bioldgica del neurotransmisor acetilcolina, produciendo una acumulacion de
dicho neurotransmisor en las terminales nerviosas colinérgicas. Esto da como resultado
alteraciones en el funcionamiento normal del sistema nervioso y eventualmente la muerte
(Klassen et al., 2013). Los insecticidas OPs son considerados funcionalmente inhibidores
irreversibles de la AChE dado que el tiempo necesario para liberar a la enzima de la inhibicion
puede ser mucho mayor al tiempo requerido para la nueva sintesis de la enzima. Los OPs se
unen a través del P electrofilico a un residuo de serina en el sitio activo de la enzima,
impidiendo de esta manera su accion sobre el sustrato fisiolégico. Las velocidades de la
reaccion de fosforilacidn de la AChE por las formas oxénicas de los OPs, que usualmente son

muy rapidas, indican la afinidad de la enzima para un determinado OP (Klassen et al., 2013).

Las carboxilesterasas (CES) son una familia de enzimas que catalizan la hidrélisis de ésteres
carboxilicos mediante la adicidon de agua (Wheelock et al., 2005). Las CES junto con la AChE
pertenecen a una gran familia de proteinas llamadas a/B-hidrolasas y comparten el mismo
mecanismo catalitico como serina proteasas (Sogorb et al., 2004). Estas enzimas cumplen un
rol importante en el metabolismo y detoxificacién de muchos xenobidticos, incluidos
pesticidas. En particular, las CES participan en la detoxificacién de pesticidas de dos maneras:

a) por hidrélisis de uniones éster (carbamatos, piretroides y OPs que contienen este tipo de
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unién) (Wheelock et al., 2008) y b) por union de OPs y carbamatos en el sitio activo de la
enzima produciendo su inhibicién (Maxwell, 1992). Al igual que las ChEs, las CES son B-
esterasas porgue son inhibidas por OPs (Aldridge, 1953), por lo que también son utilizadas
en estudios ambientales de exposicién a pesticidas OPs. Se ha sugerido que en muchas
especies acuaticas vy terrestres, el monitoreo combinado de las actividades de las CES y la
AChE puede proporcionar informacién mas util de la exposicién a OPs que la medicion de la

AChE solamente (Wheelock et al., 2005).
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3 Las lombrices terrestres como organismos bioindicadores

Un organismo bioindicador se puede definir como una especie o grupo de especies que
reflejan facilmente el estado de un ambiente (Hodkinson y Jackson, 2005). Proporciona
informacién sobre las condiciones ambientales de su habitat ya sea por su presencia o

ausencia y su comportamiento (Van Gestel y Van Brummelen, 1996).

Los organismos del suelo juegan un rol crucial en el ecosistema, por su participacion en el
ciclo geoquimico de los elementos y en el suministro de nutrientes a las plantas. En la
seleccion de especies bioindicadoras terrestres, a menudo se consideran las siguientes
caracteristicas: la sensibilidad toxicoldgica, la facilidad de cria y mantenimiento de los
cultivos en laboratorio, reproducibilidad de los resultados en ensayos intra e inter

laboratorios y la tasa reproductiva (Gong y Perkins, 2016).

Particularmente, las lombrices de tierra cumplen un rol vital en los suelos debido a su
contribucién en procesos complejos como la incorporacién y descomposicién de materia
orgdnica, el ciclo de nutrientes y el desarrollo y mantenimiento de la estructura del suelo.
Estas caracteristicas, entre otras, las convierten en excelentes organismos bioindicadores de
la “salud” del suelo. Su importancia radica no sélo en el efecto directo sobre el suelo, sino
también en que son importantes reguladores de la actividad microbiana (Coleman et al.,
2017). Es asi que se han constituido en uno de los grupos mas adecuados para evaluar la
calidad del suelo, sumado a la alta sensibilidad que presentan frente a los cambios del
entorno edafico (Edwards y Bohlen, 1996; Reinecke y Reinecke, 2004). Ademds, son
organismos faciles de manipular, tienen gran distribucidn terrestre y tienen la capacidad de

acumular grandes cantidades de contaminantes tanto organicos como inorganicos.

Caracterizadas funcionalmente como importantes “ingenieras del ecosistema edafico”, las
lombrices de tierra son capaces de modificar el suelo a través de sus actividades mecanicas.
Al mismo tiempo, producen estructuras fisicas a través de las cuales pueden modificar la
disponibilidad o accesibilidad de un recurso para otros organismos (Jouquet et al., 2006).
Cuando las lombrices se entierran en el suelo crean galerias, tuneles o macroporos de

diversos tamafios, profundidades y orientaciones dependiendo de la especie y tipo de suelo.

~25~



Introduccion

El didmetro de estas galerias o tluneles tiende a ser similar al de las lombrices que los
produjeron (Coleman et al., 2017). Estos macroporos, que resultan estables pueden tener
un rol en la infiltracién de agua y en el transporte de solutos por el suelo. Ademas, las
lombrices son presa importante para muchos organismos superiores y proveen una ruta a
través de la cual los contaminantes se transfieren a niveles mas altos en la cadena tréfica.
Constituyen el principal componente del ecosistema suelo y son susceptibles a la accion de
xenobidticos, cuyos efectos pueden sentirse a nivel de especie, poblacidon y comunidad

(Edwards y Bohlen, 1992; Paoletti, 1999).

Las lombrices de tierra tales como Lumbricus spp. y Eisenia spp. han sido consideradas entre
los mejores bioindicadores para el monitoreo de la “salud” de los ecosistemas terrestres
(Hirano y Tamae, 2011), debido a su papel esencial en la pedogénesis y la estructura del
suelo, la fertilidad y la cadena alimentaria terrestre (Edwards, 2004). Por lo tanto, las
lombrices de tierra juegan un papel importante en la ecotoxicologia terrestre y se utilizan
ampliamente para evaluar el riesgo ambiental y la toxicidad quimica, tanto en estudios de

laboratorio como de campo (Sanchez-Hernandez, 2006).

3.1 Clasificacion

Desde el punto de vista ecoldgico, las lombrices de tierra pueden dividirse en tres grandes
categorias basadas en su comportamiento, su alimentacién y su microhabitat en el suelo.

(Bouché, 1977; Edwards y Bohlen, 1996; Brown et al., 2000) (Fig. 10):

- EPIGEAS: viven sobre la superficie del suelo, se alimentan de materia orgénica y
producen humus. Los peligros a los que estan expuestas son depredacion,
inundaciones, baja temperatura, incendios, escasez de comida. Estos peligros les hizo
desarrollar una serie de adaptaciones para sobrevivir como: alta reproduccién para
compensar las pérdidas poblacionales, buen apetito para aprovechar al maximo las
ocasionales fuentes de comida (hojas secas, estiércol), capullos resistentes para

preservar los huevos del desecamiento.
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- ENDOGEICAS: viven dentro del suelo, cavan galerias horizontales y, comen y defecan
tierra. Se alimentan de productos que eliminan las raices y materia organica
arrastrada hacia la profundidad por las lluvias o por otros gusanos e insectos. Al

evolucionar en un medio mas estable su tasa de reproduccién es baja.

- ANECICAS: viven dentro del suelo, cavan galerias verticales y durante la noche suben
a la superficie del suelo alimentandose de materia organica. Essin duda el grupo mas
conocido y estudiado. Cavan galerias en forma de "U" donde pasan la mayor parte
del tiempo. Por las noches se asoma a mordisquear restos vegetales arrastrandolos

al fondo para devorarlos junto con particulas de tierra.

Epigeicas

- comen
hojarasca
-pigmentadas
-pequeiias

- Endogeicas
Anécicas -se alimentan de suelo
-se alimentan de suelo y -no pigmentadas
Ilo.jamsca -tineles horizontales
-tineles verticales - tamaiio variable
- pigmentadas
- gran tamaiio

Fig. 10. Principales caracteristicas de las distintas clases de lombrices terrestres (adaptado de
Coleman et al., 2017).

Las lombrices anécicas cumplen un papel muy importante en la aireaciéon vy
acondicionamiento del suelo (desmenuzamiento, neutralizacion del pH, aporte de
bacterias), dejando esos tipicos monticulos que pueden confundirse con hormigueros (Zirbes

et al.,, 2012).
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Estos tres grupos se reparten los recursos disponibles. La alimentacion de las lombrices
epigeas es casi exclusivamente orgdnica, con las endogeicas la relaciéon se invierte: la mayor
parte de lo que ingieren es de origen mineral. Mientras que las anécicas tienen una dieta

combinada.

3.2 Aspectos basicos de la biologia y ecologia de lombrices

Las lombrices son organismos de cuerpo blando y segmentado (Fig. 11). En general el cuerpo
podria esquematizarse como un tubo dentro de otro tubo, constituyendo el tubo externo el
cuerpo propiamente dicho y funcionando el tubo interno como canal alimentario (Coleman

et al.,, 2017).

En la Fig. 12 se puede observar el corte transversal del cuerpo de la lombriz de tierra. La

pared del cuerpo estd constituida de afuera hacia dentro por:
e una cuticula (ldmina muy delgada, generalmente de color marrén brillante).

e Una epidermis (epitelio simple con células glandulares que producen una secrecion

mucosa).
e Capas musculares (dos, una circular externa y una longitudinal interna).

e Peritoneo (una capa mas interna que limita exteriormente con el celoma de la

lombriz).

e El celoma (una cavidad que contiene el fluido celdmico, se extiende a lo largo del

animal y envuelve el canal alimentario).

En ejemplares adultos puede observarse un engrosamiento en el extremo anterior del
animal, que recibe el nombre de clitelo. Se trata de un area glandular mas o menos amplia,
en forma de anillo completo, que abarca un nimero determinado de segmentos contiguos
(de dos a varias decenas). Esta area glandular no es visible durante toda la vida del animal,
ya que se desarrolla cuando la lombriz alcanza la madurez sexual y/o en los periodos
reproductivos. Su funcion esta relacionada con la reproduccion e interviene tanto en la unién

de los individuos durante el apareamiento (mediante la secrecion de moco), como en la
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formacién del cocén, capullo que contiene los huevos fecundados, y en la elaboracién de los

fluidos que van a nutrir los huevos de su interior.

Esdfago

Organos
reproductores
masculinos 4

g/— Molleja

- Organos
Corazones _S} reproductores

Ganglios cerebrales —& 7,

Boca

Yaso sanguineo ventral
Yaso

sanguineo
dorsal

Vaso sanguineo segmentario

Ganglio
segmentario

Nervios segmentarios

Fig. 11. Anatomia de la lombriz de tierra (obtenido de Enciclopedia Encarta 2009).

capa
muscular
capa longitudinal vaso
muscular sanguineo
circular

CELOMA

érgano N
excretor W intestino
pares de
cerdas
. vasos
corddn nervioso sanguineos

Fig. 12. Corte transversal del cuerpo de la lombriz de tierra
(obtenido de http://www.biologia.edu.ar/animales/celomados%201.htm).
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3.3 Sistemas y aparatos de las lombrices

Canal alimentario

El suelo y la materia orgdnica particulada ingresan por la boca en el extremo anterior de la
lombriz, pasando luego a través de la faringe hacia el eséfago. El resto del canal alimentario
consiste en intestino y ano. Digieren la materia nutritiva presente en el suelo y depositan los

restos en la superficie o en galerias o tuneles (Coleman et al., 2017).

Respiracion

Las lombrices carecen de sistema respiratorio organizado, la respiracion ocurre a través de
la piel. Una capa acuosa superficial actia como los alvéolos humanos, en ella se disuelven
los gases antes de ser transportados a la sangre. Las lombrices carecen de la capacidad de

mantener su temperatura corporal constante (Storer, 1979).

Sistema nervioso

Las lombrices poseen un ganglio suprafaringeo, desde donde se extiende el cordén nervioso
ventral. A partir de éste se desprenden nervios laterales formando una red neuronal local en
cada segmento (Edwards y Lofty, 1977; Storer, 1979). Ademas, poseen un sistema nervioso
entérico, dentro de la pared del intestino. Las sinapsis son mas simples que las de

vertebrados, pero esencialmente funcionan de manera similar.

Musculatura

Las cerdas que tienen a los lados del cuerpo les sirven de gran ayuda en sus movimientos. El
sistema muscular consiste en una serie de fibras externas circulares o transversas de
musculo, que rodean el cuerpo, y una serie interna de fibras musculares longitudinales que

sirven para mover las cerdas (Martin et al., 1999).
Aparato circulatorio

El aparato circulatorio estd formado por un vaso sanguineo dorsal prominente y cuando

menos cuatro vasos sanguineos ventrales, que recorren de forma longitudinal el cuerpo y
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estdn conectados entre si a intervalos regulares por medio de una serie de vasos
transversales. El vaso dorsal estd equipado con valvulas y es el verdadero corazén. No
obstante, el bombeo de la sangre se produce sobre todo por movimientos musculares

generales (Edwards y Lofty, 1977).

Excrecion

Cada segmento de la lombriz posee un par de estructuras tubulares, los nefridios, que le
permiten excretar los desechos del fluido celémico a través de poros nefridiales o
nefridioporos. Este fluido contiene diversos tipos de células denominadas celomocitos:
baséfilos, aciddfilos, neutrofilos, granulocitos y cloragégenos (cloragocitos), que estan
relacionados con el sistema inmune de la lombriz. Los celomocitos remueven los desechos
por fagocitosis y los depositan en el fluido celdmico para su excrecion (Storer, 1979). No
todos los desechos son excretados por los nefridioporos, algunos se eliminan con mucus a
través de la pared del cuerpo. Estas secreciones sirven como revestimiento para los tuneles

que forman las lombrices (Edwards y Lofty, 1977).

Reproduccion

Las lombrices son hermafroditas, todos los individuos presentan érganos reproductivos
masculinos y femeninos (testiculos, ovarios y estructuras asociadas). Un intercambio mutuo
de esperma ocurre entre dos organismos durante el apareamiento (Fig. 13). Los
espermatozoides y dvulos maduros se depositan en capullos (cocones, formado por células
mucosas) producidos por el clitelo. Los dvulos son fertilizados por las células espermaticas
dentro del cocdén, que luego son liberados y se depositan en el suelo. Cada cocdn contiene
entre tres y veinte huevos fecundados. Los dvulos fecundados eclosionan después de

aproximadamente tres semanas (Storer, 1979; Martin et al., 1999; Coleman et al., 2017).
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formacién del cocodn
-”1"'"'"'- _~ enelclitelo
I "w\‘

.
f

/4
/

Fig. 13. Reproduccion de lombrices (adaptado de Coleman et al., 2017).

3.4 Lalombriz de tierra Eisenia andrei

Entre todas las especies de lombrices, Eisenia andrei (Fig. 14) es uno de los organismos
estandar mas usados en ecotoxicologia terrestre (OECD, 1984; ISO, 2012a). Dentro de las
ventajas que presenta esta especie, esta la facilidad con que se pueden criar en el laboratorio
y el hecho de que se cuenta con una extensa base de datos sobre los efectos que en ellas
producen numerosas sustancias quimicas. La lombriz E. andrei, conocida también como
lombriz del compost, pertenece al phylum Annelida, clase Clitellata, subclase Oligochaeta,
orden Haplotaxida, superfamilia Lumbricoidea, familia Lumbricidae. Por su distribucion
poblacional en el suelo, se la considera epigea, ya que suele encontrarse en las capas

superiores (Storer, 1979).
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Su principal caracteristica morfoldgica es la presencia de segmentos externos e internos en
su cuerpo, es hermafrodita y cuando es adulta se observa una protuberancia epidérmica
denominada clitelo, en el que se forman los capullos en los cuales son depositados los
huevos. Esta especie se desarrolla bien en suelos de pH de 5 a 7, y a temperaturas de 20 a
28 °C. E. andrei es también un organismo de facil manejo en el laboratorio ya que no contrae
enfermedades, tiene un ciclo reproductivo corto (alcanza su madurez sexual en
aproximadamente 2 meses) y es extremadamente prolifica (deposita cada 7 a 10 dias un
cocon con un contenido que fluctia entre 2 y 20 embriones) (Santamaria, 1996). Esta
importante funciéon puede ser afectada por la presencia de sustancias quimicas y/o

contaminantes en el suelo (Campos Verona, 2013).

Fig. 14. Lombriz Eisenia andrei (obtenido de https://ect.de/standardisation/oecd-activities/).
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4 Hipotesis y Objetivos

4.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Las hipodtesis planteadas fueron:

1.
2.

Las NPs pueden alcanzar sistemas terrestres.

Las NPs pueden ejercer efectos deletéreos a nivel ecotoxicolédgico y a la vez influir
en el destino ambiental de otras sustancias quimicas presentes y/o contaminantes.
Algunas NPs pueden afectar la biodisponibilidad y bioacumulacién de otras

sustancias quimicas contaminantes.

4.2 OBIJETIVO GENERAL

En base a los antecedentes detallados, el objetivo general del presente trabajo consistié en

evaluar los efectos téxicos de NPs sintéticas, especificamente NPs de goethita, y su influencia

en el destino y efectos tdéxicos de contaminantes orgdnicos y metalicos en sistemas

terrestres.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

=

Caracterizar fisico-quimicamente a las NPs.
Investigar aspectos relacionados con la toxicocinética de las NPs, especialmente su

absorcién y eliminacién en el organismo seleccionado (lombrices Eisenia andrei).

Investigar la posible ocurrencia de efectos deletéreos sobre los mecanismos de

defensa antioxidante de E. andrei expuestas a NPs.
Investigar posibles efectos neurotdxicos en lombrices expuestas a NPs.

Investigar la interaccién de las NPs con otras sustancias quimicas contaminantes, que
pueden encontrarse en los suelos, ya sean de naturaleza metdlica (Cd, Pb) u orgdnica

(pesticida organofosforado).

~34~



[I. Materiales y Métodos ‘




Materiales y Métodos

5 Organismos utilizados en los bioensayos

Para los bioensayos se utilizaron lombrices pertenecientes a la especie Eisenia andrei. De
acuerdo con lo sefialado en la Introduccion, diversas organizaciones de estandarizacion
internacionales han seleccionado a esta especie como organismo apropiado para el

monitoreo de sistemas terrestres (OECD, 1984; I1SO, 2012a).

Para el cumplimiento de los objetivos planteados en este trabajo, fue de suma importancia
contar con animales de experimentacién confiables en cuanto a su estado de salud y
capacidad de respuesta. Las lombrices utilizadas pertenecen a una colonia que se mantiene
desde 1997 en los laboratorios de Toxicologia y Quimica Legal, FCEN-UBA, en condiciones
controladas de temperatura y humedad (22 + 2 °C, 85% de humedad). Se las alimenta

peridodicamente con materia organica estable (Casabé et al., 2007).

En todos los bioensayos realizados se utilizaron lombrices adultas, con el clitelo desarrollado,
de al menos 3 meses de edad, con un peso individual de 300-500 mg (OECD, 1984). Previo a
los ensayos, las lombrices se depuraron 24 h sobre papel de filtro humedo, para permitirles

evacuar su contenido gastrointestinal.

6 Nanoparticulas utilizadas

Se trabajo con una suspensién comercial conteniendo 20% (p/v) de NPs de goethita (nimero
de producto: 720704, Sigma-Aldrich, Argentina). Segun especificaciones del fabricante el
rango nominal de tamano de particula es menor a 100 nm y el pH de la suspension se

encuentra en el rango de 3,4-4,0.

La caracterizacién de las NPs de goethita se realizé por microscopia de barrido electrénico
(SEM) (Carl Zeiss modelo NTS- Supra 40, Alemania; Centro de Microscopia Avanzada, FCEN-
UBA) paralelamente a un andlisis de energia dispersiva de rayos X (EDX) para determinar
semi-cuantitativamente la composicién elemental de las mismas. Estas especificaciones
fueron confirmadas, ademas, por microscopia de transmisién electrénica (TEM) (Gigena et

al., 2016).
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Para los bioensayos, las suspensiones de trabajo se prepararon por dilucién en agua
bidestilada de la suspensiéon comercial sonicada por 30 min. El pH de las suspensiones se

encontraba entre 3,5-4.

A modo de comparacién, se trabajé ademas con goethita no-nano de origen comercial
(numero de producto: 71063, Sigma-Aldrich, Argentina). Las suspensiones para los

bioensayos se prepararon de la misma forma que para goethita nano.

7 Bioensayos de exposicidn

7.1 Exposicion en papel

Se desarrollé una metodologia por adaptacién de la Norma OECD 207 (OECD, 1984). Este tipo
de ensayos permite estudiar efectos por exposicién superficial. Las lombrices se colocaron en
viales de vidrio recubiertos con papeles de filtro Whatman N2 1 de 60 cm?, impregnados con
las sustancias a evaluar. Los papeles fueron secados bajo campana (Fig. 15) antes de
disponerlos en viales. Se colocé una lombriz por vial adicionando 1 mL de agua bidestilada
para mantener la humedad. Cada vial se tapd con una tela de nylon para permitir la entrada
de oxigeno. Los viales se colocaron en posicion horizontal para forzar a la lombriz a tener
contacto con el papel, y se mantuvieron en oscuridad durante el periodo de exposicidn, en

un ambiente climatizado a 22 + 2 °C.

Paralelamente, los organismos controles fueron expuestos a papeles de filtro humedecidos
solo con 1 ml de agua bidestilada. Al término de los bioensayos, los organismos fueron
lavados 3 veces con agua bidestilada y pesados. Las lombrices destinadas a determinaciones
bioquimicas fueron almacenadas a -70 °C hasta su procesamiento. Los anélidos destinados a
estudios de incorporacion de goethita y metales fueron sometidos a una destruccion de

materia orgdnica por via hUmeda.
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7.2 Exposicién a Suelo Artificial (SA)

El SA ha sido utilizado en numerosos estudios ecotoxicoldgicos. Es un sustrato ideal para
tener un enfoque mas real de la exposicién de los organismos del suelo a los compuestos
seleccionados.

En nuestro laboratorio, el SA fue preparado segin métodos estandarizados por la agencia
ambiental de Canada (Environment Canada, 2007). Basicamente, su composicidn consistié en
70% (p/p) de arena industrial de cuarzo (conteniendo mas del 50% en peso de las particulas
con un tamafo de 0,05-0,2 mm), 20% (p/p) de caolin (conteniendo no menos del 30% (p/p)

de arcilla coloidal de caolinita) y 10% turba de sphagnum, sin remanente de plantas visible.

A esta mezcla se le agreg6 0,3-1% (p/p) de CaCOs grado analitico, pulverizado, hasta obtener
un pH inicial de 6,0 + 0,5. El pH se determind en una suspensién 1: 5 (suelo: agua bidestilada,
p/v) después de agitar vigorosamente durante 5 min y esperar al menos 2 h de acuerdo a la

norma ISO 10390 (ISO, 2005).

Los componentes secos del suelo se mezclaron utilizando una procesadora eléctrica,
preparando siempre cantidades de suelo suficientes para completar un experimento en su
totalidad. Los suelos se pasaron por un tamiz de 2 mm, se secaron a 105 2Cy se almacenaron

hasta su utilizacion.

Al iniciarse los ensayos, el contenido de humedad se ajustd entre 40-60% de la capacidad de
retencion acuosa (CRA, cantidad de agua que retiene el suelo después de saturacion
completa, en porcentaje de masa seca) segun la norma ISO DIS 11268-2 (ISO, 2012b) e IRAM
29121-1 (IRAM, 2017). Durante los ensayos, el contenido de humedad del suelo se mantuvo
constante mediante el agregado de agua destilada. También se controlé que el pH se
mantuviera constante al principio y al final de los mismos. Las lombrices seleccionadas se
aclimataron previamente durante 1-3 dias en SA. Los ensayos se llevaron a cabo bajo ciclos
controlados de luz-oscuridad (16 h/8 h), a 22 + 2 °C. Los organismos controles fueron

expuestos al SA humedecido sélo con agua bidestilada.

Al terminar los bioensayos las lombrices se colocaron individualmente en cajas de Petri con

papel de filtro humedecido con agua destilada por 24 h para que depuraran su contenido
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gastrointestinal. Luego fueron pesadas y sometidas a una destrucciéon de materia organica

por via himeda.

7.3 Bioensayos con 2-cloroacetamida

El bioensayo con 2-cloroacetamida sirve como una referencia para determinar que la
sensibilidad de los organismos utilizados no ha cambiado de manera significativa. Por ello, la
susceptibilidad de la poblacién se controld periédicamente determinando la Clsg de 2-
cloroacetamida en papel, tal como lo recomiendan los protocolos de la Organizacién para la
Cooperacién Econémica y Desarrollo (OECD, 1984). Se expusieron lombrices (10 individuos
por nivel de exposicién) a distintas concentraciones de 2-cloroacetamida (1, 2 y 4 ug cm=)
por 72 h. Los organismos controles fueron expuestos a papeles de filtro humedecidos solo
con 1 ml de agua bidestilada. Al término de los mismos se registré la mortalidad, y se calculd

La CLsp mediante el programa EPA Probit Analysis Program (versién 1.5).

8 Exposicidn de lombrices E. andrei a NPs de goethita
8.1 Ingreso de NPs de goethita
8.1.1 Bioensayos en Papel

Para investigar la incorporaciéon de NPs en E. andrei por via superficial (a través de los
epitelios), las lombrices (n = 6) se expusieron durante 24, 48 y 72 h a 50 ug cm2de NPs de

goethita, segln lo descripto en 7.1.

Fig. 15. Impregnado de papeles con NPs de goethita.
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Adicionalmente, se investigd la incorporacién de goethita no-nano. Para ello, las lombrices
(n = 6) se expusieron 72 h a papeles de filtro impregnados con 50 ug cm de goethita no-
nano. La solucién de trabajo se preparo de la misma forma que para nano goethita. Al finalizar
el ensayo, los organismos se sometieron a una destruccion oxidativa de la materia organicay
posterior medicién de los niveles de hierro por espectroscopia de absorcién atdmica de

acuerdo a lo descripto en 8.1.3.

8.1.2 Bioensayo en Suelo Artificial

Para investigar la incorporacién de NPs en E. andrei simultdneamente por las vias de ingestion
y contacto superficial, los organismos se expusieron a un SA, al cual se le adicionaron distintas
suspensiones de nano-goethita de manera que la concentracién final resultara igual a 10, 100
y 1000 pg NPs g! peso seco, de acuerdo a lo descripto en 7.2. Se utilizaron potes de 200 mL
conteniendo 100 g de SA adicionado con las NPs y se dispusieron cuatro organismos por pote
(Fig. 16). Se realizaron 3 réplicas por cada nivel de NPs. El tiempo de exposicion fue de 10 y

28 dias.

Fig. 16. Exposicion de E. andrei a NPs de goethita en suelo artificial.

~40~



Materiales y Métodos

8.1.3 Ingreso de NPs de goethita. Analisis de los niveles de hierro

Al término de los bioensayos, cada lombriz fue colocada individualmente en tubos de vidrio
de borosilicato de 25 mL de capacidad conteniendo 5 mL de HNOs concentrado por g de tejido
y digerida durante 8 h a 100 2C para proceder a la destruccién de la materia organica. Para el
blanco de reactivo se colocaron en un tubo 5 mL de HNOs concentrado y se procedié de igual
manera. Terminado este proceso, el residuo fue filtrado por papel de filtro y transferido a un
tubo graduado. El volumen final fue llevado a 5 mL con solucién de HNO3 1% (v/v). Las
muestras se analizaron por espectrometria de absorcidn atémica (AAS) en un equipo 575 AA
Varian, utilizando una llama de aire-acetileno y una lampara de deuterio para corregir el ruido
de fondo. Los valores de concentracién del metal fueron expresados en microgramos de

hierro por gramo de tejido (peso hiimedo). El limite de deteccidn fue de 0,10 pg Fe g™

Todo el material de vidrio fue prelavado con una mezcla conteniendo 5% de HNOs (v/v) y

5% de HCI (v/v) por al menos 24 h y luego enjuagado con abundante agua destilada.

Previo a los bioensayos se determinaron las condiciones éptimas para cuantificar los niveles
de Fe en los oligoquetos. Se colocaron lombrices E. andrei provenientes del cultivo (n = 3) en
tubos de vidrio de borosilicato y se adicioné una concentraciéon conocida de NPs de goethita.
Seguidamente, se procedid a la digestion con HNOs concentrado por 8 h a 100 2C para su
posterior medicién por AAS. Este tratamiento demostro ser efectivo ya que la recuperacién

de Fe fue de 98 + 12%.
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8.2 Investigacion de parametros relacionados con procesos de estrés
oxidativo

Se midieron biomarcadores enzimaticos y no enzimaticos en lombrices (n = 5) expuestas a
papeles de filtro impregnados con suspensiones de NPs de goethita (50 ug cm) a distintos

tiempos (24, 48 y 72 h).

Para las determinaciones enzimaticas, al término de los bioensayos los organismos fueron
homogeneizados (1:3 p/v) en buffer Tris 100 mM, pH 7,5. Los homogenatos se centrifugaron

a 9.000 x g x 30 min (4 °C) y los sobrenadantes se utilizaron como fuente de enzimas.

Para medir los niveles de glutatién oxidado (GSSG) y reducido (GSH), las lombrices
provenientes del bioensayo se homogeneizaron (1:7 p/v) en buffer Tris 100 mM, EDTA 5 mM
(pH 8): acido fosfdrico (25%) (en una proporcidn 3,75:1). El acido fosférico se utilizé como
agente precipitante de proteinas. Los homogenatos se centrifugaron a 9.000 x g x 30 min

(4 °C), y los niveles de GSH y GSSG se midieron en el sobrenadante (ver seccién 8.2.3).

Las proteinas se determinaron por la técnica de Lowry et al., (1951) utilizando seroalbumina

bovina como estandar.

8.2.1 Actividad de Catalasa

La actividad de la enzima CAT se determind utilizando el método descripto por Saint-Denis et
al., (1998) el cual mide la variaciéon de absorbancia a 240 nm debida a la dismutacién del H,0>
a través del tiempo. En celdas de cuarzo de 1 cm de paso éptico en un espectrofotdmetro
doble haz se colocaron: 960 pl de H,0, en buffer Tris 100 mM pH 7,5 y 40 pl de la fuente
enzimatica diluida (1:10 en buffer Tris 100 mM pH 7,5). Como blanco de reaccién se utilizaron
2 ml de buffer. Las determinaciones se realizaron por duplicado, a pH 7,0 y 25 °C, y con la

concentracion de H,0; dentro del rango 9,2 a 10,3 mM.

La velocidad de desaparicién de H;0; es proporcional a la cantidad de CAT contenida en la
muestra (coeficiente de extincion € = 0,04 mM* cm™). Los resultados se expresaron como

pmoles por minuto por mg de proteina.
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8.2.2 Actividad de Glutation S-transferasa

Se empled el método descripto por Habig et al., (1974) que mide los cambios de absorbancia
a 340 nm, cuando se usa clorodinitrobenceno (CDNB) y GSH como sustratos. En celdas de
cuarzo de 1 cm de paso 6ptico en un espectrofotémetro doble haz se colocaron: buffer
fosfato 100 mM pH 6,5; 10 ul de la fuente enzimatica; 50 ul de GSH 50 mM y 20 ul de CDNB
50 mM en acetonitrilo, (volumen final = 1 ml). Como blanco de reaccidén se utilizé la misma
mezcla de incubacién en ausencia de CDNB, igualando el volumen final con el agregado de

buffer. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

La formacién del conjugado GS-DNB puede ser detectado a 340 nm, € =9,6 mM~ cm™ (Habig
y Jakoby, 1981). Los resultados se expresaron como nmoles de conjugado por min por mg

proteina.

8.2.3 Niveles de Glutatidon Oxidado y Reducido

Para evaluar alteraciones en las defensas antioxidantes de naturaleza no enzimatica en los
anélidos expuestos a NPs de goethita se determinaron las concentraciones de GSH y GSSG
por adaptacion del método propuesto por Hissin y Hilf, (1976). Las mediciones se realizaron
por triplicado en un espectrofotémetro de fluorescencia con lector de placas Pherastar FS
(BMG Labtech), usando el reactivo fluorescente o-ftaldehido (OPT) el cual forma un complejo
con el GSH (a pH = 8) o GSSG (a pH = 12). Las longitudes de onda de excitacidon y emisién
fueron de 340 y 420 nm respectivamente. El GSH debe complejarse con N-etilmaleimida
(NEM) para que no interfiera en la medicion del GSSG.

Los niveles de GSH y GSSG se calcularon utilizando las curvas de calibracidn correspondientes

y se expresaron como % GSH o GSSG respecto del total (GSH + GSSG).

Puesta a punto del método:

El método fluorométrico propuesto por Hissin y Hilf para medir GSH y GSSG esta disefiado
para lecturas en cubetas; ademads en dicho estudio utilizaron higado de rata como fuente
enzimatica. Por lo que el protocolo debié ser adaptado y puesto a punto para realizarlo en

placas de pocillos y con tejidos de lombrices. Para ello se realizaron homogenatos con
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organismos provenientes del cultivo de acuerdo a lo especificado en 8.2. Se trabajé con los

sobrenadantes postmitocondriales de acuerdo a la Fig. 17.

La solucién de NEM (concentracidn final 0,04 M) se preparé en NaOH (0,1 N).

La solucién de OPT (concentracidn final 0,02 M) se prepard en etanol.

Paralelamente se realizé una curva de calibracidon de GSH y de GSSG utilizando reactivos de
calidad analitica (Sigma-Aldrich, Argentina). Las soluciones de GSH y GSSG se prepararon en

el momento y se realizaron curvas de calibracién para cada dia de medicidn.

Sobrenadantes
postmitocondriales

GSH GSSG
Dilucién 1/20 de 100 pl de muestra diluida 1/20 en buffer
sobrenadante en Se verifico Tris-EDTA pH 8+ 40 pl NEM.
buffer Tris-EDTA pH 8 pH=8 Se incubé por 25 min.
En placas de 96 pocillos para Se agregaron 860 pul NaOH 0,1N

fluorescencia se colocé:

100 pl muestra
90 ul buffer Tris-EDTA pH 8
10 pl OPT

En placas de 96 pocillos para
fluorescencia se colocd:

100 pl muestra

90 pl NaOH 0,1N
Se incubd 15 min a temperatura 10 pl OPT

ambiente y se midi6 en
espectrofluorometro
(A excitacion=340, A emision= 420 nm)

Fig. 17. Esquema de trabajo para la medicion de GSH y GSSG.

8.2.4 Evaluacién de capacidad antioxidante total

El andlisis de la capacidad antioxidante total (TOSC) ha demostrado ser una herramienta
confiable para evaluar cualitativamente la resistencia bioldgica a los efectos toxicos de las
EROs. Constituye un indice integrador para investigar el impacto de los contaminantes

ambientales sobre el estado celular redox.

Se determind la capacidad antioxidante total contra radicales peroxilo siguiendo el

procedimiento descripto por Regoli y Winston, (1999). Se utilizaron lombrices provenientes
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de la exposicion a papeles de filtro impregnados con NPs. Los homogenatos fueron
preparados en una solucion buffer Tris 100 mM pH 7,5 y se centrifugaron a 9.000 x g por 30
min a 4 ©°C. El precipitado fue descartado y se utilizaron los sobrenadantes
postmitocondriales. Los radicales peroxilos se generaron a partir de la homolisis térmica del
2,2’-azobisaminopropano (ABAP), lo cual produce la oxidacion del acido a-ceto-y-
metilbutirico (KMBA) para generar etileno. El etileno se analizé utilizando la técnica de
espacio-cabeza en un equipo de cromatografia gaseosa. Las reacciones se efectuaron en
viales sellados en un volumen final de 1,0 mL. La mezcla de reaccidon contenia 20 mM ABAP;
0,2 mM KMBA; 0,1 mM de solucién buffer fosfato pH 7,4 y una alicuota del sobrenadante del
homogenato. La reaccion fue iniciada mediante la inyeccidén del ABAP en los viales, los cuales

fueron inmediatamente incubados a 35 ©C.

La produccion de etileno fue analizada a través del tiempo tomando con una jeringa alicuotas
de 1 mL de la fase gaseosa la cual fue inyectada en un cromatégrafo gaseoso (Agilent 6890N
GC, CA, USA) equipado con una columna Q-Plot (30 m de largo y 0,53 mm de didmetro

interno, marca Supelco), utilizando un detector de ionizacién de llama.

Las temperaturas del horno, del inyector y del detector fueron 35, 180 y 250 @C,
respectivamente. Como gas transportador se usd nitrégeno a un flujo de 4,7 mL/min. La

formacién de etileno fue cuantificada como el area bajo la curva cinética.

Los valores de TOSC fueron cuantificados a partir de la ecuacién: TOSC = 100-(AM/AC x 100),
donde AM y AC eran las areas de las curvas que mejor se ajustaban a los puntos
experimentales durante el curso de la reaccion para la muestra (AM) y el control de reaccién
(AC), respectivamente. Un valor de TOSC = 0 indica que la muestra no exhibe ninguna
capacidad antioxidante, de manera que la formacidn de etileno resulta maxima, o sea que
AM/AC = 1. Por el contrario, un valor de TOSC = 100 indicaria que la muestra tiene la

capacidad para inhibir completamente la formacién de etileno (AM/AC=0).

~45~



Materiales y Métodos

8.2.5 Evaluacién de dafio por procesos de estrés oxidativo
Peroxidacion de Lipidos

Se estim6 por la formacién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs, segun sus
siglas en inglés), cuantificadas como equivalentes de MDA, por una adaptacién del método
de Kikugawa et al., (1990). Se miden aldehidos formados en la peroxidacién de lipidos, a
través del color obtenido (A = 532 nm) por formacion de un complejo con el acido

tiobarbiturico (TBA) a 95 2C.

Al término de los bioensayos los organismos fueron homogeneizados (1:3 p/v) en buffer Tris
100 mM, pH 7,5. Los homogenatos se centrifugaron a 9.000 x g x 30 min (4 °C) y los
sobrenadantes se utilizaron para medir los TBARS. Para ello se colocaron 175 pl de cada
muestra en tubos eppendorf (con la tapa agujereada). A cada tubo se le agregd 1,3 ml del
reactivo de MDA conteniendo TBA 0,38%; HCl 0,25 N y dacido tricloroacético 50%. Para
prevenir la formacién adicional de MDA durante el procedimiento por oxidacién de acidos
grasos poliinsaturados o por descomposicion de lipidos oxidados, se agregd
butilhidroxitolueno (BHT, 680 uM) a la mezcla de reaccién antes de procesarla, vy
posteriormente se llevaron los tubos a bafio maria por 45 min. Luego se enfriaron en bafio
de hielo y se centrifugaron a 8.000 x g x 10 min. Los precipitados fueron descartados y se

utilizaron los sobrenadantes para la medicién.

En paralelo se realizaron dos blancos: uno de ellos sin homogenato (blanco de TBA) y el otro
sin TBA (blanco de tejido, para eliminar el error en la medicidn por la presencia de pigmentos

que pudieran absorber en la misma regién que el complejo MDA-TBA).

La concentracion de TBARs se estimd mediante el coeficiente de extincién del complejo MDA-
TBA (156 mM*cm™). Los resultados se expresaron como nmoles del complejo producido por

mg de proteina.
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9 Interaccion de NPs de goethita con metales
9.1 Analisis de metales. Bioensayos en papel

Para el estudio de metales y NPs, los papeles de filtro fueron impregnados con 50 pug NPs
cm2 (de acuerdo a lo descripto en 8.1.1), se dejaron secar bajo campanay se dispusieron en
viales. Luego se adiciond 1 mL de soluciones equimolares de Cd o Pb de tal manera que las
concentraciones finales en los papeles de filtro fueran de 0,40 pg Cd cm2y 0,74 pg Pb cm™.
Las diluciones de Cd se prepararon a partir de una solucién 1.000 mg L't de CdCl; - 2 % H,0
en agua bidestilada. Las diluciones de Pb se prepararon a partir de una soluciéon 773 mg Pb
L't de Pb(NOs), en agua bidestilada. Al término del bioensayo se midieron los niveles de Fe,
Cdy Pb en las lombrices por AAS (de acuerdo a lo descripto en 8.1.3). Los limites de deteccidn
por gramo de tejido hiumedo fueron 0,2 ug para Cd y 0,5 ug para Pb. Los valores de los blancos

de reactivos se encontraron siempre por debajo de los limites de deteccion.

10 Interaccién de NPs de goethita con contaminantes organicos
(clorpirifos).

Para estos estudios se utiliz6 CPF PESTANAL®, 99,9% puro (Sigma-Aldrich). Para trabajar con
una concentracién de CPF que inhibiera entre un 45 y 55% la actividad de la enzima AChE se
realizaron ensayos previos con lombrices expuestas a distintas concentraciones de CPF (0,1;
0,5; 0,75y 1 ug cm) por 72 h y se midid la actividad de AChE. Se decidié trabajar con una

concentracién de CPF de 0,75 pg cm™.

Posteriormente, se expusieron lombrices (n = 5) por 24, 48 y 72 h a papeles de filtro (de
acuerdo a lo descripto en 8.1.1) impregnados con NPs (50 pg cm) y con la mezcla de NPs+CPF
(50 pg NPs cm™+ 0,75 pg CPF cm™). Se utilizaron lombrices expuestas solamente a CPF como
indicador positivo de inhibicidn, y lombrices expuestas Unicamente a los solventes como

control del experimento. Se realizaron tres bioensayos independientes.

El esquema del bioensayo se diagramd en dos etapas. En la primera, se impregnaron los
papeles con 1 ml de solventes acuosos (H20 y suspension de NPs disueltas en agua
bidestilada), mientras que en la segunda etapa se colocaron 1ml de solventes orgdnicos

(acetona y solucidon de CPF preparada en acetona) de acuerdo a los distintos tratamientos
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(Tabla 3). Una vez secos se colocaron los papeles en los viales y se humedecieron con 1 ml de

agua bidestilada previo a disponer las lombrices en los viales.

Tabla 3. Esquema del Bioensayo: Impregnacion de Papeles.

12 dia 22 dia
Solventes Acuosos Solventes Organicos
Control de
experimento H,0 Acetona
CPF H.0 CPF
NPs NPs Acetona
NPs+CPF NPs CPF

10.1 Actividad de Acetilcolinesterasa

Al término de los bioensayos los organismos fueron homogeneizados (1:3 p/v) en buffer Tris
100 mM pH 7,5. Los homogenatos se centrifugaron a 9.000 x g x 30 min (4 2C) y los
sobrenadantes se utilizaron como fuente de enzima. Adicionalmente, se midid la actividad de

AChE en los pellets, para lo cual se resuspendieron en 500 ul de buffer Tris 100 mM pH 7,5.

La actividad de AChE se evalud por adaptacion del método de Ellman et al., (1961) usando
DTNB (acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico) como cromdégeno e ioduro de acetiltiocolina
(AsChl) como sustrato. Las determinaciones se realizaron por duplicado en buffer Tris 50 mM
pH 8, 0,25 mM de DTNB y 12 mM de AsChl. La actividad se monitored a 412 nm y se corrigid
por hidrolisis espontanea del sustrato. La actividad especifica se calculd usando el coeficiente
de extincién molar del producto (13,6 mM-*cm™1). Los resultados se expresaron como nmoles

de producto por min por mg de proteina.
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10.2 Actividad de Carboxilesterasas

La actividad de CES en E. andrei se evalud por adaptacion de método de Ferrari et al., (2007)
usando p-nitrofenilbutirato como sustrato. La fuente de enzimas se obtuvo de acuerdo a lo
explicado en 10.1.

Las reacciones se llevaron a cabo en 1,32 ml de buffer fosfato 100 mM pH 8,0 conteniendo
5% de acetona y 1 mM de p-nitrofenilbutirato. Las determinaciones se realizaron por
duplicado. La actividad se monitored a 400 nm vy la actividad especifica se calculd usando el
coeficiente de extincion molar del p-nitrofenol (18,6 mM1cm™2). Los resultados se expresaron

como nmoles de producto por min por mg de proteina.

10.3 Ingreso de nano-goethita en presencia de CPF

Para investigar la incorporacién de NPs de goethita en E. andrei en presencia del OP CPF, las
lombrices (n=6) se expusieron durante 24, 48 y 72 h a papeles de filtro impregnados con la
mezcla de NPs de goethita + CPF (50 pg NPs cm™?+ 0,75 pg CPF cm™), segun lo descripto en
8.1.1y 10. Alfinalizar el ensayo los organismos se sometieron a una destruccién oxidativa de
la materia organica y posterior medicidn de los niveles de hierro por AAS de acuerdo a lo

descripto en 8.1.3.

10.4 Estudios espectroscépicos UV-Visible

Se realizaron estudios espectroscopicos UV-Visible a fin de estudiar las posibles interacciones
entre NPs de goethita y CPF en fase acuosa.

Para ello, una solucién de 5 mg L de CPF se puso en contacto con 10 mg L'* de NPs de
goethita. La solucidn fue agitada en vortex para lograr un mejor contacto entre la superficie
de las NPs y la solucién del pesticida. Se obtuvo el espectro de la mezcla luego de 5, 10, 15y

20 min de incubacion a temperatura ambiente.

Para evaluar la interaccidon de CPF con goethita no-nano y asi poder comparar los resultados

obtenidos con nano goethita se procedié de acuerdo a lo descripto anteriormente. Una
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solucién de 5 mg L't de CPF se puso en contacto con 10 mg L' de goethita no-nano, se agitd

con vortex y al cabo de 20 min se obtuvo el espectro.

10.5 Estudios de Microscopia

Se realizaron analisis por microscopia electrénica de barrido (SEM) de la mezcla de NPs+CPF
en un microscopio Carl Zeiss (modelo NTS- Supra 40, Alemania) para estudiar posibles
cambios en la morfologia de la misma. Se analizdé también una muestra de la solucion madre
de CPF en acetona (1150 mg L!). Paralelamente se realizé un andlisis de energia dispersiva
de rayos X (EDX) para verificar semi-cuantitativamente la composicion elemental de las

muestras.

11 Andlisis Estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio + D.E. (desviacién estandar).

Para evaluar el ingreso de NPs en E. andrei tanto en bioensayos en papel como en SA; asi
como los paramétros bioquimicos medidos, se realizaron ANOVAs de un factor y las
comparaciones entre grupos se realizaron utilizando la prueba de Tukey, con el software
Instat Graph Pad versién 3.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com). Se utilizé un nivel de significacién de 0,05. Previamente al ANOVA, los

datos fueron evaluados para normalidad y homogeneidad de la varianza con el test de

Kolmorov-Smirnov y Bartlett respectivamente.

Para evaluar la influencia de las NPs en la acumulacién de Cd y Pb; asi como el ingreso de
goethita no-nano en E. andrei se uso el test T de Student con el software Instat Graph Pad
version 3.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com). Se utilizé un nivel de significacion de 0,05.

Los graficos dosis-respuesta de la actividad de AChE y CES en lombrices expuestas a CPF y los
calculos de concentracion efectiva media fueron realizados con el software OriginPro

9.0 (OriginLab, Northampton, MA).
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Se utilizé el programa estadistico R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria;

https://www.R-project.org/) para el andlisis de las actividades de AChE y CES. Los valores

obtenidos en tres experimentos independientes se analizaron mediante boxplots para
evaluar la simetria de los datos. Se optd por agrupar los valores de los experimentos.
Posteriormente, los valores de los distintos tratamientos se analizaron utilizando ANOVA de
un factor y las comparaciones entre grupos se realizaron utilizando el test a posteriori de
Tukey. Se utilizé un nivel de significacién de 0,05. Previamente los datos fueron analizados
para normalidad y homocedasticidad de la varianza con el test de Kolmorov-Smirnov y

Bartlett respectivamente (Sokal y Rholf, 2002).
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12 Caracterizacion de NPs de goethita

En la Fig. 18 se muestran imagenes obtenidas por SEM, correspondientes a una suspensién
de 10 mg L'! de NPs de goethita con diferentes magnificaciones. Estas exhibieron una forma
acicular, con una longitud promedio del eje mayor de 99,98 + 5,73 nm. Con la técnica de EDX

se pudo confirmar la composicion de las mismas, la cual resulté consistente con goethita,

presentando elevado contenido de Fey O (Tabla4 y Fig. 19).

100 nm EHT = 3.00kV WD = 3.3mm Mag= 100.00KX  Signal A= InLens Joonm EHT = 3.00kY WD = 33mm Mag= 20000KX  SignalA=intens

20 pm EHT = 3.00 kv WD = 3.3mm Wag = 40000K X signal A=InLens [

Fig. 18. Imdgenes obtenidas por SEM de suspension de NPs de goethita (10 mg L) con diferentes
magnificaciones A) 100.000 X B) 200.000 X, y C) 400.000 X.
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Elemento % enpeso % atomico

C 3,32 7,17
o) 41,26 66,86
Si 0,26 0,24
Fe 54,82 25,45
S 0,34 0,28

Total 100,00 -

Tabla 4. Andlisis elemental por EDX de la suspension de NPs de goethita (10 mg LY).

o 2 4 & d 10 12 14 16 18

Full Scale 2605 o Curgor; 19,354 (0 =) ke

Fig. 19. Espectro EDX de la suspension de NPs de goethita (10 mg LY.

La presencia de Cy S se puede adjudicar a la composicidn de la cinta utilizada como soporte
para las observaciones. La presencia del Si se deberia a impurezas provenientes del tubo de

vidrio que contenia la suspensién de NPs de goethita.
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13 Bioensayos con 2-cloroacetamida

Con el objetivo de comprobar que la sensibilidad de los organismos utilizados no se
modificaba con el tiempo, se realizaron bioensayos de toxicidad periédicamente con 2-
cloroacetamida, ya que ésta es la sustancia de referencia elegida por la Agencia de Proteccién
Ambiental de los EE.UU (US-EPA) (Greene et al., 1989; Yeardley et al., 1995) para ensayos de

toxicidad con lombrices terrestres.

En la Tabla 5 se observan los valores de ClLso de 2-cloroacetamida para lombrices expuestas
en papel en distintos periodos de tiempo, calculadas por analisis probit (EPA Probit Analysis
Program, version 1.5) correspondientes a 72 h de exposicidn. Los resultados indican que la

sensibilidad del cultivo a la respuesta del téxico de referencia no varié con el tiempo.

Ao CLso (ug cm??) Intervalo de confianza 95%
2013 3,27 2,45 - 4,95
2014 2,84 2,12-4,01
2015 3,04 2,31-4,10
2016 2,83 2,21-3,63

Tabla 5. Valores de ClLso de 2-cloroacetamida de lombrices expuestas en papel (72 h) en distintos
periodos de tiempo.

14 Ingreso de goethita en E. andrei

14.1 Bioensayos en papel
14.1.1 NPs de goethita

Se realizaron ensayos utilizando papel como medio soporte, exponiendo a los organismos a
un Unico nivel de nano-goethita (50 pg cm2) en forma aguda para analizar los valores de Fe
a diferentes tiempos de exposicién (Fig. 20). Se encontré que los niveles de este metal
aumentaron significativamente durante las primeras 24 hy 48 h, 40% y 84% respectivamente,

(p<0,05), para luego descender significativamente (52%) con respecto a los controles una vez
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transcurridas 72 h de exposicién (p<0,05). En organismos controles, los niveles de Fe no

presentaron cambios estadisticamente significativos durante el tiempo de analisis (p>0,05).

140 4
120 A

100 - b

40 -

Concentracién de Fe (ug Fe g tejido)
Q

20 A

24 h 48 h 72 h

i Control [1NPs

Fig. 20. Valores de concentracion de Fe en lombrices E. andrei expuestas por distintos tiempos a NPs
de goethita (50 pg cm™) en papel. Los resultados se expresan en pg Fe g de tejido (peso himedo) y
representan el promedio + la desviacion estandar de 6 lombrices por cada tiempo. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

14.1.2 Goethita no-nano

Los valores de Fe en lombrices expuestas (72 h) a papeles impregnados con de goethita no-
nano (50 pg cm) se presentan en la Fig. 21.
A diferencia de los anélidos expuestos a nano-goethita, no se registraron diferencias

significativas entre las lombrices expuestas y los organismos controles (p>0,05).
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40 ~

35 -

30 ~

25 ~
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Fig. 21. Valores de concentracién de Fe en lombrices E. andrei expuestas por 72 h a una suspensién de
goethita no-nano (50 pg NPs cm™). Los resultados se expresan en pg Fe g de tejido (peso humedo) y
representan el promedio * la desviacién estandar de 6 lombrices por grupo.

14.2 Bioensayos en Suelo Artificial

Se realizaron ensayos en SA exponiendo los organismos a distintos niveles de nano-goethita
(10, 100 y 1000 pg NPs g de SA) durante 10 dias. Si bien las normas (Environment Canada,
2007; US-EPA, 2012) recomiendan un periodo de exposicion mayor (28 dias), se prefirié
limitar estos bioensayos a 10 dias de exposicién. Frente a tiempos mayores (18 dias) se
observé un descenso significativo en el contenido basal de Fe en organismos controles que
disminuia a un valor igual a 44,6 + 11,1 pug Fe g' de tejido (Fig. 22), representando

aproximadamente un 56% respecto del valor basal tras 10 dias de exposicion.

Los valores de concentracion de Fe en lombrices expuestas a distintos niveles de
suspensiones de NPs en SA durante 10 dias se presentan en la Fig. 23. Con respecto a los
organismos controles, los niveles de Fe en E. andrei resultaron significativamente menores.
La menor concentracién de Fe se observd en los ejemplares expuestos a las dos mayores
concentraciones de NPs, registrandose una disminucién de 53% y 56%, respectivamente, en

relacion a los controles.
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Fig. 22. Valores de concentracién de Fe en lombrices E. andrei a suelo artificial durante 10 y 18 dias.
Los resultados se expresan en pg Fe gt de tejido (peso himedo) y representan el promedio * la
desviacién estandar de 6 lombrices por tiempo.
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Fig. 23. Valores de concentracién de Fe en lombrices E. andrei expuestas a distintos niveles de NPs de
goethita en suelo artificial durante 10 dias. Los resultados se expresan en pug Fe g de tejido (peso
himedo) y representan el promedio + la desviacién estandar de 6 lombrices por nivel. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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15 Parametros relacionados con procesos de estrés oxidativo en E.
andrei expuestas a NPs de goethita

A continuacidn se presentan los resultados de distintos parametros medidos en lombrices
expuestas por distintos tiempos (24, 48 y 72 h) a papeles de filtro impregnados con

suspensiones de NPs de goethita (50 ug NPs cm2).

15.1 Actividad de Catalasa (CAT)

Los valores de actividad CAT en lombrices expuestas a NPs de goethita a distintos tiempos se
muestran en la Fig. 24. No se observaron diferencias significativas a 24 hy 72 h. Sin embargo,
se registréd una disminucion (20%) en la actividad de esta enzima a las 48 h de exposicidon

(p<0,05).
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Fig. 24. Actividad de CAT en lombrices expuestas a NPs (50 pg NPs cm™?) a distintos tiempos. Los
resultados se expresan como % de actividad catalasa respecto del control y representan el promedio +
la desviacion estandar de 5 lombrices por tiempo y tratamiento. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05). Valores Control (umol mg™ proteina min): 24 h: 56,41 + 3,92; 48 h:
69,68 + 7,25; 72 h: 53,23 + 8,76.
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15.2 Actividad de Glutatidon-S-Transferasa (GST)

En la Fig. 25 se muestra la actividad de GST de lombrices expuestas a NPs de goethita. No se
registraron diferencias significativas en la actividad de esta enzima en organismos expuestos

a NPs en ninguno de los tres tiempos estudiados (24, 48 y 72 h) (p>0,05).
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Fig. 25. Actividad de GST en lombrices expuestas a NPs (50 pug NPs cm™) a distintos tiempos. Los
resultados se expresan como % de actividad de GST respecto del control y representan el promedio +
la desviacion estdndar de 5 lombrices por tiempo y tratamiento. Valores Control (nmol mg proteina™
min™): 24 h: 181,20 + 25,32; 48 h: 277,51 + 25,71; 72 h: 217,09 + 42,81.

15.3 Niveles de Glutatiéon Oxidado (GSSG) y Reducido (GSH)

En la Fig. 26 se muestran los porcentajes relativos de GSH y GSSG hallados en lombrices
expuestas a NPs de goethita por 24, 48 y 72 h. Se registr6 un ligero aumento,
estadisticamente no significativo, en los porcentajes de GSSG tanto en organismos controles
como expuestos a NPs por 48 y 72 h con respecto a los organismos controles o expuestos a
NPs por 24 h. Sin embargo, la exposicién a NPs no modificé significativamente los porcentajes
de GSH o de GSSG o la relacién GSH/GSSG (Tabla 6) con respecto al control correspondiente

a ninguno de los tiempos ensayados, (p>0,05).
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Fig. 26. Valores de GSH y GSSG en lombrices E. andrei expuestas a NPs (50 pug NPs cm™) a distintos
tiempos. Los resultados se expresan como % GSH o GSSG respecto del total (GSH + GSSG) y representan
el promedio + la desviacion estandar de 5 lombrices por tiempo y tratamiento. Valores Control GSH
(umol g tejido® (peso himedo)): 24 h: 3,19+ 0,12; 48 h: 1,59+ 0,18; 72 h: 0,98 + 0,27. Valores Control
GSSG (umol g tejido™ (peso himedo)): 24 h: 0,58 + 0,06; 48 h: 0,47 +0,03; 72 h: 0,32 + 0,07.

Control 24 h 5,610,5
NPs 24 h 6,310,8
Control 48 h 3,410,2
NPs 48 h 2,910,4
Control 72 h 3,1+0,6
NPs 72 h 3,410,7

Tabla 6. Relacién GSH /GSSG en lombrices E. andrei expuestas a NPs de goethita por distintos
tiempos.
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15.4 Capacidad antioxidante total (TOSC)

Los valores resultantes del ensayo de TOSC se presentan en la Fig. 27. En comparacién con
los organismos controles, se observé un descenso estadisticamente significativo (20%) en la
capacidad antioxidante total de aquellos organismos expuestos por 72 h a papeles de filtro

impregnados con 50 pg cm™ de NPs de goethita (p<0,05).
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Fig. 27. Valores del ensayo de TOSC en lombrices E. andrei expuestas por 72 h a una suspension de NPs
de goethita (50 pg NPs cm™). Los resultados representan el promedio * la desviacion estandar de 6
lombrices por grupo. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

15.5 Dafio por procesos de estrés oxidativo: Peroxidacion de lipidos

La Fig. 28 muestra los niveles de peroxidacion lipidica, estimados como especies reactivas al
acido tiobarbiturico, en E. andrei expuestas a 50 pg cm? de NPs de goethita a distintos

tiempos.

No se registraron diferencias significativas en los niveles de TBARS en lombrices expuestas
por 24 h y 48 h a NPs. Sorprendentemente se observé una disminucidon estadisticamente
significativa (47%) en los niveles en lombrices expuestas a NPs por 72 h respecto de los

organismos controles.
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Fig. 28. Niveles de TBARS en E. andrei expuestas a NPs de goethita (50 pug NPs cm™) a distintos tiempos.
Los resultados representan el promedio * la desviacion estandar de 5 lombrices por tiempo. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

16 Interaccion de NPs de goethita con contaminantes

Antes del estudiar las posibles interacciones resultantes entre las NPs y otros contaminantes
se procedid a elegir niveles subletales frente a cada compuesto. Se optd por el bioensayo en

papel y la concentracién de NPs se fijé en 50 ug cm2.

16.1 Metales: Cdy Pb
16.1.1 Eleccién de la concentracion de trabajo

Previo a la exposicién de E. andrei a mezclas de metales con NPs, se realizaron ensayos en
papel a distintas concentraciones de Cd a fin de seleccionar una concentracién de trabajo
subletal. Por recomendacidn de literatura, se seleccionaron distintos niveles de exposicion.
Se expusieron lombrices a 0,4 - 2 - 10 - 16,6 ug Cd cm™ por 72 h. Se observé 100% de
mortalidad a la mayor concentracién ensayada, mientras que a las demds concentraciones

no se registré mortalidad.
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La Fig. 29 muestra los niveles de Cd en funcién del nivel de exposicion. Los resultados
mostraron una correlacion de tipo logaritmica entre los niveles de exposicion y el contenido
del metal incorporado (r = 0,99). Para estudiar la influencia de las NPs de goethita en la

incorporacion de metales se eligio trabajar con la concentracién de exposicion mas baja.
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Fig. 29. Curva de incorporacién de Cd en funcion del nivel de exposicion. Los resultados se expresan
en pg Cd g de tejido (peso himedo) y representan el promedio * la desviacion estandar de 5
lombrices por nivel. Tiempo de exposicién: 72 h.

Para fines comparativos, se eligié trabajar con una concentracidon de Pb equimolar a la de Cd
(2,14.10* M; equivalente a 0,74 pug Pb cm™). A este nivel no se registré mortalidad de los

organismos al cabo de 72 h de exposicion.

16.1.2 Influencia de nano-goethita en el ingreso de Cd

En la Fig. 30 se muestran los niveles de Cd en lombrices expuestas por 72 h a Cd (0,4 ug Cd
cm2) en presencia o ausencia de NPs de goethita (50 pg NPs cm) utilizando papel como
medio soporte. Los valores de Cd en lombrices controles no se incluyen ya que se encontraron

siempre por debajo del limite de deteccion (Cd: 0,2 pg g de tejido).

Frente a este metal se observd un descenso significativo por efecto de las NPs, que alcanzé

el 50% en el contenido de Cd (p<0,05).
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Fig. 30. Valores de concentraciéon de Cd en lombrices E. andrei expuestas en papel por 72 h al metal
(0,4 pg Cd cm™) en presencia y ausencia de NPs de goethita (50 ug NPs cm™). Los resultados se
expresan en pg Cd gt de tejido (peso humedo) y representan el promedio * la desviacién estdndar de

6 lombrices por grupo. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

16.1.3 Influencia de nano-goethita en el ingreso de Pb

En la Fig. 31 se muestran los niveles de Pb en lombrices expuestas por 72 h a Pb (0,74 pg Pb

cm) en presencia o ausencia de NPs de goethita (50 pg NPs cm) utilizando papel como

medio soporte. Los valores de Pb en lombrices controles no se incluyen ya que se encontraron

siempre por debajo del limite de deteccién (Pb: 0,5 pg g de tejido).

Frente a este metal se observé también un descenso significativo por efecto de las NPs de

goethita, que alcanzé el 35% en el contenido de Pb (p<0,05).



Resultados

12 -
a
10 -
)
n-A
£3 1
S g : °
O - -
g L 6 1 ':-.'.
£ 2 2
S w ErEs
c 3 4 4 e
o - i
o i
2_
0 T |
Pb Pb + NPs

Fig. 31. Valores de concentracién de Pb en lombrices E. andrei expuestas en papel por 72 h al metal
(0,74 pug Pb cm™) en presencia y ausencia de NPs de goethita (50 pg NPs cm™). Los resultados se
expresan en pg Pb g de tejido (peso himedo) y representan el promedio + la desviacidn estdndar de
6 lombrices por grupo. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

16.1.4 Ingreso de nano-goethita en presencia de metales

En la Fig. 32 se muestran los valores de concentracién de Fe de lombrices expuestas por 72 h
a papeles de filtro impregnados con mezclas de metal (Cd o Pb) + NPs de goethita, asi como
también los valores de lombrices expuestas solamente a NPs o a los metales en ausencia de

NPs.

Los niveles de Fe disminuyeron significativamente (p<0,05) en los organismos expuestos
solamente a las NPs o a Cd, observandose en ambos casos una disminucién de alrededor del
50% en el contenido de Fe respecto de los controles. En cambio, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) en los valores de Fe de los organismos expuestos a

Pb o a las mezclas de los metales + NPs con respecto de los organismos controles.
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Fig. 32. Valores de Fe de lombrices expuestas por 72 h a papeles de filtro impregnados con mezclas de
metal (Cd o Pb)+NPs de goethita, y con Cd, Pb o NPs solamente. Los resultados se expresan como % de
Fe respecto del control y representan el promedio + la desviacion estandar de 6 lombrices por
tratamiento. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Valor Control: 54 + 9 ug Fe
gt detejido (peso humedo).
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16.2 Clorpirifos (CPF)
16.2.1 Estudios de interaccion CPF — NPs por espectroscopia UV-vis y SEM

Dado que en nuestros ensayos se utilizaron papeles de filtro impregnados con la mezcla de
NPs y CPF, resultaba dificultoso el estudio de la interaccion entre ellos en dicho medio. Por

esta razén, se propuso investigar qué cambios podrian verificarse en solucidn.

16.2.1.1 Estudios por espectroscopia UV-visible

Para poder estudiar las posibles interacciones entre las NPs de goethita y el pesticida CPF en
solucion acuosa se realizaron los espectros de una suspensién de NPs de goethita (10 mg NPs

L), de una solucién de CPF (5 mg L) y de la mezcla NPs+CPF respectivamente.

Se eligié una concentracién de 10 mg L* de NPs de goethita debido a que ésta ya habia sido
utilizada en nuestro laboratorio en bioensayos con invertebrados acudticos (la lombriz
Lumbriculus variegatus y el gasteropodo Biomphalaria glabrata) (Gigena et al., 2016). La
concentracién de CPF (5 mg L?) se fijé teniendo en cuenta los valores utilizados por Zalat et

al. (2014).

En la Fig. 33 se muestran los espectros del CPF, de la suspensidon de NPs, y de la mezcla
NPs+CPF. Al comparar el espectro de absorbancia del CPF (Fig. 33 A) con el de la mezcla (Fig.
33 C) se puede observar que el pico a 260 nm, correspondiente al maximo de absorbancia del
pesticida, se redujo en un 50% por la adicion de NPs. Esta disminucidn ocurrid en los primeros
5 minutos de incubacién de la mezcla a temperatura ambiente. La incubacion por tiempos
mas prolongados (hasta 20 minutos) no modificd los resultados obtenidos a los 5 minutos
(Fig. 33 D). Es de destacar que en los espectros de la mezcla no se observaron picos

adicionales a los presentes en los espectros de CPF y de la suspensién NPs.
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Fig. 33. Espectros UV-visible de: A) CPF B) NPs de goethita, C) y D) mezcla NPs+CPF luego de 5 miny
20 min de incubacién a temperatura ambiente respectivamente. Concentracion de CPF: 5 mg L,
concentracién de NPs: 10 mg L™,

Cuando se procedio a realizar un segundo agregado de NPs a la mezcla inicial de tal forma
de aumentar la relacién NPs/CPF al doble, se observé que el pico de absorbancia del CPF a

260 nm desaparecia totalmente (Fig. 34).



Resultados

+1.00R +1.00A
A B
8.200
h:8%8., CAsDIV.)>

+0.00A - +0.00A {/KN\\L -
200.0 100.0CNM/DIV.> 800.0 200.0 160 .8¢CNM/DIV.) 800.0

+1.80A

9.200
¢AsDIv.)
+0.00A
200.0 160.8CNM/DIV.) se0' b

Fig. 34. Espectros UV-visible de A) CPF (5 mg L?), B) mezcla de NPs+CPF (10 mg NPs L'y 5 mg CPF L?)
y C) mezcla de NPs+CPF luego del segundo agregado de NPs (Concentracion final: 20 mg NPs L'ty 5
mg CPF L!). Tiempo de incubacidn a temperatura ambiente: 20 min.

16.2.1.1.1 Interaccidén de CPF con goethita no-nano

A fin de comparar lo observado con nano-goethita con su andlogo a macroescala, se
mezclaron 10 mg L de goethita no-nano con 5 mg L de CPF. Se obtuvo el espectro al cabo
de 20 min. Luego se realizd un segundo agregado de goethita no-nano y se volvio a registrar

el espectro al cabo de 20 minutos.

En la Fig. 35 se muestran los espectros de CPF, goethita no-nano, y de la mezcla goethita no-
nano + CPF luego del primer y segundo agregado. En ambos casos se observd una leve
disminucion en la absorbancia de la mezcla con respecto al clorpirifos solo. Asimismo, en el

segundo caso el descenso en la absorbancia fue mas marcado respecto del primer agregado.
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Fig. 35. Espectros UV-Visible de A) CPF (5 mg L), B) goethita no-nano, C) mezcla de goethita no-nano
+ CPF (10 mg L* goethita no-nano y 5 mg CPF L), D) mezcla de goethita no-nano + CPF luego del
segundo agregado de goethita (Concentracidn final: 20 mg L™ de goethita no-nano y 5 mg CPF LY).
Tiempo de incubacién a temperatura ambiente: 20 min.

16.2.1.2 Estudios de microscopia electrénica de barrido (SEM)

En la Fig. 36 se observan las imagenes tomadas con microscopia SEM de NPs de goethita y de
la mezcla NPs+CPF. Las Fig. 36 A y Fig. 36 B corresponden a una suspensién de NPs de 10
mg L de goethita, mientras que las Fig. 36 C, Dy E son de una mezcla de 5 mg L't de CPFy

10 mg L'! de NPs, tomadas con distintas magnificaciones.
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Fig. 36. Imagenes SEM de A) suspension de NPs de goethita en 100.000 X, B) suspensién de NPs de
goethita en 200.000 X, C) mezcla NPs+CPF en 100.000 X, D) mezcla NPs+CPF en 200.000 X E) mezcla
NPs+CPF en 70.000 X. Concentracion de CPF: 5 mg L%, concentracién de NPs: 10 mg L.
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En las Fig. 36 A y B se observan los bastones caracteristicos de goethita con una distribucion
uniforme. En las Fig. 36 C y D se observan que las particulas de nano-goethita se encuentran
mas agregadas debido a la adicién del pesticida. La Fig. 36 E fue tomada con menor

magnificacion para apreciar mejor la agregacion.

Por otra parte, el andlisis por EDX de la mezcla de NPs y CPF revelé la presencia de los
elementos Fe, O, S, Ca, Na, Si, Py Cl (Fig. 37 y Tabla 7). Al comparar estos resultados con los
obtenidos con NPs solas (Fig. 18, Tabla 4) y con CPF solo (Fig. 38, Tabla 8) se puede inferir
que el P y el Cl da cuenta de la presencia de CPF. EI S proviene en parte de la cinta utilizada
en los estudios, pero mayoritariamente se debe a la presencia de CPF. El Na y Ca también
provendrian de la soluciéon de CPF, mientras que el Si se debe a impurezas provenientes de

los frascos de vidrio que contenian a la solucion madre de CPF y a la suspension de NPs.
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Fig. 37. Espectro EDX de la mezcla de NPs+CPF. Concentracion de NPs: 10 mg L, concentracion de
CPF:5mg L™
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Elemento % enpeso % atomico
(o] 54,92 71,18
Na 11,75 10,60
Si 8,49 6,27
S 2,88 1,86
Cl 6,15 3,60
Fe 11,48 4,26
Ca 4,32 2,24
Total 100 -

Tabla 7. Andlisis elemental EDX de la mezcla NPs+CPF. Concentracion de NPs: 10 mg L,
concentracion de CPF: 5 mg L™
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Fig. 38. Espectro EDX de la solucién madre de CPF, concentracion: 1150 mg L.

Elemento %enpeso % atomico
(0] 36,39 54,23
Na 6,24 6,47
Mg 2,11 2,07
Si 3,58 3,04
P 5,24 4,03
S 4,01 2,98
cl 24,03 16,16
K 4,85 2,96
Ca 13,55 8,06
Total 100 -

Tabla 8. Anélisis EDX de la solucion madre de CPF, concentracién: 1150 mg L ™.
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16.2.2 Estudios in vivo

Dado que se observé interaccién entre las NPs de goethita y CPF, se disefiaron experimentos
tendientes a estudiar si la co-exposicidon a CPF y NPs modificaba los efectos que produce el

CPF y/o alteraba el ingreso de NPs de goethita en E. andrei.

16.2.2.1 Eleccién de la concentracidn de trabajo

Como se indicé en la seccién de Materiales y Métodos, se decidié trabajar con una
concentracion de CPF que inhibiera un 45 - 55% la actividad de la enzima AChE. Para ello, se
realizaron ensayos previos con lombrices expuestas a distintas concentraciones de CPF (0;
0,1; 0,5; 0,75y 1 ug cm) por 72 h y se midid la actividad de AChE. Adicionalmente, se midié
como parametro de toxicidad secundario la actividad de CES. Los resultados se muestran en

las Fig. 39 y Fig. 40.
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Fig. 39. Efectos de concentraciones crecientes de CPF sobre la actividad de AChE de lombrices E. andrei.
Los resultados representan el promedio + la desviacién estandar de al menos 3 lombrices por nivel.
Valor control (nmol min! mg proteina™): 80,25 + 10,75. Tiempo de exposicién: 72 h.
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Fig. 40. Efectos de concentraciones crecientes de CPF sobre la actividad de CES de lombrices E. andrei.
Los resultados representan el promedio * la desviacién estandar de al menos 3 lombrices por nivel.
Valor control (nmol min*mg proteina™): 99,53 +8,93. Tiempo de exposicion: 72 h.

Las curvas para ambas enzimas se ajustaron al modelo logistico de regresion no lineal de

acuerdo a la ecuacion:

_ Ag + (41— 4)

1+ (35)

En la Tabla 9 se muestran los cuatro pardmetros calculados, el r? y la concentracién efectiva
media (CEso) de CPF en papel para la actividad de AChE, asi como también los parametros y
el r? para la curva de actividad de CES. La CEso para CES no fue calculada dado que la actividad

a la maxima concentracién ensayada fue mayor al 50% del control.

Enzima Modelo A1 Az Xo p r? CEso (ug cm™)
AChE Logistico 100 0 0,81 +0,02 2,00+£0,26 0,994 0,81+0,02
CES Logistico 100 0 1,08 £ 0,07 0,74 £0,08 0,992 -

Tabla 9. Parametros de ajuste y CEso para las relaciones dosis-respuesta de las enzimas AChE y CES en
E. andrei expuestas a CPF
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Para los siguientes ensayos se eligié trabajar con una concentracién de 0,75 pug cm ya que
es la concentracion que inhibio la actividad de AChE dentro del rango buscado y con menor
dispersidon de datos. A esa concentracién de trabajo, la actividad de CES presentd una

inhibicion del 44%.

16.2.2.2 Interaccién entre nano-goethita y CPF
16.2.2.2.1 Actividad de Acetilcolinesterasa

En la Fig. 41 se muestran los resultados de la evaluacidon de la actividad de AChE en
sobrenadantes de lombrices expuestas a distintos tiempos a NPs de goethita, CPF y a la
mezcla de NPs y CPF (NPs+CPF). A las 24 h de exposicién (Fig. 41 A), se registré una
disminucion no significativa (28%; p>0,05) en la actividad de AChE en lombrices expuestas
solamente a CPF, mientras que en las lombrices expuestas solamente a NPs no se registraron
diferencias significativas en la actividad de este enzima respecto del control (p>0,05). En

cambio, la actividad de AChE en lombrices expuestas a la mezcla de NPs+CPF se inhibié un

40% (p<0,05).
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Fig. 41. Actividad de AChE en sobrenadantes de lombrices expuestas NPs, CPF y a la mezcla de NPs+CPF
por A) 24 h B) 48 hy C) 72 h. Los resultados representan el promedio + la desviacion estandar de tres
experimentos independientes, n=12. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
Concentracion de NPs: 50 ug cm™; concentracion de CPF: 0,75 ug cm™,
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A las 48 h de exposicién (Fig. 41 B) se observaron aumentos en los porcentajes de inhibicion
de AChE en lombrices expuestas a CPF y a la mezcla de NPs+CPF con respecto a las 24 h de
exposicién. La actividad de AChE a las 48 h se inhibid un 60% y 56% en los ensayos con CPF y
NPs+CPF respectivamente (p<0,05) respecto de los controles. Al igual a lo observado a las 24
h, las lombrices expuestas a NPs de goethita no registraron diferencias significativas en la
actividad de esta enzima respecto del control (p>0,05). A las 72 h de exposicion (Fig. 41 C),
la actividad de AChE solo se inhibié en lombrices expuestas a CPF y a la mezcla (44% y 35%

respectivamente; p<0,05).

Adicionalmente, se evalud la actividad de AChE en los pellets resultantes de la centrifugacién
de los homogenatos a 9.000 x g. En la Fig. 42 se muestra la actividad especifica en pellets y
sobrenadantes de las muestras provenientes de lombrices controles. La actividad de AChE en
los controles resultd ser en el pellet similar a la medida en el sobrenadante. Para estudiar si
la actividad de AChE en el pellet mostraba valores similares de inhibicién por CPF que la
medida en el sobrenadante, se analizé la actividad de esta enzima en los pellets de lombrices
expuestas por 48hy 72 h a CPFy a la mezcla NPs+CPF y se calculd la relacidn de actividades
en pellet/sobrenadante (Fig. 43 Ay B). A las 48 h, la inhibicion de la enzima resulté ser mayor
en los sobrenadantes que en los pellets (p<0,05). A las 72 h sélo se observé una mayor
inhibicidn en los sobrenadantes en el caso de las lombrices expuestas solamente a CPF

(p<0,05).
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Fig. 42. Actividad de AChE en pellets y sobrenadantes de lombrices controles. Los resultados
representan el promedio * la desviacidn estandar de 4 experimentos independientes, n=20. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Fig. 43. Relacién de la actividad de AChE en pellets y sobrenadantes de lombrices expuestas a CPFy a
la mezcla de NPs+CPF. A) Relacidon pellet/sobrenadante en lombrices expuestas 48 h. B) Relacion
pellet/sobrenadante en lombrices expuestas 72 h. Los resultados representan el promedio + la
desviacidn estandar de dos experimentos independientes, n=9. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05).
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16.2.2.2.2 Actividad de carboxilesterasas

En la Fig. 44 se muestran los resultados de la actividad de CES en lombrices expuestas por 24,

48 y 72 h a NPs de goethita, CPF y a la mezcla de NPs y CPF (NPs+CPF).

En todos los tiempos estudiados las lombrices expuestas a NPs de goethita no presentaron
diferencias significativas en la actividad de esta enzima respecto del control (p>0,05). Sin
embargo, en las lombrices expuestas a la mezcla NPs+CPF se registrd una disminucidn
significativa en la actividad de CES con respecto a los organismos controles (p<0,05).

A las 24 h se observé un 22% de inhibicién, mientras que a 48 h y 72 h de exposicion la
inhibicidon fue de 42% y 47% respectivamente. Ademas, a todos los tiempos ensayados la
inhibicién de CES inducida por la mezcla resulté similar a la inhibicion observada en lombrices

expuestas solamente a CPF.
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Fig. 44. Actividad de CES en lombrices expuestas a NPs, CPF y a la mezcla de NPs+CPF por A) 24 h B) 48
hy C) 72 h. Los resultados representan el promedio * la desviacion estandar de tres experimentos
independientes, n=12. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Concentracién
de NPs: 50 pg cm; concentracion de CPF: 0,75 pg cm™,
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16.2.2.2.3 Sintomas de toxicidad en lombrices E. andrei expuestas a NPs, CPF, y
a la mezcla de NPs+CPF

Se observé que la apariencia de los individuos expuestos por 72 h a NPs de goethita (Fig. 45
b) se asemejaba al de las lombrices controles (Fig. 45 a). En contraste, los individuos
expuestos a CPF (Fig. 45 c y d) se encontraban enrollados en si mismos, mostrando falta de
movimiento y contraccién de todo el cuerpo y en algunos casos decoloracién. Las lombrices
expuestas a la mezcla de NPs+CPF (Fig. 45 e) también presentaron caracteristicas similares,

aunque sélo presentaban una de sus extremidades enrolladas.

Fig. 45. Lombrices E. andrei expuestas por 72 h a papeles de filtro impregnados con a) agua destilada
(control) b) NPs de goethita, c) y d) CPF, e) mezcla NPs+CPF. Concentracién de CPF: 0,75 pg cm™,
concentracién de NPs: 50 pg cm™.
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16.2.2.3 Ingreso de nano-goethita en presencia de CPF

En la Fig. 46 Ay B se muestran los valores de concentracidn de Fe en lombrices expuestas por
24 h y 48 h a la mezcla de NPs+CPF. No se registraron diferencias significativas (p>0,05) en
los valores de Fe de organismos expuestos a la mezcla respecto del control tras 24 h de
exposicion. En cambio, a las 48 h se observé un aumento significativo (41%; p<0,05) en el

contenido de Fe en los oligoquetos expuestos a la mezcla.
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Fig. 46. Valores de concentraciéon de Fe en lombrices E. andrei expuestas a la mezcla binaria de NPs+CPF
a A) 24 hy B) 48 h. Los resultados se expresan en pg Fe g de tejido (peso himedo) y representan el
promedio + la desviacidén estandar de 6 lombrices por tiempo y tratamiento. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05). Concentracién de NPs: 50 pug cm™; concentracion de CPF:
0,75 ug cm2



Resultados

En la Fig. 47 se muestra los valores de concentracién de Fe en lombrices expuestas por 72 h
a la mezcla de NPs+CPF. Se incluyeron ademads valores de organismos expuestos al insecticida
solamente. Se registré un aumento significativo (65%; p<0,05) en los valores de Fe de los
organismos expuestos a la mezcla. Por el contrario, no se observaron diferencias significativas
(p>0,05) en los valores de lombrices expuestas a CPF solamente en relacién a los organismos

controles.
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Fig. 47. Valores de concentracion de Fe en lombrices E. andrei expuestas por 72 h a CPF y a la mezcla
binaria de NPs+CPF. Los resultados se expresan en g Fe g de tejido (peso humedo) y representan el
promedio + la desviacién estdndar de 6 lombrices por tratamiento. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05). Concentracién de NPs: 50 pg cm; concentracion de CPF: 0,75 pg

cm?,
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17 Ingreso de goethita en E. andrei

El ingreso de las NPs de goethita en E. andrei se investigd mediante el analisis del contenido
de Fe como parametro indicador de exposiciéon. Es necesario reconocer que, hasta el
momento, no se dispone de metodologias suficientemente eficaces para cuantificar a las NPs
con exactitud (Handy et al., 2008). Por esta razdn, cuando se utilizan NPs de metales y/o de
sus oxidos u oxihidréxidos, los andlisis del contenido de dichos elementos constituyen una
aproximacion ampliamente empleada (Croteau et al., 2011; Hu et al., 2012; Jo et al., 2012;

Ates et al., 2015).

Para este trabajo se emplearon dos tipos de medio soporte para realizar los bioensayos. En
un caso se recurrié a un medio estandarizado constituido por suelo artificial, donde las
lombrices fueron expuestas por un periodo de 10 dias a distintos niveles de suspensiones de
NPs. Contrario a lo esperado, los niveles de Fe presentes en los organismos expuestos
resultaron siempre menores a los niveles basales encontrados en los organismos controles.
Por otra parte, no se observd una clara correlacién entre los niveles de Fe detectados en los
organismos con los niveles de exposicidn, ya que entre las dos concentraciones mas bajas (10
y 100 pg NPs g suelo) y las dos mas altas (100 y 1000 pg NPs g™ suelo) no se observaron
diferencias significativas entre si. Si bien las normas recomiendan un periodo de exposicidon
mayor para evaluar toxicidad mediante estudios de exposicidon crénica (28 dias) (US-EPA,
2012), se prefirié limitar estos bioensayos a 10 dias de exposicidon. Frente a tiempos mayores
se observd un descenso significativo en el contenido basal de Fe en organismos controles. A
comparacion de los suelos naturales, el suelo artificial carece de los nutrientes en calidad y
cantidad suficiente para mantener un estado de salud éptimo de las lombrices durante
periodos prolongados. Por esta razon, se prefiridé efectuar los bioensayos durante periodos

mas cortos.

Los ensayos que emplean papeles de filtro impregnados con sustancias cuya toxicidad se
pretende determinar, constituyen una alternativa avalada desde hace tiempo por organismos
internacionales (OECD, 1984). Estos bioensayos permiten evaluar el ingreso de sustancias
guimicas por contacto, es decir, por via dérmica. Esta ruta de exposicidon puede desempenar
un rol importante para el ingreso de diversos metales en lombrices terrestres (Vijver et al.,

2003).
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En cambio, los bioensayos que recurren al uso de suelo artificial, ademds de considerar la
posibilidad de ingreso por contacto, permiten evaluar fundamentalmente la incorporacion
por ingestidn. En los ensayos por contacto la normativa recomienda efectuar las exposiciones
en forma aguda por un periodo de 48 horas, y eventualmente de hasta 72 h ya que al usar
papel como medio soporte los organismos carecen completamente de la disponibilidad de
cualquier tipo de nutrientes. Para estos bioensayos se decidié fijar un nivel subletal de
exposicién (50 pg NPs cm) y cuantificar los niveles de Fe cada 24 h. Inicialmente, tras 24 y
48 h de exposicidn, se observé un incremento significativo respecto a los valores basales
presentes en organismos controles. Sin embargo, tras 72 h de exposicién se registré un
marcado descenso en los valores de Fe en las lombrices. Por un lado, estos resultados
demuestran que durante las primeras 48 h, las lombrices fueron capaces de incorporar las
NPs. Ademads, con esta técnica se podria descartar que dichos incrementos en el contenido
de Fe observados en los dos primeros tiempos de exposicion fueran debidos a la presencia
transitoria de NPs en el tracto gastrointestinal de los organismos ya que la via de ingestion
no esta disponible. Sin embargo, el descenso de los niveles de Fe observado tras 72 h de
exposicion en los bioensayos utilizando papeles de filtro impregnados en conjunto con los
descensos registrados en los bioensayos en los cuales se empled suelo artificial no son faciles
de explicar. Podria sugerirse que mas alla de que las lombrices estén expuestas a las NPs por
ingestion o por via dérmica, se estaria verificando el primer proceso de la toxicocinética, es
decir que estariamos en presencia de una verdadera absorcién. Como consecuencia de esta
absorcién, se desencadenaria una serie de efectos sistémicos que conducirian a la excreciéon
de una parte de los niveles basales de Fe. Dicha excrecidn podria tener lugar incluso a niveles
de NPs menores a las ensayadas en los experimentos con suelo artificial, por cuanto de
acuerdo a Fig. 23 no se encontré una buena correlacidn entre el contenido de hierro y la

concentracion de nano-goethita.

Frente a los descensos encontrados en los niveles de Fe en organismos expuestos a las NPs
de goethita cabria preguntarse si el mismo efecto podria observarse en lombrices expuestas
a goethita no-nano (o macro goethita). Sin embargo, los dxidos y oxihidroxidos de Fe son
practicamente insolubles a valores de pH fisioldgicos. Por otro lado, la baja solubilidad de
goethita dificulta el anadlisis de especies idnicas. Por consiguiente, en escala macro, es de

esperar que su incorporacién en los organismos sea despreciable, dado que se considera que
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el ingreso de iones metalicos se verifica fundamentalmente a través de las especies idnicas

disueltas (Peijnenburg et al., 1999).

Para verificar esto, las lombrices fueron expuestas por 72 h a papeles impregnados con
goethita no-nano y se utilizé la misma concentracidn que para nano goethita (50 ug cm2). A
diferencia de lo observado con las lombrices expuestas a NPs, el contenido de Fe en los
organismos expuestos no difirié significativamente respecto a los organismos controles. En
este sentido, Bernard et al., (2010) tampoco observaron cambios en el contenido corporal de
dicho metal en lombrices terrestres aln frente a exposiciones crdnicas a suelos con distintos

niveles de contaminacién de Fe.

Debido a las dificultades que presenta el estudio de NPs manufacturadas en medios
complejos, existen pocos datos sobre la exposicidon de la biota del suelo a estas particulas y
su comparaciéon con su andlogo a macro escala. En cambio, si se han realizado algunos
estudios con ciertas NPs metalicas y sales de dichos metales. Algunos investigadores han
estudiado el ingreso y laacumulacién de NPs de Au y de iones Au3* (como HAuCls) en E. andrei
expuestas a suelo artificial (Unrine et al., 2010). En ambos casos, la acumulaciéon fue
dependiente de la concentracidn de exposicion y fue mayor para Au3*. Asimismo, lombrices
expuestas a NPs de Ag y a AgNO3 mostraron un comportamiento similar (Shoults-Wilson et
al., 2011). Se observé mayor acumulacién de Ag en las lombrices expuestas a AgNOs.que en

las expuestas a las NPs.
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18 Parametros relacionados con procesos de estrés oxidativo en E.
andrei expuestas a NPs de goethita

El estudio de biomarcadores da una vision mas completa de cdmo los organismos se ven
afectados por la fraccién biodisponible de contaminantes presentes en el ambiente (Gastaldi
et al., 2007). Se considera que son sefiales de alerta temprana que pueden utilizarse en la
evaluacion del riesgo de contaminacidon ambiental. El uso de indicadores subletales de estrés
como biomarcadores constituye un enfoque que es potencialmente Util para evaluar la
respuesta de un solo organismo o de una poblacién de organismos a contaminantes (Cataldo
et al., 2011). Uno de los factores que pueden incidir sobre los parametros bioquimicos es el
tiempo de exposicion de los individuos durante el bioensayo (Novais et al., 2011; Gomes et
al., 2012), por lo que es importante incluir distintos tiempos de exposicidon dentro de los

limites de los ensayos estandarizados.

En este trabajo se determind la actividad de CAT (enzima antioxidante), la actividad de GST
(enzima detoxificante), y los niveles de GSH y GSSG en lombrices expuestas a papeles

impregnados con NPs de goethita por 24, 48 y 72 h.

CAT es ubicua en arqueas, procariotas y eucariotas (Xiong et al., 2013). En las lombrices de
tierra, la actividad de CAT se divide entre el citosol del cloragocito, células involucradas en el
sistema inmune, (60-70%), y los peroxisomas del epitelio intestinal (30-40%). En ausencia de
contaminantes, una de las funciones principales de CAT de los cloragocitos es la eliminacion
de H;0 que surge de la interaccidon entre hemo-proteinas sanguineas y oxigeno (Prentg,

1987).

En nuestros experimentos, la actividad de CAT disminuyd a las 48 h de exposicidn, pero
retorné a valores controles luego de 72 h. La mayoria de los estudios publicados reportaron
alteraciones en la actividad de CAT en lombrices terrestres expuestas en forma aguda a
diferentes NPs metalicas, registrando tanto aumento como disminucidn en la actividad de
esta enzima (Gomes et al., 2012, 2015; Lebedev et al., 2015). En particular, Tsyusko et al.,
(2012) reportaron una disminucion en la actividad de CAT en lombrices E. fétida expuestas a

NPs de Ag en suelo artificial por 3 dias, retornando a valores controles luego de 7 dias de
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exposicidn. Si bien se trata de otras NPs y otros tiempos de exposicidn, nuestros resultados

siguen esta tendencia.

En cuanto a la actividad de GST, ésta no se vio afectada a ninglin tiempo de exposiciéon. Gomes
et al.,, (2012) midieron la actividad de GST en el anélido terrestre Enchytraeus albidus
expuesto a suelo artificial adicionado con NPs de Cu por 4 dias. Y en estudios posteriores lo
hicieron en lombrices E. fétida, pero utilizando NPs de Ag (Gomes et al., 2015). En ninguno
de los dos casos se observaron cambios en la actividad de esta enzima, lo cual concuerda con

nuestros resultados.

El mantenimiento de la relacién entre GSH y GSSG es esencial para las funciones normales
del metabolismo celular. Muchos estudios establecen que la relacion GSH/GSSG es un buen
indicador del nivel de estrés oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 1999; Lange et al., 2002; Zitka
et al., 2012; Stanicka et al., 2015). Por ejemplo, Gomes et al., (2012) midieron el contenido
de GSH y GSSG en E. albidus expuestos a suelo artificial contaminado con NPs de Cu. No
observaron cambios en los niveles de GSH y GSSH tras 2 dias de exposicién. En cambio,
registraron una disminucién significativa en los niveles de GSH tras 4 dias de exposicién a las
2 concentraciones de NPs ensayadas, mientras que los niveles de GSSG aumentaron
significativamente respecto del control. Por otro lado, Hu et al., (2012) midieron los niveles
de GSH en lombrices E. fétida expuestas a suelo artificial contaminado con NPs de Ag. El
contenido de GSH fue significativamente mayor que en el grupo control, especialmente en el

grupo expuesto a la mayor concentracién.

Nuestros resultados indican que los niveles de GSH no se vieron afectados por el tratamiento
con NPs de goethita a los tiempos de exposicién ensayados. Los niveles de GSSG aumentaron
luego de 48 y 72 h de exposicidn, Sin embargo, esto ocurrid tanto en organismos controles
como expuestos. Este aumento conllevé una disminucién en la relacion GSH/GSSG y podria
estar relacionado en mayor medida al estrés sufrido por las lombrices durante el bioensayo
gue a la exposicién a las NPs. O bien, también podria ser una respuesta temprana al estrés
oxidativo, que fue transitoria gracias a la rapida respuesta del GSH, que permitié mantener

la homeostasis redox.
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Con respecto al ensayo de la capacidad antioxidante total (TOSC), tras una exposicidn por 72
h se observd una significativa disminucion respecto a los valores de organismos controles.
Este ensayo permite estimar en forma integral el nivel de las defensas de un tejido u
organismo, sean de cardcter enzimatico o no enzimatico. De acuerdo a Regoli et al., (2002),
el andlisis de la capacidad antioxidante provee una mirada global de la susceptibilidad de
ciertos organismos a sufrir procesos de estrés oxidativo. Un descenso en los valores refleja
que ese tejido u organismo estd sujeto a un aumento en la generacidn de especies reactivas
de oxigeno, de manera que se encuentra mads susceptible para sufrir procesos de estrés
oxidativo. Ademads, estos cambios en la capacidad antioxidante apoyan la teoria de que el
mecanismo de accién de las NPs, y en particular de las de goethita, se podria verificar por

alteraciones en la homeostasis celular redox (Hoet y Boczkowski, 2008).

Cuando las defensas antioxidantes resultan superadas por las EROs se pueden producir

efectos nocivos principalmente sobre los lipidos, las proteinas y/o los acidos nucleicos de los
organismos expuestos al contaminante. Dentro de las EROs se destaca el radical "OH. Este se

forma durante la reaccidon de Fenton (Fig. 48), es extremadamente reactivo y ataca a la

mayoria de los componentes celulares. En los sistemas vivos la reacciéon que genera radicales

'OH, ademads de la reaccién de Fenton, es conocida como la reaccidon de Haber-Weiss (Fig. 49)

(Kehrer, 2000; Nimse y Pal, 2015), la cual se genera en presencia de anién 02" y H.0y es

catalizada por Fe3*. En este trabajo, el dafio oxidativo se evalué mediante el contenido de

lipidos peroxidados medidos como TBARs.

Algunos autores describieron alteraciones en el contenido de lipidos peroxidados en
lombrices terrestres expuestas a diversas NPs. Gomes et al., (2012) midieron el contenido de
TBARs en el anélido E. albidus expuesto a suelo artificial contaminado con NPs de Cu. No
observaron variaciones en los niveles de TBARs a ningulin tiempo de exposicién. En un trabajo
mas reciente, Gomes et al., (2015) analizaron el contenido de lipidos peroxidados en E. fétida
expuestas a suelo artificial contaminado con NPs de Ag. En este caso, los autores observaron
un aumento en los niveles conforme aumentaba el tiempo de exposicidn y concentracion de

NPs.
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Sin embargo, en nuestro estudio no se observaron diferencias significativas en los niveles de
TBARs de lombrices tratadas con NPs de goethita respecto del control luego de 24 hy 48 h
de exposicidon. Esto indicaria que no se estarian produciendo procesos de estrés oxidativo a
estos tiempos de exposicidn. En cambio, a las 72 h se registré una disminucion significativa
en los niveles de TBARs en lombrices expuestas a NPs. Esto podria relacionarse con los valores
de Fe presentes en estas lombrices (seccién 14.1). A este tiempo de exposicion se registro

una disminucién en los niveles de este metal en los anélidos expuestos a NPs. Esto podria
implicar un descenso en la produccién del radical *OH, lo cual derivaria en bajos niveles de

peroxidacion lipidica. También podria deberse a la catabolizacién del MDA.

H,0, + Fe'* — "OH + OH™ + Fe''

Fig. 48. Reaccion de Fenton

0" + Ha0: — "OH + OH™ + 0O

Fig. 49. Reaccién de Haber-Weiss

No obstante, se requieren estudios adicionales incorporando indicadores que midan otros
productos terminales del dafio oxidativo, como ser dafio al ADN y proteinas, con el propdsito

de obtener un panorama mas completo.

19 Interaccidon de NPs de goethita con contaminantes
19.1 Metales: Cdy Pb

Se determind la influencia de las NPs de goethita en la incorporacion de otros metales toxicos,
en particular de Cd y Pb, frecuentes contaminantes en sistemas acuaticos y terrestres, no sélo
por sus aplicaciones en la industria metalurgica. Como se menciond en la Introduccidn, en
suelos, la contaminacién por Cd puede derivarse también del uso de fertilizantes a base de
fosfatos que naturalmente estén contaminados con el elemento o por el descarte de baterias

de Cd-Ni sin tratamiento (UNEP: United Nations Environment Programme 2010; Syers y Cisse
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2000). Este metal se caracteriza por su elevada toxicidad y alto potencial de acumulacién en
la biota (UNEP: United Nations Environment Programme, 2010a). Por su parte, la presencia
de Pb puede ser consecuencia del rellenado de suelos con residuos contaminados (uso de
lodos y/o sedimentos provenientes del dragado de rios), de la liberacién de deshechos de
baterias (UNEP: United Nations Environment Programme, 2010b) e incluso de residuos de

disparos de armas de fuego (Luo et al., 2014).

Se han realizado diversos estudios de acumulacion de metales pesados en lombrices
terrestres (Morgan y Morris, 1982; Morgan y Morgan, 1988; van Gestel et al., 1993; Heikens
et al., 2001; Hobbelen et al., 2006; Li et al., 2010; Gonzalez-Alcaraz y Van Gestel, 2016), por
citar algunos. Segun la bibliografia, el Cd y el Pb tienen distintos patrones de acumulacién en
E. andrei. Sin embargo, ambos metales tienden a acumularse mayormente en la seccién
posterior de la lombriz, en particular, en el tracto digestivo y en el tejido cloragégeno. Esto
podria estar relacionado con los cuerpos marrones que se forman en el fluido celémico de
los segmentos posteriores de la lombriz (Morgan et al., 1989). El tejido cloragdgeno contiene
dos tipos de granulos, llamados cloragosomas (Karaca et al., 2010). El primer tipo de granulos
consiste en complejos ricos en fosfatos, conteniendo Ca y en menor medida Zn. Estos
complejos unen metales como el Pb por un proceso que involucra el intercambio con el Ca
asociado a la matriz. El segundo tipo de granulos contiene ligandos ricos en grupos tioles,
principalmente proteinas de bajo peso molecular denominadas metalotioneinas. El Cd se une
a estas proteinas y los granulos que contienen Cd se denominan cadmosomas. Con el tiempo,
las células cloragégenas aumentan de tamafio, se separan del epitelio y liberan los
cloragosomas al fluido celémico, desde donde estos ultimos se eliminan a través de los
nefridios. Ademas, se conoce que los invertebrados terrestres son capaces de regular, hasta
un cierto grado, la acumulacién de metales esenciales como el Cu, el Zn y el Fe (Dallinger,

1993; van Gestel et al., 1993).

Debido a su particular estructura, caracterizada por una gran area superficial y los grupos
funcionales (hidroxilos) presentes en los sitios activos superficiales, la goethita, ya sea en
escala nano como macro, exhibe un alto potencial como adsorbente de sustancias quimicas,
incluyendo cationes de metales contaminantes (Plathe et al., 2013; Liu et al., 2014b). No

obstante, esta adsorcién depende en gran medida de factores tales como el pH, la fuerza
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idnica, el contenido de materia organica del suelo; la temperatura del medio; la
concentracion de los metales que pueden adsorberse; la presencia de otros iones que puedan
competir por los sitios de unidn; los efectos de envejecimiento, por citar los mas relevantes
(Mustafa et al., 2004; Orsetti et al., 2006; Liu et al., 2014a). Por otra parte, esos mismos
factores pueden afectar el estado de agregacion de las NPs asi como sus cargas superficiales
(Xu et al., 2015). La mayoria de los estudios encarados hasta el momento se han dedicado a
investigar los potenciales mecanismos y las variables que pueden influir en los procesos de
adsorcién-desorcidn entre goethita y metales, sin considerar los efectos sobre organismos.
Algunos estudios sefialan que la adsorcidn de Pb seria mayor que la de Cd (Liu et al., 2014b).
Por otra parte, también se ha demostrado que algunas NPs pueden facilitar el ingreso de
metales contaminantes en la biota (Zhang et al., 2007; Hartmann et al., 2012). Nuestros
resultados indican que efectivamente los organismos de la especie E. andrei son capaces de
incorporar cantidades apreciables de ambos elementos por via dérmica. Sin embargo, en
presencia simultdnea de NPs, se observaron descensos comparables para ambos metales
(50% en Cd y 35% en Pb) frente a concentraciones equimolares de exposicién. Estos
resultados reflejan que la biodisponibilidad de ambos metales habria disminuido en
presencia de las NPs de goethita para E. andrei. Por otro lado, también es posible que el
ingreso de NPs haya acelerado la remocidon de los cloragosomas de la cavidad celdmica,

incrementando de esa forma la eliminacion de Pb y Cd.

Cuando se evalud la influencia de Cd y Pb en los niveles de Fe en lombrices expuestas a los
metales Cd o Pb solos se observd que las lombrices expuestas a Cd registraron una
disminucion en los niveles de Fe. Esto indicaria que la acumulacién de Cd en los cadmosomas
del tejido cloragdégeno podria estar activando mecanismos de excrecidn que afectarian los
niveles del metal esencial. A diferencia de lo observado con Cd, no se observd descenso en
los niveles de Fe en las lombrices tratadas con Pb. Recientemente se ha reportado que la
exposicidn por via dérmica de E. fétida a Cd indujo la expresion dosis-dependiente del mRNA
de metalotioneinas en celomocitos con un factor maximo de inducciéon de 11, mientras que
en el caso de las expuestas a Pb la induccién fue mucho menor, con un factor cercano a 2
(Homa et al., 2015). Como se indicd anteriormente, el Pb se asociaria preferentemente a los

granulos ricos en fosfatos desplazando al Ca. Estas diferencias en los procesos de
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acumulacién de Cd y Pb podrian estar relacionadas con el efecto diferencial de ambos

metales sobre la regulacion de los niveles de Fe.

Cuando se determiné la influencia de Cd y Pb en los niveles de Fe en lombrices expuestas a
mezclas de los metales y NPs de goethita se observd que, a diferencia de lo que ocurrié con
las lombrices expuestas sélo a NPs, los niveles de Fe no disminuyeron sino que mostraron un
nivel de Fe similar a los controles. Esto evidencia que en los individuos expuestos a las
mezclas, la presencia de los metales impidié la excrecidon de una parte de los niveles basales
de Fe. En este sentido, se podria plantear que los oligoquetos podrian estar liberando al fluido
celémico los metales toxicos localizados en los cloragosomas, eliminandolos a través de los

nefridios (Dallinger, 1993) y no asi al metal esencial.

19.2 Clorpirifos

En primer lugar, nos propusimos estudiar la interacciéon entre las NPs de goethita y el
pesticida CPF en solucidn, debido a que en nuestros ensayos in vivo se utilizaron papeles de
filtro impregnados con la mezcla de NPs+CPF, y resultaba complejo el estudio de su
interaccidn en este medio. También se estudid la interaccion de goethita no-nano y CPF a fin

de comparar resultados.

En la regidén UV/visible, el pico maximo de absorcion del CPF en solucion acuosa fue de 260
nm, el cual concuerda con el valor reportado por Nair y Pradeep, (2007). Al analizar los
espectros de mezclas de NPs+CPF luego de distintos tiempos de incubacion se observd que
al cabo de 5 min el pico de absorbancia del CPF en la mezcla se redujo en un 50%. Luego de
un segundo agregado de NPs se observé la desaparicién de dicho pico, mientras que el
espectro de la mezcla de goethita no-nano y CPF no se modificé luego de 20 min de
incubacién. Nair y Pradeep, (2007) propusieron un sistema de remocion de CPF y malatién
del agua utilizando NPs de Ag y Au adsorbidas sobre alimina activada. Observaron que la
reduccion en absorbancia del CPF fue abrupta en los estadios iniciales, lo cual coincide con
nuestros resultados, ya que la reduccion del CPF del 50% ocurrié durante los primeros 5 min

de incubacion.
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Para profundizar el estudio de la interaccion de CPF con NPs de goethita en solucién se
realizaron estudios de microscopia SEM y posterior analisis por EDX. Las imagenes obtenidas
por SEM evidenciaron la agregacion de las NPs inducidas por CPF. El analisis EDX confirmé la
presencia de CPF en la superficie de las NPs. Esto sugiere que habria una interaccion
superficial entre estas particulas y el pesticida. Lisha et al., (2009) también observaron
agregacion al exponer NPs de Au adsorbidas sobre alimina con CPF. En estudios mas
recientes, Bootharaju y Pradeep, (2012) observaron en imagenes TEM de la mezcla de CPF y
NPs de Ag y Au adsorbidas sobre alimina que las particulas se encontraban agregadas, al
igual que en nuestros estudios y en los reportados por Lisha et al., (2009). Al analizar NPs Ag
y Au solas (sin soporte de alimina), estos autores también observaron agregacidon después
de la adicién del CPF, aunque ésta resulté ser mayor frente a las NPs de Ag. El analisis EDX
indico la presencia de Ag, S, P y Cl en la mezcla, confirmando asi la adsorcidon del pesticida a

las NPs.

En segundo lugar, se realizaron bioensayos de exposicion a distintos tiempos de acuerdo a lo
detallado en la seccion 10 a fin de estudiar los efectos in vivo de la mezcla de NPs de goethita
y CPF en E. andrei. Si bien el problema de la toxicidad de mezclas de sustancias quimicas y las
interacciones entre sustancias toxicas se identificé hace mas de 30 afios (Cooney et al., 1983)
y ha sido ampliamente revisado en los ultimos afios (Holmstrup et al., 2010; Laskowski et al.,
2010; van Gestel et al., 2010; Bednarska et al., 2013; Grech et al.,, 2017), los efectos de
sustancias quimicas con diferentes modos de accién han sido poco investigados en
invertebrados terrestres. En la literatura se encuentran informacidn de estudios realizados
en lombrices Lumbricus terrestris expuestas a una mezcla binaria de Ni(ll) y CPF (Lister et al.,
2011); también en E. andrei expuestas a una mezcla de Cu(ll) y glifosato (Zhou et al., 2012).
Ademads, en estudios realizados en otros invertebrados del suelo también se evaluaron
interacciones entre metales e insecticidas. Bednarska y Kaszowska, (2014) estudiaron los
efectos de mezclas de Ni(ll) y CPF en el escarabajo de tierra Pterostichus oblongopunctatus,
mientras que Broerse y van Gestel, (2010) analizaron efectos de mezclas de Ni(ll) y CPF en la
colémbola Folsomia candida. Sin embargo, hasta al momento, no se han reportado estudios

acerca de los efectos de mezclas de NPs metdlicas y pesticidas OPs en especies eddficas.
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Para estudiar las posibles interacciones entre las NPs de goethita y CPF se evalud la actividad
de la enzima AChE. La determinacidén de la inhibicién de ChEs es un importante punto final
subletal en la evaluacién de exposicidn y efecto de la contaminacién por plaguicidas OPs y
carbamatos. En estudios realizados por Caselli et al., (2006) se caracterizé la actividad de

estas enzimas en E. andreiy se encontrd que estan principalmente representadas por la AChE.

En la bibliografia se reportan numerosos estudios de los efectos de OPs en lombrices
terrestres. La mayoria de las investigaciones se centran en el estudio individual de pesticidas
(Booth et al., 1998; Booth y O’Halloran, 2001; Collange et al., 2010; Velki y Hackenberger,
2012, 2013b, 2013a). Aunque también se encuentran investigaciones de mezclas binarias de

OPs (Stepic et al., 2013; Chen et al., 2014).

Por otro lado, hay escasa informacién acerca de los efectos de NPs en ChEs de organismos
del suelo. En estudios realizados por Hu et al., (2013) con lombrices E. andrei expuestas a
nanotubos de carbono adsorbidos sobre nonilfenol no se registraron modificaciones en la
actividad de AChE respecto a los controles. Sin embargo, Wang et al. (2009) han demostrado
gue algunas NPs son capaces de alterar in vitro la actividad de AChE. Estos investigadores
examinaron la adsorcion e inhibicién de esta enzima por diferentes NPs, como nanotubos de
carbono, NPs de SiO,, TiO,, Al, Cu, entre otras. La actividad de la enzima se redujo en todos

los casos.

Nuestros resultados evidencian que la actividad de AChE no se vio afectada en las lombrices
expuestas a NPs de goethita a ningun tiempo ensayado, lo cual concuerda con lo reportado
por (Hu et al., 2013) para nanotubos de carbono. Mientras que en los oligoquetos expuestos
a la mezcla de NPs+CPF se observé una marcada disminucién en la actividad de la enzima a
todos los tiempos ensayados, al igual que en los expuestos Unicamente a CPF. Los niveles de
inhibicidn se vieron acompafiados con signos visibles de neurotoxicidad. Recientemente,
Bednarska et al., (2017) reportaron los efectos en la actividad de AChE de lombrices E. fétida
expuestas a mezclas de Cu(ll) y CPF en suelo artificial. La actividad de AChE en lombrices
expuestas a CPF solo y a la mezcla de Cu y CPF fue similar. Si bien nuestros resultados siguen
la tendencia observada por Bednarska et al., (2017) para lombrices expuestas a Cu y CPF, no
se puede trazar comparaciones, ya que en nuestro caso al tratarse de NPs metalicas, la

naturaleza de la mezcla cambia.
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Adicionalmente se evalué la actividad de las CES en lombrices expuestas a NPs, CPF y a la
mezcla binaria de NPs y CPF. Las CES comprenden un grupo de enzimas con baja especificidad
de sustrato. Se han reportado con frecuencia como mas sensibles a OPs que las ChEs en
invertebrados (Wheelock et al., 2008). Se ha demostrado ademas que esta sensibilidad
depende del sustrato utilizado en el ensayo (Laguerre et al., 2009; Sanchez-Hernandez y
Wheelock, 2009). Sin embargo, las CES no estan directamente implicadas en el mecanismo
de accién téxica de OPs mientras que las ChEs si, lo cual explicaria el nUmero reducido de
investigaciones ecotoxicoldgicas que incluyen estudios de actividad de CES. Algunos autores
centraron sus investigaciones en las especies E. andrei vy E. fétida. (Oien y Stenersen, 1984;
Oneto et al., 2005; Velki y Hackenberger, 2012, 2013a), mientras que otros lo hicieron en L.

terrestris (Haites et al., 1972).

Los resultados de nuestro estudio de CES siguen la misma tendencia observada con AChE. Las
NPs de goethita no inhibieron la actividad de CES de E. andrei a ningln tiempo ensayado.
Mientras que la mezcla de NPs+CPF inhibié la actividad de CES a todos los tiempos de
exposicién, al igual que las lombrices expuestas solamente a CPF. La inhibicién fue mayor
conforme aumentaba el tiempo de exposicidn. Se torna dificil la comparacion con datos de la
bibliografia debido a que en los homogenatos de tejido total pueden encontrarse diversas
isoenzimas con actividad de CES, por lo que existen distintos sustratos para medir su
actividad. Sin embargo, nuestros resultados utilizando el sustrato p-nitrofenilbutirato
concuerdan con la observacién de que la actividad de CES de la lombriz de tierra medida con
el sustrato feniltioacetato pareceria ser igualmente sensible que la actividad de ChEs a la
inhibicion de OPs (Oneto et al., 2005), lo que justificaria su uso en un enfoque de

biomarcadores multiples para evaluar la exposicion a OPs y a mezclas de OPs y NPs.

Por ultimo, se evalud el ingreso de nano-goethita en presencia de CPF. Si bien, como se dijo
anteriormente, hasta el momento no se reportaron estudios acerca de NPs y pesticidas OPs
en invertebrados del suelo, en la literatura se encuentran diversas investigaciones acerca del
ingreso de metales en presencia de pesticidas en lombrices terrestres. El estudio de Lister et
al.,, (2011) realizado en L. terrestris expuestas a una mezcla binaria de Ni(ll) y CPF mostré que
el ingreso del metal siguid el mismo patrén que en el caso de la exposicion al niquel. Por otro

lado, Zhou et al., (2012) demostraron que el ingreso de Cu(ll) fue despreciable en E. fétida
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por efecto de la presencia simultanea de glifosato. En estudios recientes, Bednarska et al.,
(2017) registraron acumulacién de cobre en E. fétida expuestas tanto a mezclas de Cu(ll) y
CPF como a Cu solo. También se estudiaron interacciones entre metales y pesticidas en otros
invertebrados. Bednarska y Kaszowska, (2014) demostraron que el patrén temporal de la
concentracion interna de Ni(ll) en el escarabajo terrestre P. oblongopunctatus dependia de
la concentracién de CPF en su alimento. La toxicocinética del Ni(ll) fue similar para los
escarabajos expuestos Unicamente a niquel y a los expuestos a una mezcla con baja
concentracion de CPF, pero fue diferente para los organismos expuestos a Ni(ll) mezclado
con una alta concentracion del pesticida. En estas condiciones, el CPF disminuyé los niveles

de Ni en los organismos.

En nuestro caso, los resultados indican que a las 48 h se registré un aumento en el contenido
de Fe en los oligoquetos expuestos a la mezcla de NPs+CPF, lo cual concuerda con lo
observado en lombrices expuestas unicamente a NPs de goethita (ver seccidon 14.1). Sin
embargo, a diferencia del descenso observado en estas Ultimas a las 72 h, se registré un
marcado aumento en los valores de Fe de lombrices expuestas a la mezcla binaria. Por lo que
el ingreso de NPs de goethita en E. andrei expuestas a una mezcla de NPs y CPF no siguié el
mismo patréon que el de las lombrices expuestas solamente a NPs de goethita. Este fendmeno
podria atribuirse a que el CPF estaria interfiriendo en algunos de los procesos involucrados

en la toxicocinética del Fe.
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En base a los objetivos planteados y los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral

surgen las siguientes conclusiones:

Los bioensayos de contacto usando papeles de filtro impregnados con suspensiones de
nanoparticulas resultaron una alternativa rapida y sencilla para la evaluacién del ingreso de
nanoparticulas de goethita y de posibles parametros biomarcadores, y para estudiar la
influencia de dichas nanoparticulas en la biodisponibilidad y toxicidad de contaminantes

organicos (CPF) y metadlicos (Cd y Pb).

El bioensayo en suelo artificial constituye una alternativa mas representativa de las
condiciones ambientales, y nos permitié corroborar los resultados obtenidos en los

bioensayos en papel para el ingreso de nanoparticulas de goethita.

Los valores de Fe en organismos expuestos a las nanoparticulas de goethita en papel (72 h) o
en suelo artificial (10 dias) resultaron siempre menores a los valores basales, sugiriendo
efectos sistémicos que pueden relacionarse con las alteraciones registradas en algunos de los
parametros bioquimicos seleccionados. La actividad de CAT (48 h), los valores de TOSC (72 h)

y los niveles de TBARs (72 h) se vieron afectados por exposicidon a las nanoparticulas.

Se investigd la interaccion de las nanoparticulas de goethita con otras sustancias quimicas
contaminantes. En primer lugar, se estudiaron las interacciones con dos cldsicos elementos
no esenciales: Cd y Pb. Comparando con los valores de concentracién de dichos metales en
lombrices expuestas Unicamente a cada elemento, los organismos expuestos a la mezcla
binaria metal-nanoparticulas presentaron descensos comparables para ambos
contaminantes. En consecuencia, las nanoparticulas de goethita influyeron negativamente en
el ingreso de Cd y Pb en E. andrei. En términos porcentuales, los descensos no resultaron tan
altos como para sustentar el empleo directo de estas NPs en procesos de remediacién. Sin
embargo, tampoco fueron tan bajos como para descartarlo. Por consiguiente, estos resultados
podrian constituir un punto de referencia para futuras investigaciones, ya sea modificando
algunas de las propiedades fisico-quimicas de estas NPs (como por ej. su tamano) o bien
introduciendo diversos grupos funcionales sobre la superficie.

Al analizar los contenidos de Fe en las lombrices expuestas a las mezclas binarias de metales

(Cd o Pb) y nanoparticulas, se observd que éstos fueron similares a los de los controles. Se
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concluye asi que debido a la presencia simultanea de nanoparticulas y metales no se registrd
el efecto sistémico desencadenado cuando los organismos estuvieron expuestos Unicamente

a las nanoparticulas de goethita.

En cuanto al pesticida organofosforado clorpirifos, los estudios UV-vis y SEM-EDX de la mezcla
de nanoparticulas y clorpirifos en solucion dieron cuenta de la existencia de una interaccion

superficial entre estas particulas y el pesticida.

En cuanto a los estudios in vivo en papel, las actividades de la AChE y de las CES de lombrices
E. andrei expuestas a la mezcla binaria de nanoparticulas y clorpirifos se vieron inhibidas a
todos los tiempos de exposicion, en proporciones similares a las expuestas Unicamente a
clorpirifos. En cambio, las actividades enzimdticas en los oligoquetos expuestos solo a las
nanoparticulas fueron comparables a las registradas en organismos controles. Esto demostré
que estas particulas no produjeron efectos neurotéxicos en los oligoquetos, y que la
inhibicion de la actividad de las enzimas, en todos los casos, se debié fundamentalmente a la
presencia del pesticida pese a las interacciones superficiales anteriormente mencionadas.

Ademas, las lombrices expuestas a la mezcla binaria presentaron un aumento en los
niveles de Fe luego de 72 hs de exposicion, lo cual difiere del patrén observado en las
lombrices expuestas Unicamente a nanoparticulas. Esto evidencié que el clorpirifos, al igual
gue los metales Cd y Pb, estarian interfiriendo con algunos de los procesos involucrados en

la toxicocinética del Fe.

Estos resultados demuestran que las nanoparticulas de goethita pueden afectar a las especies
edaficas, en particular a las lombrices E. andrei, y evidencian las complejas interacciones que
pueden verificarse con otros contaminantes preexistentes en el ambiente. Representan
ademads un aporte a los estudios de nanoparticulas en ambientes terrestres, que aun son
escasos debido a que el suelo es un ecosistema complejo, cuyos componentes modulan la

biodisponibilidad y, por ende, los efectos téxicos de las NPs.
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