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RESUMEN

El paraquat es un herbicida, ampliamente usado en ambientes terrestres y acuaticos.
El objetivo del presente trabajo fue investigar algunos efectos toxicos del paraquat en dos
especies no blanco de invertebrados acuaticos. Especificamente se emplearon ejemplares
adultos del oligoqueto Lumbriculus variegatus J. y moluscos gastropodos pigmentados y
no pigmentados de Biomphalaria glabrata S. En primer término se determinaron los
valores de CLso, exponiendo ambos organismos en condiciones agudas. El paraquat
presente en un producto formulado comercial resulté ser mas toxico para la especie L.
variegatus que la solucion conteniendo el compuesto puro. Para organismos de L.
variegatus la toxicidad del paraquat formulado comercial aumenta con el aumento de
temperatura y disminuye por efecto de material particulado presente en el medio del
bioensayo. Los valores de CLso (96 horas y 25 %1 °C) resultaron similares para L.
variegatus y ejemplares pigmentados de B. glabrata. En cambio, los organismos no-
pigmentados de B. glabrata resultaron ser considerablemente mas sensibles. En segundo
lugar, se efectuaron bioensayos subletales a fin de investigar diversas respuestas
bioquimicas. En este trabajo se reportan, por primera vez segun nuestro conocimiento,
valores de los niveles de las poliaminas putrescina, espermidina y espermina, en
organismos controles de las dos especies de agua dulce en estudio. Por tratamiento a un
nivel de 0,5 mg/L se observd que los niveles de poliaminas resultaron ser modificados por
accion del paraquat producto comercial en L. variegatus. En cambio no se observaron
diferencias significativas, con respecto a los controles, en organismos pigmentados y no-
pigmentados de B. glabrata. Los organismos de L. variegatus, al igual que ejemplares
pigmentados de B. glabrata, no evidenciaron cambios en los procesos de peroxidacion
lipidica por accion del paraquat formulado comercial a un nivel de exposicion de 0,5 mg
paraquat/L. En cambio, tras 48 horas de exposicion los organismos no-pigmentados de B.
glabrata presentaron un aumento significativo en la peroxidacion de lipidos. Los
resultados que se obtuvieron en el presente trabajo permiten proponer tanto el analisis de
niveles de poliaminas como la investigacion de procesos de lipoperoxidacion como

posibles parametros biomarcadores de contaminacion por paraquat.

Palabras claves: bioensayos - paraquat - Biomphalaria glabrata - Lumbriculus

variegatus - CLso - poliaminas - lipoperoxidacion.



ABREVIATURAS

CL 5o = Concentracion Letal 50

DL so= Dosis Letal 50

IDA = Ingesta Diaria Admisible

HPLC = Cromatografo liquido de alta presion

KCI = Cloruro de Potasio

Kow = Coeficiente de particion octanol/agua.

LH = Lipido

LOOH = Hidroperoxidos

MAD = malonaldehido

ODC = Ornitina decarboxilasa

pK. = Constante de acidez

RFD = Dosis de Referencia para la Exposicion Oral Cronica
ROS = Radicales libres derivados del oxigeno
SAMDC = Adenosil decarboxilasa

SSAT = Espermidina/ espermina. N'- acetiltransferasa
TBA = Acido tiobarbitirico

TBARS = Sustancias reactivas del acido tiobarbiturico

TLV = Valor umbral limite, fraccion respirable
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INTRODUCCION

1.1. SISTEMAS ACUATICOS Y CONTAMINACION

Los Sistemas Acudticos, que constituyen las dos terceras partes del planeta, han

sido seriamente afectados por distintos agentes de contaminacion. Estos sistemas pueden

clasificarse como marinos, de agua dulce, salobres o estuariales.

Los subcompartimientos que forman el medio acuatico son:
€ Aguas superficiales.
€ Sedimentos.
€ Solidos en suspension.
¢ Biota.

Los contaminantes son aquellas sustancias introducidas en el ambiente como

resultado, por lo menos en forma parcial, de la actividad humana y que produce efectos

adversos no deseados sobre los organismos individuales y sobre el ecosistema.

()

0000

Las principales causas de la contaminacion acuatica se pueden dividir en:

Directas:

Liberacion de descargas o efluentes de industrias diversas con alto contenido de
sustancias quimicas.

Liberacion de descargas urbanas y cloacales.

Actividades portuarias.

Explotac¢ion excesiva de recursos.

Derrames "in situ” de petroleo u otra sustancia toxica.

Descargas con alto contenido de material particulado que modifican las caracteristicas

fisicas del sistema y constituyen un medio de transporte de numerosos contaminantes.

Indirectas:

Por procesos de volatilizacion o arrastre derivados de la aplicacion de plaguicidas que
se efectiian en zonas adyacentes.

Mediante el escurrimiento de suelo, por accion de las lluvias o aguas residuales que

desaguan en ellos.

11



INTRODUCCION

Q
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A través de un percolado vertical de sustancias que inicialmente escurren hacia las
napas subterraneas y luego se transfieren lateralmente hacia las cuencas.
Por las deposiciones secas o humedas de contaminantes inicialmente emitidos a la

atmosfera (por ejemplo lluvia acida).

La contaminacion acuatica puede producir graves consecuencias como:

Acidificacion de las aguas.

FErosion de las costas.

Alteraciones en las poblaciones y en la diversidad de especies de las comunidades
biologicas del ecosistema: degradacion de los arrecifes de corales; aparicion de
tumores en diversas especies de organismos acuaticos - por ejemplo, peces -;
crecimiento desmesurado de algas, bacterias y fitoplancton.

Efectos en la salud publica: cuando los cursos de aguas se destinan al suministro de
agua de bebida para la poblacion, transmision de enfermedades por la presencia de

agentes patogenos, intoxicaciones ocasionadas por la ingesta de organismo acuaticos.
La introduccidn de un xenobidtico en un ambiente acuatico puede ser:
deliberada (por efluentes)

accidental (por derrames)

El sitio de liberacién puede ser:

puntual, por descarga de efluentes o aplicaciones sobre el espejo de agua.

no puntial, por escorrentias, lixiviacion o derivas.

El tipo de liberacion puede ser:

accidental
continua

intermitente

La tasa de liberacion puede ser:

constarnte

Sluctuante
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1.2. PLAGUICIDAS COMO AGENTES CONTAMINANTES DE LOS SISTEMAS
ACUATICOS

Los "plaguicidas o pesticidas" son sustancias, de origen natural o sintético que
permiten eliminar, controlar y manejar organismos vivos considerados "plagas" - , de
origen natural o sintético que permiten eliminar, controlar y manejar organismos vivos
considerados "plagas" - animales, enfermedades o malezas - que causan efectos no
deseados sobre la produccion agropecuaria, en areas industriales, areas no agricolas y en
salud publica.

Estos productos son altamente toxicos para los organismos blanco, para asegurar su
eficacia y la razon de su empleo, pero esa toxicidad puede extenderse a otras especies no
blanco, causando un impacto sobre estos organismos y los distintos compartimientos
ambientales. Aunque los pesticidas han sido disefiados para ofrecer una alta especificidad
de accion, su uso genera innumerables efectos indeseados como la generacion de
organismos resistentes, la persistencia ambiental de residuos toxicos y la contaminacion de
recursos hidricos con degradacion de la flora y fauna.

Se considera que mas de 1000 plaguicidas, corrientemente usados en la mayoria de
los paises del mundo, inadvertidamente alcanzan los ecosistemas acuaticos. Si bien la
agricultura es solo una de las fuentes no puntuales de polucion, generalmente se la
considera como la principal actividad que contribuye a la liberaciéon de contaminantes en
los sistemas acuaticos (Edwin, 1996). De este modo, el medio acuatico es el que
finalmente recibe, directa o indirectamente, deliberada o accidentalmente, la mezcla de
sustancias quimicas aplicadas en los otros medios. En el caso de los plaguicidas, el sistema
acuatico puede ser receptor no solo del remanente de las moléculas no alteradas de los
principios activos, sino también de una serie de otros productos derivados de la interaccion
de las mismas con los organismos y con los componentes abioticos del sistema particular
considerado (Salibian, 2000).

El origen de la contaminacion de los ecosistemas acuaticos por plaguicidas puede

ser.
Q Su aplicacion directa para el control de malezas acuaticas, de larvas de mosquitos,
moluscos, etc.

Q El escurrimiento superficial de agua proveniente de agua tratada.

13



INTRODUCCION

Particulas de suelo contaminadas que son arrastradas por la erosion.
Lixiviacion.

Lavado de equipos de aplicacion directamente en el agua.
Descarga de efluentes industriales o de actividades agricolas.

Deriva.

000000

Transporte por el agua de lluvia.

Una vez en la fase acuosa, los compuestos pueden llegar al material particulado, ya
sea en suspension o al depositado en los sedimentos del lecho, o ser absorbidos por los
organismos, pudiendo entonces ser detoxificados o acumulados. Pueden ser transportados a
través del sistema acuatico por difusion en las corrientes de agua, o en los cuerpos de los
organismos acuaticos. Algunos de estos xenobidticos y sus metabolitos pueden regresar a
la atmosfera por volatilizacion (Tomita y Beyruth, 2002).

Hay una interaccion continua de los plaguicidas entre sedimento y agua,
influenciada por el movimiento del agua, la turbulencia y la temperatura (Nimmo, 1985).
Esta interaccion puede resultar en un mayor tiempo de exposicion de los organismos,

especialmente los del bentos, a los compuestos toxicos.

La degradacion que experimentan los plaguicidas en los sistemas acuaticos puede
ser.
- Abiotica: por reacciones quimicas o fotdlisis.

- Biotica: por accion de microorganismos.

El impacto de los plaguicidas sobre los peces y macroinvertebrados esta

determinado por:

O Las propiedades fisico - quimicas del plaguicida: grupo funcional al que pertenece,
estructura quimica, estabilidad del producto, propiedades fotoquimicas, coeficiente de
particion octanol/agua (Kow), constante de acidez (pKa.), potencial de ionizacion,
densidad del producto, presion de vapor, pureza quimica, solubilidad en agua,
formacion de complejos con otras sustancias, mezclas con tensioactivos, concentracion,

entre los factores mas relevantes.

14
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O Caracteristicas ambientales:

a) Parametros abioticos:
Propiedades fisico quimicas del sistema: densidad, salinidad, dureza, contenido de
materia organica, pH del medio, tension superficial, el tamafio y la forma de las
particulas sobre las que se adsorbe, velocidad, profundidad, turbulencia, tipo de
sedimentos y dinamica de la interfase agua-sedimento, concentracion de oxigeno
disuelta en agua, interaccion con otros agroquimicos coexistentes, temperatura, luz,
velocidad del flujo del agua.

b) Parametros bioticos:
Estado nutricional, edad, tamafio, sensibilidad de los organismos, microorganismos
acompaiiantes (fitoplancton, zooplancton, bacterias), permeabilidad de los epitelios,

otros organismos troficamente relacionados.

Las comunidades bioldgicas de los sistemas acuaticos-se consideran especialmente
sensibles a la presencia de sustancias contaminantes. Esto se debe, en gran parte, a que las
especies predominantes tienen, en su mayoria, ciclos de vida relativamente cortos y ciclos
reproductivos muy frecuentes, que facilmente pueden ser afectados por perturbaciones al
medio. La sensibilidad de los distintos grupos taxondémicos es dispar, y esta determinada,
también, por los sistemas fisiologicos y bioquimicos. Asimismo, dentro de un mismo taxén
la sensibilidad varia a lo largo del ciclo de vida. Las especies pueden tener distintos
mecanismos de biotransformacion, detoxificacion, degradacion, que a su vez son los que
determinan la bioconcentracion, bioacumulacion y biomagnificacion.

El habitat de las especies puede determinar importantes diferencias, por ejemplo
los organismos del bentos estan mas expuestos a las sustancias retenidas por los
sedimentos.

Los productos presentes en los cuerpos de agua pueden ingresar a los organismos
acuaticos por distintas vias de entrada y su grado de acumulacion depende del nicho
ecologico en que se encuentre en la cadena alimentaria, de la disponibilidad y de la
persistencia del contaminante en el agua, sus propiedades fisico-quimicas y de las
caracteristicas hidrologicas, siempre fluctuantes, que promueven una constante
movilizacion de los contaminantes (Ford 1989, Pratt, 1990).

Los organismos acuaticos pueden acumular a los plaguicidas en concentraciones

muy superiores a las encontradas en la columna de agua circundante, ya sea a través de la

15
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fase acuosa o por medio de la ingestion del material particulado en suspension (Nimmo,
1998).

La época reproductiva coincidente con las aplicaciones de agroquimicos
desestabiliza a la poblacion y puede tener consecuencias en la cadena trofica. Algunos
efectos adversos a largo plazo incluyen la modificacion a la tolerancia térmica, alteraciones
metabolicas y conductales. Estas respuestas pueden ser utilizadas como biomarcadores
sensibles y tempranos de toxicidad.

Dentro de los plaguicidas, los herbicidas son menos tdéxicos para los peces y
macroinvertebrados que los insecticidas, sin embargo pueden tener un efecto indirecto,
cuando se aplican para controlar hierbas acuaticas. En este caso, incrementan
significativamente la cantidad de materia vegetal muerta en el cuerpo de agua, cuya
putrefaccion consume grandes cantidades de oxigeno disuelto, produciendo ambientes
hipdxicos que afectan a las poblaciones de estos organismos. Algunas sustancias inducen
hipoxia, ya sea por la reduccion de la concentracion del oxigeno disuelto en el agua,
disminuyendo la velocidad de transferencia del oxigeno, o bien afectan el metabolismo de
este elemento.

Los plaguicidas pueden afectar a los organismos de muy distintas formas. No
obstante, en primer lugar, los efectos toxicos se verifican a nivel subcelular, por ejemplo,
por modificaciones en actividades enzimaticas, permeabilidad de membranas, ataque a los
acidos nucleicos, o alteraciones en las organelas (Huggett et al., 1992). Estos cambios
pueden afectar la integridad celular, la eficiencia energética de la célula o la velocidad de
excrecion de un metabolito, etc. Si los cambios son lo suficientemente severos, pueden
provocar la muerte de un nimero considerable de células en un Organo determinado
produciendo necrosis. La lesion en un 6rgano puede afectar la homeostasis del organismo
completo, y cuando los mecanismos de defensa resultan insuficientes para hacer frente al
estrés, se puede verificar su muerte (Depledge, 1989). La muerte de los organismos afecta
su poblacion, y a partir de aqui los efectos nocivos pueden propagarse a la comunidad
biologica, y llegar a comprometer la composicion y funcionalidad del ecosistema
(Moriarty, 1990).

16
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1.3. PARAQUAT

Es un herbicida de origen sintético ampliamente usado en el mundo. Fue sintetizado
por primera vez en 1882 pero sus propiedades herbicidas fueron reconocidas en 1955 por
Zeneca y se produjo comercialmente en 1961 (PAN UK, 1996).

Es un producto nitrogenado cuaternario, no selectivo, que actiia Gnicamente por
contacto, de rapida accidon sobre los tejidos verdes de las plantas (EXTOXNET, 1996)

destruyendo las membranas celulares (Timbrell, 2000).
1.3.1. Identificacion

7 Nombre técnico registrado: Paraquat.

{7 Nombres comerciales: Gramoxone, Dextrone X; Esgram, Fitoquat.

[ Nombre quimico: 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo [cation].

(7 Formula empirica: Ci2H 4N,

[ Familia quimica: dipiridilos.

[ Estado fisico: solido higroscopico. La sal pura es blanca, cristalina, inodora.

[ Formulacion comercial: Concentrado soluble.

7 Composicion del producto formulado:
Paraquat dicloruro (dicloruro de 1,1 °dimetil-4,4" bipiridilo)*....... 27,6 g.
Inertes y coadyuvantes...... C.S.P. ..o 100 mL.
*equivalente a 20 g de 1,1 dimetil-4,4" bipiridilo

[ Clase toxicologica II, Moderadamente peligroso ( US EPA 1987)

1.3.2. Estructura quimica

CH_-N* o > { - N*-CH
N\ / N/

17




INTRODUCCION

1.3.3. Propiedades fisico quimicas del producto formulado

[ Densidad: 1,135 g/mL a 20°C.

A Punto de ebullicion: 175-180°C.

[T Presion de vapor: muy baja, no volatil.

O Estado fisico: liquido azulado.

(3 Olor: generalmente inodoro.

[ No es explosivo.

(7 No es inflamable en formulaciones acuosas.

[ Es corrosivo para los metales (aluminio, zinc, hierro).

(I Es incompatible con los humectantes alquiaril sulfonatos.

[ Es estable en soluciones acidas o neutras, pero se hidroliza rapidamente por alcalis.

[ Es fotodegradable con la luz ultravioleta.

1.3.4. Mecanismo de accion del herbicida

El paraquat actia por contacto sobre las partes verdes del vegetal y es activado por
la luz solar para formar compuestos oxigenados como el peroxido de hidrogeno.

Actua como disruptor de las membranas celulares, desintegrando el plasmalema por
polimerizacion de los componentes lipidicos insaturados, lo que resulta en una rapida
necrosis tisular (Vidal Ribas, 1997, Fierst et al, 1990).

El movimiento del herbicida a través de la parte aérea del vegetal ocurre
rapidamente, distribuyéndose predominantemente por el xilema, ya que el dafio celular y la
rapida transpiracion impiden que este producto tenga una amplia distribucion por el
floema.

El paraquat es reducido a radical cation estable en los cloroplastos, por un proceso
de transferencia de un electron que es revertido por el oxigeno molecular generando
peroxido de hidrogeno. Este producto y su radical cation comprenden un sistema redox

(Suntres, 2002).
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La energia para la reaccion quimica de reduccion proviene de la fotolisis del agua, o

de la respiracion en la oscuridad. Una vez formados los radicales inician un conjunto de

reacciones, que en presencia de oxigeno, promueven la destruccion de compuestos

celulares esenciales.

Este herbicida tiene un potencial de reduccion similar al de las reacciones de

transferencia de electrones asociadas al Fotosistema 1.

La reduccion del herbicida también puede ocurrir en el Fotosistema 11, pero con menor

extension que en el fotosistema I (Schmidt, 1997).

1.3.5. Usos

a

Q Q

Q Q

En postemergencia de los cultivos, para el control de malezas anuales, en sus primeros
estados de crecimiento, mediante aplicaciones aéreas o terrestres.

En Siembra Directa o Labranza Cero, para la realizacion de barbecho quimico - se
aplica el producto sobre el rastrojo para favorecer su desecacion, descomposicion, y
controlar las malezas existentes en él, una vez seco el material se procede a la siembra
sin laboreo.

En labranza quimica de parrales y vifiedos, en forestales, frutales de carozo, pepita y
citricos, en olivo, té y yerba mate para eliminar las labores mecanicas de roturacion y
control de malezas.

Como desecante en precosecha en cereales (trigo, maiz, sorgo, arroz, alpiste), y
cultivos industriales (girasol, soja), en alfalfa y otras leguminosas forrajeras, en papa y
legumbres (arveja, lenteja y poroto)

Como defoliante en algodon.

En almacigos o siembras de "asiento", para controlar malezas que nacen previo a la
emergencia de especies de lenta germinacion como tomate, pimiento, puerro, cebolla,
hinojo y perejil.

En cursos de agua para controlar malezas acudticas

En areas no cultivadas o sitios industriales para limpieza de vias férreas y caminos.

En acequias de riego o perimetrales, para eliminar malezas de bordes y taludes; en

playas, alambrados, bases de cercas y paredes.
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1.3.6. Destino en el ambiente

{7 Suelo

Este herbicida es fuertemente adsorbido por los constituyentes del suelo, coloides y

materia organica de las particulas, lo que reduce su biodisponibilidad para las plantas,
lombrices de tierra, y microorganismos. Por estar inmovil en los suelos resulta muy
persistente (valores de persistencia o tiempo de vida media residual mayores a 1000 dias).
Los residuos pueden persistir indefinidamente y pueden ser transportados por escorrentia
junto con el sedimento. Bajo condiciones de campo, el residuo es lentamente redistribuido,
registrandose valores de degradacion de 5 -10% por afio (WHO, 1996).

No produce efectos adversos sobre la microflora y otros organismos edaficos, o
sobre el crecimiento de los cultivos a niveles normales y altos de aplicacion. Los
microorganismos pueden degradar rapidamente al paraquat libre, pero la descomposicion
quimica del producto adsorbido es relativamente lenta y poco importante.

La fotodescomposicion se produce en las plantas tratadas al ser expuestas a la luz
solar y continia aun después que la planta muere. Los productos formados son menos
toxicos que el compuesto original. También es degradado por la luz ultravioleta en la
superficie del suelo, aunque este proceso es poco importante. El paraquat no presenta un
alto riesgo de contaminacion de aguas subterraneas. Solo puede llegar al agua por la
erosion, en un proceso de flujo de masa. El producto penetra adsorbido en las particulas
sOlidas del suelo, quedando temporariamente en suspension y luego se deposita en los

sedimentos del lecho de los sistemas acuaticos.

J Agua

En el ambiente acuatico el paraquat es adsorbido por los sedimentos o material en
suspension y por la vegetacion acuatica. En este ultimo caso, al descomponerse los tejidos
es liberado y fijado al sedimento. Su persistencia en este medio puede ser mayor que en el
suelo, por la limitada disponibilidad de oxigeno.

En aplicaciones de paraquat para controlar malezas acuaticas, a dosis normales -
Img/L -, 1a concentracion puede bajar a la mitad del nivel inicial en 36 horas y por debajo

de 0,01 mg/L en menos de 2 semanas.
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A las dosis recomendadas para el control de malezas acuaticas, puede causar un
dafio indirecto al aumentar la cantidad de materia vegetal muerta en el cuerpo de agua,
cuya putrefaccion consume gran cantidad de oxigeno disuelto, produciendo ambientes

hipoxicos (Pefia et al., 2001).

J Aire

Este herbicida no es volatil. La cantidad del producto en el aire es insignificante
bajo condiciones normales de uso, se registran de 0,0004 a 0,001 mg/m’ en las particulas
del aire (WHO,1996).

(7 Biota

Por su caracter herbicida es toxico para vegetacion terrestre y acuatica. Las malezas
acuaticas pueden bioacumular al compuesto.

El paraquat es moderada a altamente toxico para muchas especies de peces,
incluyendo la trucha arcoiris, y bagre o siluro de canal (WSSA, 1994; US EPA, 1997).

Aun en dosis menores a las utilizadas en la practica agricola resulta toxico para
acaros y fitofagos.

Es levemente toxico para abejas y no produce efectos dafiinos en aves bajo
condiciones normales de uso (Walker y Keith, 1992).

No hay evidencias de acumulacion de paraquat en lombrices de tierra (Lumbriculus

ferrestris) y en nematodos fitofagos (Goellner, 1989).

1.3.7. Residuos en alimentos

No se han encontrado residuos significativos del herbicida paraquat en alimentos,
siempre y cuando sea usado dentro de las recomendaciones técnicas (Worthing y Walker,
1987).

En aplicaciones como desecante, pueden encontrarse residuos segun la dosis

aplicada y el periodo transcurrido entre la tltima aplicacion y la cosecha.
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1.3.8. Efectos toxicos en el hombre

A- Parametros toxicolégicos (EXTOXNET, 1996, US- EPA, 1987)

(7 Clase Toxicologica 11 (Moderadamente Peligroso).

(7 Dosis Letal 50 (DLso) por ingestion para el hombre: 35 mg/kg.

[ DLs, oral ratas: 600 - 700 mg/kg.

[ IDA (Ingesta Diaria Admisible): 0,004 mg/kg/dia

[ RFD (Dosis de Referencia para la Exposicion Oral Cronica): 0,0045 mg/kg/dia
[ TLV (Valor umbral limite): 0,1 mg/m3 (8 horas), fraccion respirable.

B.- Sintomatologia de intoxicacion

- Aguda:

Su ingestién produce quemaduras en boca y garganta, seguido por trastornos
gastrointestinales y dafios hepaticos. Altas dosis pueden provocar excitabilidad, congestion
pulmonar, convulsiones, incoordinacion y muerte por falla respiratoria (Davies, 1987,

Giulivi et al., 1995).

- Subcroénica

Daiios renales: oliguria, sangre en orina, y finalmente puede ocurrir falla renal total
(Bismuth et al., 1982, 1990, 1995). Depresion a nivel del sistema nervioso central: dolor de
cabeza, vértigo, somnolencia, nauseas, vomito e incoordinacién, coma y posible muerte

debido a falla respiratoria (Morgan, 1995; Vale et al., 1987).

- Crénica:

Neumopatias: lesiones pulmonares, edema, colapso, fibrosis proliferativa y
hemorragia (Smith, 1988). Neuropatia periférica (anormalidades sensitivas y motoras,
espasmo muscular, debilidad y dolor en los brazos y piernas, entumecimiento y hormigueo
de dedos de las manos y pies, y paralisis) (Olson, 1994).

No se evidencian efectos mutagénicos, teratogénicos, carcinogénicos ni toxico-

reproductivos (Pond, 1990).
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C.- Toxicocinética

La absorcion por via dérmica es baja debido a la baja liposolubilidad del paraquat,
pero la extension de la absorcion puede ser significativamente mayor en casos de piel
severamente dafiada. El dafio dérmico local incluye dermatitis. El contacto prolongado
produce eritema, aparicion de ampollas, abrasion y ulceracion, y puede afectar las uiias de
las manos (Tungsanga et al., 1983).

La absorcion por inhalacion se produce por la mucosas nasal, traqueal o bronquial
o via alvéolos pulmonares. La gran superficie de absorcion y la rica vascularizacion
pulmonar hacen que esta via de ingreso sea muy eficiente. Por su baja volatilidad y por el
tamafio de las particulas de pulverizacion - 200 micrones - en condiciones normales de
aplicacion, la intoxicacion por inhalacion es dificil que ocurra.

La via de absorcion mas completa se verifica por via oral. La absorciéon ocurre a
nivel de la mucosa gastrica y via la mucosa del intestino delgado. Entre la sintomatologia
se encuentra hinchazon, edema y ulceracion dolorosa de la boca, faringe, esofago,
estomago e intestino. Con mayores concentraciones se producen otros sintomas de
toxicidad que incluyen dafio hepatocelular, el cual puede causar un aumento en los niveles
de bilirrubina y la presencia de enzimas hepatocelulares en sangre. A nivel renal, las
células tubulares secretan paraquat con rapidez, eliminandolo de forma eficiente de la
sangre. Las altas concentraciones sanguineas afectan al 6rgano excretor, pudiendo destruir
las células. El hombre absorbe aproximadamente el 10% de la dosis de paraquat ingerida
(Larini, 1999).

El paraquat absorbido es distribuido via torrente sanguineo a practicamente todos
los 6rganos y tejidos del cuerpo, pero el almacenamiento no es prolongado en ningun
tejido. No se metaboliza. La remocion del paraquat absorbido se produce por el rifion
(Hughes, 1998).

D.- Toxicodinamia

Los pulmones son el primer blanco del herbicida y los efectos pulmonares
representan la manifestacion mas letal y menos tratable de la toxicidad. El pulmén acumula

selectivamente paraquat del plasma en los neumocitos tipo I y II. Dicha incorporacion

23



INTRODUCCION

ocurre por un proceso activo, a través de los transportadores de poliaminas, debido a que la
distancia intermolecular entre los nitrogenos presentes en ambos compuestos (paraquat y
poliaminas) es muy similar (Timbrell, 1996, 2000).

La toxicidad del herbicida se verifica a través de la formacion de radicales libres
que resultan de su reduccion enzimatica, con transferencia de un electron, en presencia de
NADPH. El radical paraquat asi formado reacciona con una molécula de oxigeno dando
origen al anion radical superoxido y regenerando el cation paraquat. A continuacion el
radical superdxido puede conducir a la formacién de peroxido de hidrogeno y de radicales
oxhidrilos, los cuales a su vez pueden desencadenar procesos de peroxidacion de lipidos.
Dado que en los pulmones hay alta concentracion de oxigeno, las probabilidades del
paraquat para desencadenar procesos de peroxidacion de lipidos se encuentran

preferencialmente aumentadas (Forman et al., 1982).
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1.4. POLIAMINAS

Las poliaminas presentes en la naturaleza son un grupo de pequeiias moléculas
alifaticas (no ciclicas) que se caracterizan por poseer dos o mas grupos amino en su
estructura. Son cationes organicos que se encuentran en todas las células vivas y resultan
esenciales para el crecimiento, diferenciacion, multiplicacion y el buen funcionamiento
celular (Tabor y Tabor, 1984; Pegg, 1986, Medina et al., 1999; Ochoa Rojas et al., 2002).
Las mas estudiadas son la putrescina, \a espermidina y la espermina ya que presentan una
estrecha relacion en su biosintesis e interconversion, ademas de que participan en multiples

procesos celulares.

1.4.1. Estructura de las principales poliaminas

PUTRESCINA H,N- CH,- CH,- CH,~ CH,- H:N

ESPERMIDINA H,N-CH.-CH:-CH,- HN-CH,-CH,—CH,-C H,- NH:

ESPERMINA H,N-CH,—CH,-CH,- HN-CH,-CH,-CH,-C H- NH-CH,- CH,- CH,- NH,

1.4.2. Antecedentes

La presencia de poliaminas en materiales biologicos se sefialo hace mas de 300
afios. En 1678, Antoni van Leeuwenhoeck descubrid la presencia de cristales en el semen
humano. En 1791, Nicolas Vauquelin demostré la relativa insolubilidad en agua y etanol
de esos cristales, concluyendo que eran sales de fosfato de un cation inorganico,
probablemente el calcio. En 1865 Boettcher supuso que los cristales estaban formados por
una proteina a la que llamo6 espermatina. En 1878 Schreiner descubrid que los cristales
eran sales de fosfato de un compuesto organico basico simple. En 1888, A. Landerburg y
J. Abel, denominaron a esta base organica espermina, por encontrarse en cantidades
relativamente altas en el semen humano. Otto, en 1926, determind la estructura correcta de
la espermina y sintetizd otra base identificada como fosfato de espermidina.
Posteriormente la espermidina fue aislada de oOrganos animales, microorganismos y

plantas, resultando ser una poliamina universal.
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El descubrimiento de la putrescina y la cadaverina se le atribuye a Brieger en 1885,

quien aislo estas bases como sales dobles de metales pesados de tejido animal.

1.4.3. Distribucion

Las poliaminas estan ampliamente distribuidas en todos los sistemas biologicos.
Las concentraciones relativas de putrescina, espermidina y espermina, varian
notablemente en diferentes tipos de células. Los procariontes tienen altas concentraciones
de putrescina y espermidina. La espermina sélo se encuentra en las células eucariontes.
Aunque los niveles de poliaminas han sido ampliamente estudiados en bacterias,
levaduras, hongos, vegetales y animales superiores hay muy pocas referencias en

bibliografia respecto a los niveles de estos policationes en invertebrados inferiores.

1.4.4. Biosintesis e interconversion

Los niveles intracelulares de las poliaminas se encuentran regulados por varios
mecanismos, lo que sugiere un rol importante para estos policationes en la funcion celular.
La homeostasis de las poliaminas se controla a través de su biosintesis, interconversion,
catabolismo, secrecion y captacion. En la Figura 1.1 puede verse un esquema de la
biosintesis e interconversion de las poliaminas en células eucariotas. El primer paso en la
biosintesis consiste en la conversion de ornitina en putrescina, reaccion catalizada por la
enzima ornitina decarboxilasa (ODC). Las poliaminas superiores espermidina y espermina
se forman a partir de putrescina por transferencia de uno o dos grupos aminopropilo a uno
o ambos nitrogenos de la putrescina. La interconversion se produce por accion de dos
enzimas (espermidina/espermina N'-acetiltransferasa (SSAT) y poliamina oxidasa) que
remueven secuencialmente los grupos aminopropilo convirtiendo espermina nuevamente
en espermidina y espermidina en putrescina. La biosintesis esta regulada por las
actividades de ODC y S-adenosildecarboxilasa mientras que la interconversion esta

controlada por la actividad de SSAT.
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Ornitina
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Figura 1.1: Metabolismo de poliaminas en animales superiores

Ornitina decarboxilasa (ODC)
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. Poliamina oxidasa
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Espermidina / espermina N "-acetiltransferasa (SSAT)
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1.5. PEROXIDACION LIPIDICA

Diversos procesos intra o extra celulares pueden generar radicales libres,
especialmente especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS). La exposicion a diversos
contaminantes organicos o metalicos, entre ellos el paraquat, constituye un factor clave
para la ocurrencia de dichos procesos. Los radicales libres se inician mediante una etapa de
activacion metabolica, en la cual el xenobiotico es reducido por una reductasa dependiente
de NAD(P)H (Huggett et al. 1992). La presencia de oxigeno y de iones metalicos en los
organismos favorece este fenomeno. Ademas, muchos eventos patologicos pueden
exacerbar la produccion de radicales libres.

La formacion de especies reactivas de oxigeno puede desencadenar diversos efectos
toxicos, mediante la peroxidacion de lipidos de membrana, ataque a los acidos nucleicos y
otras macromoléculas. Si bien las células poseen diversos sistemas de defensa frente al
estrés oxidativo, ya sean de caracter enzimatico o no-enzimatico, cuando se verifica un
desbalance entre la produccion de radicales y las barreras antioxidantes, surge el dafio
oxidativo.

Aun cuando diversas estructuras biologicas pueden sufrir los procesos de estrés
oxidativo, la oxidacion de los acidos grasos, especialmente de acidos grasos
poliinsaturados, es quizas el fenomeno mejor conocido. El proceso se reconoce como
lipoperoxidacion o peroxidacion lipidica. Los productos iniciales de la peroxidacion
lipidica son hidroperoxidos diénicos conjugados (figura 1.2). Estas sustancias activas se
descomponen en distintos aldehidos, o si el acido graso original es el acido araquidonico,
se descomponen en isoprostanos (figura 1.3). Dentro de los aldehidos, se encuentra el
malondialdehido (MDA), el cual perpetiia el dafio al unirse a proteinas y provocando
modificaciones que afectan su estructura y funcion.

Los distintos productos de degradacion y descomposicion pueden ser utilizados
para evaluar el grado de estrés oxidativo, incluyendo los hidroperoxidos (LOOH),
comunmente expresados como dienos conjugados, los isoprostanos y el malondialdehido
(Dotan et al., 2004). Sin embargo, el ensayo que emplea al acido tiobarbiturico (TBA)
constituye una de las determinaciones mas utilizadas para evaluar el dafio oxidativo de los
lipidos. El método se basa en la reaccion del malondialdehido con el TBA formando

aductos cromodgenos y fluorescentes de MDA-TBA muy estables, los cuales se pueden
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cuantificar ya sea por espectrofotometria de absorcion visible o por fluorimetria

(Esterbauer, 1996).

Ecuacion 1: Primera fase de la peroxidacion lipidica

Lil +OH* = L+ H,0

L'+ 0, > LOO

Ecuacion 2: Fase de propagacion / reaccion en cadena. Esta fase es independiente

de oxigeno.

L.OO'+LH — LOOH+ L’

Figura 1.2: Las distintas fases de la peroxidacion de lipidos inducida por radicales
libres. LH: lipido, LOOH: hidroperoxido lipidico.
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Figura 1.3: Productos de la peroxidacion lipidica.
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1.6. ORGANISMOS EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO.

1.6.1. Lumbriculus variegatus:

1.6.1.1. Ubicacion taxonomica
Superreino: Eucariote.

Reino: Animal.

Subreino: Metazoo.

Phylum: Annelida.
Superclase: Clitellata.

Clase: Oligochaeta.

Orden: Lumbriculida.

Familia: Lumbriculidae.

Género y especie: Lumbriculus variegatus.

1.6.1.2. Habitat y distribucion geogridfica

Lumbriculus variegatus es un oligoqueto de agua dulce que se distribuye
naturalmente en Europa y Estados Unidos. Prefiere habitats bajos, se encuentra en la orilla
de rios, estanques, lagos, charcas o pantanos donde se alimenta de la vegetacion en
descomposicion y de microorganismos.

Sus micro- habitats favoritos incluyen laminas de hojas o troncos sumergidos en

descomposicion, y vegetacion emergente en la base de los sedimentos.

1.6.1.3. Algunas caracteristicas biologicas

El cuerpo de Lumbriculus variegatus es de forma tubular, segmentado, conteniendo
de 150 a 250 segmentos, pudiendo alcanzar hasta 10 cm de largo y 1.5 mm de diametro.
Las lombrices recolectadas en el ambiente natural suelen ser mas largas que las cultivadas

en laboratorio (8 — 10 cm versus 4 - 6 cm, respectivamente).
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A pesar que estos anélidos aparecen como ejemplares hermafroditas, sexualmente
maduros, la reproduccion sexual es rara, siendo la reproduccion por fragmentacion o
arquitomia la mas comun (Lesiuk y Drewes, 1999a).

La lombriz esponténeamer;te se divide en dos o mas fragmentos. Cada fragmento
que sobrevive regenera rapidamente los segmentos faltantes del cuerpo, hasta formar
finalmente una nueva cabeza y cola. La capacidad de la lombriz de reproducirse por
fragmentacion se debe a su habilidad de autoamputarse en respuesta a un dafio o a otro tipo
de estimulacion nociva. Esta respuesta refleja de proteccion se denomina "autotomia". Un
estimulo que hace que la lombriz esté preparada para autotomizarse es la compresion de su
cuerpo (Lesiuk y Drewes, 1999a). En condiciones optimas la poblacidn se puede duplicar
en unos 10 - 14 dias a una temperatura de 20 £+ 2 °C. En condiciones de laboratorio solo se
reproduce por fragmentacion.

En la naturaleza esta especie usa su cabeza para enterrarse en los sedimentos y
desechos para alimentarse, mientras la parte final de su -cola, especializada para el
intercambio de gases, generalmente se proyecta hacia arriba. Cuando le es posible, estira su
cola perpendicularmente a la superficie del agua donde forma un angulo recto, y rompe la
tension superficial del agua. Esta postura facilita el intercambio de gases entre el aire y el
vaso sanguineo dorsal pulsatil, ubicado justo debajo de la epidermis (Lesiuk y Drewes,
1999b).

Este anélido ha sido recomendado y ampliamente adoptado como organismo
estandar para ensayos de toxicidad de aguas y/o sedimentos (Phipps et al., 1993; ASTM,
1994; Davies et al., 1999a- 1999b).
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1.6.1.4. Lumbriculus variegatus (J.)

L.variegatus en laboratorio
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1.6.2. Biomphalaria glabrata

1.6.2.1. Ubicacion taxonomica
Superreino: Eucariote.

Reino: Animal.

Subreino: Metazoo.

Phylum: Mollusca.

Clase: Gastropoda.

Subclase: Pulmonata.

Orden: Basommatophora.
Familia: Planorbidae.

Género y especie: Biomphalaria glabrata.

Sinonimias: Basommatrophora planorbidae; Australorbis glabratus.

1.6.2.2. Habitat y distribucion geogrdfica

Gastropodo pulmonado que vive en aguas dulceacuicolas tropicales, principalmente
en canales, valles de irrigacion y en pequefios cursos de agua. Puede colonizar grandes rios
y lagunas, pero la escorrentia y las pequeiias ondas formadas por el viento dificultan su
vida en estos lugares (Ruppert y Bannes, 1994). Se distribuye en Sudamérica y América
Central. Actualmente esta presente en extensas areas de Brasil, en el sudeste de Babhia,
norte de Spiritu Santo y centro- este de Minas Gerais. Aparece en menor nimero en zonas
calidas y humedas de Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Maranhao, Para, Gorias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo y Parana. También se encuentra en el
Norte Argentino (Carvalho et al., 2001). Recientemente fue introducido en algunas

regiones de los Estados Unidos.

1.6.2.3. Algunas caracteristicas biologicas

Este caracol, dotado de un cuerpo viscoso envuelto por una concha univalva, tiene
tres zonas corporales diferentes: una céfalo-pedal, que contiene los 6rganos sensoriales y
los motores, una masa visceral, donde estan alojados los 6rganos bien desarrollados de la
digestion, excrecion y reproduccidn; y un manto-tejido, por encima de la masa visceral.
Son asimétricos, debido al fenomeno de torsion - giro de 180° del resto del cuerpo con

respecto al céfalo-pedal -; la concha calcarea, en espiral en un plano, mide 3 a 4 cm de
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diametro y presenta una depresion central en cada fase. El caparazon crece con el cuerpo y
solo es visible fuera de éste la cabeza y el pie, su abertura es proporcional al tamafio de su
cuerpo, su diametro varia con las condiciones ambientales y es relativamente
independiente de la edad. La formacion de la concha comienza en el estado larval.

En las poblaciones se distinguen organismos pigmentados y no pigmentados, de
acuerdo a la presencia o ausencia de pigmentos melanicos o similares.

La cabeza esta bien desarrollada, con un par de tentaculos simples conteniendo ojos
primitivos cerca de sus bases. Estos apéndices son importantes como quimioreceptores. La
boca exhibe una lengua provista de dientes llamada "radula", que puede proyectarse al
exterior.

Por ser un gastropodo pulmonado, la cavidad del manto esta modificada como un
saco respiratorio, altamente vascularizado en la region anterior, donde tiene lugar el
intercambio gaseoso, funcionando como un pulmon.

La actividad del animal esta relacionada con el desarrollo de la cabeza y los
organos sensoriales cefalicos. El pie es un 6rgano ventral de desplazamiento, sus musculos
le permiten moverse en todas las direcciones. Una importante funcidon del pie es la
secrecion. Un rico suministro de glandulas mucosas provee baba para su lubricacion.

Se trata de una especie hermafrodita, presentando con frecuencia reproduccion
cruzada. Los huevos son puestos en una especie de capsula que puede contener en
condiciones de laboratorio de 20 a 50 huevos por capsula. El desarrollo embrionario se
produce integramente dentro del huevo. Su reproduccion es menor durante el invierno
(Monteiro y Dias, 1989).

Es un caracol herbivoro. En el ambiente natural se alimenta de algas finas de agua
dulce como Tas algas pardas y las partes mas blandas de las plantas vasculares acuaticas. Es
relativamente facil de adaptar y mantener en condiciones de laboratorio.

Biomphalaria es uno de los organismos mas estudiados por ser huésped
intermediario del verme parasito Schistosoma mansoni que produce en el ser humano la
enfermedad denominada esquistosomiasis o bilharziasis (Neves, 1986).

Ademas, este gastropodo ha sido utilizado como bioindicador en ensayos de
toxicidad aguda y subaguda para la evaluacion de riesgos ambientales por metales y por

plaguicidas (Miinzinger, 1987; Verrengia Guerrero et al, 1997, 2000).
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1.6.2.4 Biomphalaria glabrata, Say.

Huevos cubiertos por masa
gelatinosa
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1.7. OBJETIVOS

+ Evaluar letalidad - CL50 (96h) - y algunos efectos subletales - niveles de poliaminas
y peroxidacion lipidica - del herbicida paraquat en los macroinvertebrados de agua duice
Lumbriculus variegatus, anélido oligoqueto, y Biomphalaria glabrata, molusco
gastropodo, en condiciones de laboratorio, a fin de determinar el impacto de este

herbicida sobre especies acuaticas no blanco.

¥ Analizar los distintos factores que pueden incidir en la respuesta de los diferentes

taxones, por exposicion a este herbicida.



MATERIALES
Y
METODOS
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MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES
2.1.1.- Reactivos:

El producto comercial contenia 27,6 g/100 cm’ de paraquat dicloruro, equivalente a
20% de paraquat. El estandar analitico de paraquat fue donado por Syngenta, Jealott's Hill
International Research Centre, Bracknell, Reino Unido.

Putrescina, espermidina, espermina, cloruro de dansilo y acido tiobarbitarico fueron
adquiridos a Sigma Chemical Company (St. Louis, Missouri, USA). Acetonitrilo (grado
HPLC) fue adquirido a Sintorgan S.A. (Buenos Aires, Argentina).

Los otros reactivos utilizados en el trabajo fueron de grado analitico, marca Carlo

Erba, Mallinckrodt o Merck.
2.1.2. Equipos:

Los homogenatos de L. variegatus fueron realizados manualmente con un potter de
vidrio, mientras que los correspondientes a B. glabrata se prepararon usando un Potter

Elvehjen con émbolo de teflon.

Para las determinaciones espectrofotométricas se utilizd un espectrofotometro
Shimadzu UV-160A doble haz.

Para la determinacion de los niveles de poliaminas se utilizo un cromatografo
liquido de alta presion (HPLC) Spectra-Physics equipado con una bomba de gradiente
SpectraSERIES P200 y un detector de fluorescencia Spectra SYSTEM FL2000.

2.1.3. Organismos seleccionados:
Se utiliz6 una especie de oligoqueto acuatico, Lumbriculus variegatus, inicialmente

obtenido de los cultivos del Prof. K. Simkiss, Universidad de Reading, Reino Unido. Una

vez en el laboratorio, los organismos se cultivaron en peceras plasticas de 12 L, con
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aireacion, y conteniendo trozos de toallas de papel (formando un lecho de 3 - 6 cm) en
unos 8 L de agua declorada. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 20 + 2 °C y
con un fotoperiodo artificial de 16- 8 horas de luz/oscuridad. Los organismos se
alimentaron con alimento para peces (TetraFin®, TetraWerke, Alemania) tres veces por
semana. Para todos los bioensayos se utilizaron organismos adultos de 2,5 £ 0,5 cm de

largo.

Los cultivos de los moluscos gastropodos de Biomphalaria glabrata fueron
obtenidos inicialmente del Laboratorio de Invertebrados, Departamento de Ciencias
Biologicas, Facultad Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Los organismos fueron luego
cultivados en nuestros laboratorios en peceras de vidrio aireadas (17-20 L), a una
temperatura de 24 + 2 °C y con un fotoperiodo artificial de 14- 10 horas de luz/oscuridad.
Los animales se alimentaron con hojas de lechuga ad /libitum (Fried et al., 1992). En todos
los experimentos, fueron empleados organismos adultos de tamaiio similar (18 £ 2 mm). El

valor de peso total promedio fue de 0,755 £ 0,100 g.

Para los cultivos se utilizd agua de red, declorada por al menos 24 horas., con las
siguientes propiedades fisico-quimicas: dureza total = 67 £ 3 mg CaCOs/L, alcalinidad =
29 £ 2 mg CaCOsy/L; pH = 7.0 £ 0.2, y conductividad = 250 £ 17 uS. Para los bioensayos
el agua declorada fue filtrada por una columna de carbon, a fin de eliminar la materia

organica que pudiera estar disuelta.

2.2. METODOS

2.2.1. Estudios de letalidad

Para los estudios con L. variegatus se colocaron aproximadamente 10 organismos
en viales de 25 mL de capacidad, conteniendo 20,0 mL de soluciones de paraquat, sal pura
o formulado comercial. Los viales se expusieron por diversos periodos (48, 72, 96 horas y
7 dias) registrandose el numero de organismos muertos. Los organismos fueron

considerados muertos cuando presentaban nula movilidad y una intensa decoloracion y/o
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fragmentacion. Algunos ensayos se realizaron a distintas temperaturas (20 £ 1 0 25 *1 °C)
y otros en presencia o ausencia de 2g. de arena. Se utilizé arena marina comercial (Merck),
previamente purificada con acido, y calcinada a 900 °C. De esta manera se asegura que el
material tenga un contenido de materia organica maximo de 0,05%. Los estudios se
efectuaron por triplicado, en condiciones estaticas, sin aireacion y sin suministrar alimento.

Para los estudios con B. glabrata cinco organismos pigmentados y no pigmentados
se expusieron separadamente en peceras plasticas de 1,5 L de capacidad y conteniendo 600
mL de diversas soluciones de paraquat formulado comercial. Las peceras estuvieron
provistas de aireacion, a una temperatura de 25 + 1 °C, en condiciones estaticas. Los
animales no fueron alimentados durante las 96 horas de exposicidon. La retraccion del
animal en su valva, aunada con la falta de reaccion frente a un estimulo sobre la region
céfalo-pedal, fueron los criterios adoptados para determinar la mortalidad. Los estudios

con gastropodos se efectuaron por duplicado.

2.2.2- Bioensayos para evaluar efectos subletales

Todos los bioensayos efectuados para evaluar los efectos subletales - niveles de
poliaminas y procesos de peroxidacidn lipidica - se realizaron a un nivel de exposicion de
0,5 mg/L de paraquat producto comercial, en condiciones estaticas (sin renovacion del
medio). El nivel de exposicion seleccionado constituye un valor de referencia recomedado
para el control de plantas en sistemas acuaticos (Bacchetta et al., 2002) y resultados
previos de nuestro laboratorio demostraron que la solucion de paraquat empleada es estable
por al menos 96 horas.

En ningin caso los organismos fueron alimentados. Los bioensayos tuvieron una
duracion de 4 y 48 horas. Los organismos controles se expusieron en agua declorada y
filtrada por carbén, en forma analoga a los organismos tratados.

Las experiencias con L. variegatus se realizaron utilizando unos 20 organismos
expuestos en viales de 25 mL de capacidad, sin aireacion, y conteniendo un volumen de 20
mL de solucion.

Para el tratamiento de los gastropodos, 3 ejemplares pigmentatos y 3 no
pigmentados se expusieron simultaneamente en bandejas plasticas de 1,5 L, conteniendo

600 mL de solucidn, con aireacion.
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Los volimenes de exposicion utilizados con cada especie de organismos mantiene

aproximadamente la misma relacion peso/volumen del medio.

2.2.3. Niveles de poliaminas

Para determinar los niveles de poliaminas, el tejido a analizar se homogeneizo
acido perclérico (HCIO4) 0,2N en una relacion 1:10 (peso de tejido/volumen). En todos los
casos se trabajo con organismos enteros. Para L. variegatus se realizd un pool de 20
organismos, mientras que para B. glabrata se analizo el tejido blando total de cada
organismo por separado.

El homogenato se incubo en hielo por 30 minutos y posteriormente se centrifugé a
3000 x g por 10 minutos para separar las proteinas desnaturalizadas. Una alicuota de 50 pl
de dicho sobrenadante fue tratada con cloruro de dansilo en acetona a pH 8 por 16 horas
para derivatizar las poliaminas. Las poliaminas dansiladas fueron extraidas con tolueno y
separadas por HPLC como se describe en Cochon et al. (2002). Se utilizd una columna de
3,9 mm x 30 cm pBondapak C18 (Waters Corporation, Milford, MA). La columna se
equilibro con acetonitrilo: agua (40:60) previo a la inyeccion de la muestra (50 pl). Las
poliaminas se eluyeron con un gradiente lineal de 40 min. partiendo de un 40% de
acetonitrilo en agua y finalizando con un 100% de acetonitrilo. El flujo fue de 1 ml/min y

la deteccion se realizo fluorométricamente (A excitacion = 342nm, A emisién = 512 nm).

2.2.4. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se determind por medio de la cuantificacion de la
concentracion de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) como se
describe en Wills (1992) con algunas modificaciones.

Se preparé un homogenato del tejido blando total de los organismos analizados en
solucion de cloruro de potasio (KCI) 150 mM.

En el caso de L. variegafus se trabajo con el homogenato crudo, pero para analizar
el contenido de TBARS en B. glabrata hubo que realizar una centrifugacién a 3000 g x por

15 minutos para eliminar la interferencia de los pigmentos presentes.

42



MATERIALES Y METODOS

A 1 ml del homogenato se le adicionaron 0,5 ml de acido tricloroacético 20% y 1
ml de acido tiobarbiturico 0,67% (p/v), y se calentdé a 100 °C en bafio de agua por 10
minutos. Luego de enfriar, se separaron las proteinas precipitadas por centrifugacion (1000
x g por 20 min.) y se midio la absorbancia del sobrenadante a 530 nm. En todos los casos
se realizo el blanco de reactivos y el correspondiente blanco de tejido (sin acido
tiobarbiturico).

Para realizar los calculos se utilizo un coeficiente de extincion molar de 1.56 x 10°
M cm™. Los resultados se expresan como nmoles de malondialdehido formado por mg de
proteinas.

Para la determinacion de proteinas se emple6 el método de Lowry et al. (1951)

usando albumina bovina como estandar.

2.2.5. Analisis estadistico

Los valores de Concentracion Letal 50 (CLso) y el intervalo de confianza (95%) se

determinaron empleando el Programa de Analisis Probit de la US - EPA.

Para efectuar el analisis estadistico se utilizaron métodos de analisis de varianza
(ANOVA) (Sokal y Rohlf, 1995), a un nivel de significancia de 0,05. Los resultados se

expresaron como valores promedios £ DS (desviacion estandar).
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3.1. ESTUDIOS DE LETALIDAD

3.1.1. Estudios en Lumbriculus variegatus

En la Tabla 3.1 se presentan los valores de Concentracion Letal 50 (CLso)

obtenidos en L. variegatus tratados con soluciones de paraquat puro o de un

formulado comercial conteniendo 20% de paraquat. Los estudios se efectuaron a

distintas temperaturas, por diversos periodos y en presencia o ausencia de

particulas de arena.

Tabla 3.1. Valores de Concentracion Letal 50 (CLso) € intervalos de confianza

(1C 95%) en Lumbriculus variegatus expuestos a distintas soluciones de Paraquat

(mg paraquat/L).
Tiempo Temperatura=25+1°C Temperatura=20+1°C
P. comercial | P. comercial® | P.comercial®|  Paraquat puro
y )
arena
48 h, 50,0 - 17.5 32.4
43,8-60 4 15,0-233 28.0-36.0
72 h. 29,7 485 -- --
22,7-38,1 43,4-52,5
96 h. 10,0 30,0 35,2 62,5
8,4-13,8 26,8-35,2 30,3-41,5 55,2-74,5
168 h. -- -- 11,0 20,5
(7 dias) 8,2-15,2 19,0-29.8

P. comercial® : Producto formulado comercial

En primer lugar se destaca que a la temperatura de 20 =+ 1 °C, los

resultados de CLso para el paraquat droga pura fueron de 32,4; 62,5 y 20,5 mg/L,
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a 48 y 96 h. y a 7 dias respectivamente. Los valores correspondientes al producto
comercial en cambio, resultaron ser aproximadamente la mitad, lo cual demuestra
que la toxicidad del formulado comercial resulté mayor respecto a la sal pura. Por
esta razon, los restantes estudios se limitaron a investigar la toxicidad del
formulado comercial, el cual es por otra parte, el producto que efectivamente se
emplea en la practica como herbicida.

A las 96 h., se obtuvo un valor de CLsp = 10,0 cuando la temperatura era
de 25 + 1 °C, aproximadamente tres veces menor que a 20 + 1 °C, poniendo en
evidencia que el producto resulta mas toxico para estos organismos a mas altas
temperaturas.

Los estudios efectuados a 25 + 1 °C demostraron ademas que en presencia
de particulas de arena pura (libre de materia organica) los resultados de CLso,
tanto a 96 h. como a 7 dias resultaron ser mayores que en sistemas conteniendo

agua solamente.

3.1.2- Estudios en Biomphalaria glabrata

Los resultados de los valores de Concentracion Letal 50 (CLsg) en
organismos pigmentados y no- pigmentados de B. glabrata tratados con paraquat
formulado comercial por 96 h. y a una temperatura de 25 + 1 °C se presentan en la

Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Valores de Concentracion Letal 50 (CLso) e intervalos de confianza
(IC 95%) en Biomphalaria glabrata expuestos a un producto comercial de

Paraquat (mg paraquat/L).

Tiempo Temperatura=251+1°C
Pigmentado No-pigmentado
96 h. 8.8 2,0
5,4-12,8 1,7-2,4
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Los resultados indican que en organismos no- pigmentados el valor de CLs
resulto ser significativamente mas bajo que para organismos pigmentados (p <

0,05).

3.2. NIVELES DE POLIAMINAS

3.2.1- Estudios en Lumbriculus variegatus

En las Fig. 3.1 A, B y C se muestran los valores de las diversas poliaminas en
estudio (putrescina, espermidina y espermina, respectivamente) encontrados en
oligoquetos tratados con una solucion de 0,5 mg/L de paraquat producto
comercial, durante distintos tiempos de exposicion.

(Fig. en pagina siguiente)
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Figura 3.1: Niveles de poliaminas en L. variegafus expuestos a 0,5 mg/L de

paraquat producto comercial
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nmoles/g
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3.2.2. Estudios en Biomphalaria glabrata

En la Fig. 3.2 A y B se muestran los valores de las diversas poliaminas
(putrescina y espermidina, respectivamente) encontrados en organismos
pigmentados y no-pigmentados de B. glabrata tratados con una solucion de 0,5
mg/L. de paraquat producto comercial, durante diversos tiempos. Es interesante
destacar que en estos organismos no se registraron valores detectables de la

poliamina espermina.
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Figura 3.2: Niveles de poliaminas en organismos pigmentados y no-pigmentados

de B. glabrata expuestos a 0,5 mg/L de paraquat producto comercial

Los resultados obtenidos indican que en organismos controles, los niveles de
putrescina son considerablemente mas altos que los de espermidina. En
organismos tratados por 4 y 48 horas no se encontraron diferencias significativas
en los niveles de ambas poliaminas, respecto a los ejemplares controles (p > 0,05).
Por otra parte, en ninglin caso se observaron diferencias significativas entre

organismos pigmentados y no-pigmentados (p > 0,05).

3.3. ESTUDIOS DE PEROXIDACION DE LIPIDOS
3.3.1- Estudios en Lumbriculus variegatus

Los valores de peroxidacion lipidica, determinados por reaccion del
malondialdehido con el acido tiobarbitirico, en oligoquetos expuestos a un nivel

de 0,5 mg/L de paraquat producto comercial, durante diversos tiempos se

presentan en la Fig. 3.3.
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Figura 3.3: Niveles de peroxidacion lipidica (expresados como nmoles de
especies reactivas al TBA/mg de proteinas) en L. variegatus expuestos a 0,5 mg/L
de paraquat producto comercial.

Los resultados obtenidos demuestran que no se observaron diferencias
significativas en los niveles de peroxidacion entre los organismos controles y los

tratados ya sea por 4 y 48 horas de exposicion.
3.3.2. Estudios en Biomphalaria glabrata

Los valores de peroxidacion lipidica, determinados por reaccion del
malondialdehido con el acido tiobarbitirico, en organismos pigmentados y no-

pigmentados de B. glabrata expuestos a un nivel de 0,5 mg/L de paraquat

producto comercial, durante diversos tiempos se presentan en la Fig. 3.4.
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Figura 3.4: Niveles de peroxidacion lipidica (expresados como nmoles de
especies reactivas al TBA/mg de proteinas) en organismos pigmentados y no-

pigmentados de B. glabrata expuestos a 0,5 mg/L de paraquat producto comercial.

Los resultados obtenidos para organismos pigmentados, no presentan
diferencias significativas entre controles y tratados (p >0,05). Los organismos no-
pigmentados presentaron niveles de peroxidacion similares entre ejemplares
controles y en aquellos tratados por 4 horas, y también respecto a los valores de
organismos pigmentados (p >0,05). En cambio, tras 48 horas de tratamiento con el
producto comercial se observo un significativo aumento en los organismos no-

pigmentados, respecto a los controles (p < 0,05).
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Los estudios de letalidad permitieron establecer valores de concentracion letal 50
(CLso) del paraquat puro y de un producto formulado comercial en dos especies de
invertebrados de agua dulce, el oligoqueto Lumbriculus variegatus, y organismos
pigmentados y no- pigmentados del molusco gastropodo Biomphalaria glabrata. A la
fecha, no se han reportado en la literatura otros valores de referencia para estas especies
(base datos de US EPA).

Los estudios de letalidad efectuados en L. variegatus permitieron arribar a las
siguientes conclusiones:

e Los valores de CLso (24 y 48 horas y 7 dias) indicaron que el paraquat
contenido en el producto formulado comercial resultd mas téxico que la sustancia pura.

e La toxicidad del producto comercial resultd6 mayor con el aumento de
temperatura. Este hecho puede atribuirse a que estos organismos en su habitat natural
estain mas adaptados a temperaturas moderadas o incluso relativamente frias. Por
consiguiente, el aumento de temperatura de por si produce un efecto estresante en los
organismos, por el cual resultan mas sensibles a la accion de compuestos quimicos, en
este caso particular, el paraquat.

e La toxicidad del formulado comercial disminuy6 notablemente cuando en el
medio del bioensayo se encontraban particulas de arena. Hay que tener en cuenta que la
arena seleccionada era un producto comercial de alta pureza y practicamente libre de
materia organica. Se considera que el cation paraquat es fuerte y rapidamente
adsorbido por el material particulado, reduciendo su biodisponibilidad para los
animales acuaticos. Eisler (1990) reportd que este herbicida tenia una vida residual
media de 36 horas a dosis normales para el control de malezas (0.5-1.0 mg/L) y se

detecto menos de 0.01 mg/L en dos semanas.

Para investigar la toxicidad del formulado comercial en los moluscos gastropodos,
los experimentos se realizaron a una temperatura de 25t1 °C, ya que estos organismos, a
diferencia de los oligoquetos, se distribuyen en la naturaleza en regiones tropicales y
subtropicales. Una temperatura mas baja, por ende, podria causar un efecto de estrés
adicional en esta especie. El valor de CLso (96 horas) para los organismos pigmentados fue
de 8,8 (1C 95%=5,4-12,8) mg/L, resultando no ser significativamente diferente del valor
correspondiente a L. variegatus (CLsp = 10,0; 1C 95% = 8,4-13,8 mg/L). En cambio los
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organismos no- pigmentados presentaron una mayor sensibilidad al formulado comercial,

ya que el valor de CLso (96 horas) fue de 2,0 con un IC 95% = 1,7-2,4 mg/L.

En peces se reportaron valores de CLso (96h), para el producto formulado
comercial, iguales a 25+7 mg/L para la trucha arcoiris, y a 13 mg/L para la trucha marron
(FAO, 2003). Para el invertebrado de agua dulce Daphnia pulex los valores de CLso (48h)
fueron de 1,2 a 4,0 mg/L, (Alberdi et al, 1994; 1996). Estos valores se dan como
referencia, ya que no es posible efectuar comparaciones en forma directa entre nuestros
datos y los obtenidos por otros laboratorios debido a posibles diferencias en las

condiciones experimentales.

En este trabajo se reportan también por primera vez, segiin nuestro conocimiento,
los valores de poliaminas presentes en las dos especies acuaticas en estudio. Es por ello

que los datos se resumen en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Valores de poliaminas (valor medio + DS) en organismos controles
(nmol/g peso humedo)

Poliamina L. variegatus Biomphalaria glabrata
Pigmentados No-
pigmentados
Putrescina 1993 + 28,7 2571,5 £ 311,1 2687,0 +
201,1
Espermidina 595,5 + 70,9 600,8 + 101,4 827,7 £ 108,1
Espermina 499+88 No detectado No detectado
Total 8447 31723 35147

En primer lugar se destaca que mientras que en L. variegatus se detectaron las tres
poliaminas en estudio, en los moluscos gastropodos no se detectd espermina. Por otra
parte, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de putrescina y

espermidina entre ejemplares pigmentados y no- pigmentados de B. glabrata.

Las proporciones relativas de las tres poliaminas en L. variegatus fue de 1: 2,99:
0,25, lo cual demuestra que la mayor proporcion correspondi6 a espermidina, seguida por
putrescina y luego espermina. Un perfil muy similar fue encontrado en una especie de

anélido terrestre, Pheretima communissima (Hamana et. al, 1995). Las relaciones
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correspondientes para los moluscos gastropodos fueron de 1:0,23 0 para organismos
pigmentados y de 1: 0,30: O para organismos no- pigmentados, reflejando que la mayor
proporcion consistio en putrescina.

En oligoquetos tratados con paraquat comercial, los niveles de poliaminas
resultaron afectados por la exposicion a un tiempo tan breve como 4 horas. Tras dicho
periodo, los niveles de putrescina disminuyeron, mientras que los valores de espermidina y
espermina presentaron sendos aumentos con respecto a los organismos controles. En los
organismos expuestos por 48 horas, los niveles de putrescina tendieron a aumentar,
acercandose a los valores de organismos controles. En cambio, persistieron los aumentos

en las otras dos poliaminas, espermidina y espermina.

Segln la literatura, los niveles de poliaminas fueron modificados por efecto del
paraquat tanto en diversos tejidos vegetales como animales (Ye et al., 1997; Kurepa et al.,
1998; Bayoumi et al., 2000, Racz et al., 2000). Sin embargo, dichos cambios no siguen un
patron general, ya que en algunos casos se han encontrado aumentos o descensos en las
concentraciones poliaminas, dependiendo de una cada poliamina en particular y del tejido
analizado. Por cierto, tanto factores bioldgicos como experimentales pueden contribuir a
estas discrepancias, como por ejemplo los niveles intrinsecos de cada poliamina, el nivel y
el tiempo de exposicion, y el compuesto especifico usado (paraquat puro o formulado

comercial), por citar los factores mas relevantes.

Los moluscos gastropodos presentaron un comportamiento muy diferente al de los
oligoquetos, ya que no se observaron modificaciones en los niveles de poliaminas por la

exposicion a paraquat comercial, en ninguno de los tiempos estudiados.

Resulta dificil en base a estos experimentos poder explicar este comportamiento
diferencial entre oligoquetos y gastropodos. No obstante, esta bien establecido en literatura
que frente a un mismo agente quimico los procesos toxicocinéticos transcurren en forma
diferencial entre organismos de diversas especies, las cuales poseen diferentes habitos
nutricionales, respiratorios, y eventualmente diferentes mecanismos de defensa. Por otra
parte, es posible también que al nivel de intoxicacion seleccionado (0,5 mg/L) no se haya
alcanzado el valor de concentracion umbral en los gastropodos como para observar efectos

a nivel de las cantidades de poliaminas.
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En base a estos resultados, se puede inferir que los analisis de los niveles de
poliaminas en oligoquetos de [I. variegatus podrian constituir sensibles parametros

biomarcadores de contaminacion por efecto del paraquat.

Finalmente, durante el desarrollo de este trabajo se investigé también la posibilidad
de ocurrencia de procesos de peroxidacion de lipidos. Los datos encontrados en L.
variegatus demostraron que durante los periodos de exposicion analizados (4 y 48 horas)
no se registraron diferencias significativas en procesos de peroxidacion de lipidos con
respecto a los organismos controles. Esta conclusion resultd igualmente valida cuando se
analizaron organismos pigmentados de B. glabrata. Los ejemplares no-pigmentados, en
cambio, presentaron un significativo aumento en la peroxidacion cuando estaban expuestos
por 48 horas al formulado comercial.

Algunos autores han reportado incrementos en los procesos de peroxidacion
lipidica por accion del paraquat en varios organismos (Ali et al., 2000, Ranjbar et al., 2002,
Suntres, 2002), mientras que otros no observaron modificaciones, o incluso documentaron
descensos, respecto a los valores controles (Nakagawa et al., 1998, Ali et al., 2000),
dependiendo de la especie estudiada. Como fue sefialado en la Introduccion (Item 1.5.), los
procesos de peroxidacion de lipidos son iniciados por especies reactivas de oxigeno, las
cuales se generan por la reduccion del dication paraquat, mediante la citocromo Pyso
reductasa. Si el sistema enzimatico involucrado en dicha reduccion tiene baja actividad, las
posibilidades de formacion de radicales libres son también muy bajas. Efectivamente, se ha
sugerido que las actividades de las enzimas microsomales en la especie L. variegatus son
considerablmente bajas (Verrengia Guerrero et al., 2002), apoyando esta hipotesis. Por otra
parte, la ausencia de procesos de lipoperoxidacion también puede ser atribuida al bajo nivel
de exposicion, al corto periodo de tratamiento, o como consecuencia de una rapida y
eficiente repuesta de los mecanismos antioxidantes. Recientemente, se ha reportado el
posible rol de las poliaminas, especialmente, espermidina y espermina, como defensas
frente a los daiios inducidos por radicales libres. Por consiguiente, en los oligoquetos de L.
variegatus, los aumentos de dichas poliaminas podrian dar cuenta de la falta de induccion

de procesos de peroxidacion lipidica (Farriol et al., 2003).
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Con respecto a los moluscos gastropodos merece destacarse que, en base a los
estudios de letalidad, los organismos no-pigmentados de B. glabrata habian resultado mas
sensibles a la accion del paraquat formulado comercial en comparacion con los organismos
pigmentados.

La posible relacion entre los pigmentos melanicos y diversos factores ambientales
ha sido reconocida previamente en la literatura. Como consecuencia de la revolucion
industrial del siglo XVIIl se verificé un progresivo incremento en la poblacion de
individuos salvajes o altamente pigmentados en diversas especies animales. Este hecho fue
correlacionado positivamente con el aumento de la contaminacion atmosférica (Moriarty,
1990; Majerus., 1998). Actualmente se acepta que la melanina desempefia un rol muy
significativo en la proteccion de la piel frente a agresiones inducidas por la luz UV
(Pathak, 1995, Barker et al., 1995, Riley 1997). No obstante, la presencia de melanina en
tejidos no expuestos (meninges, visceras abdominales, etc.) plantea un singular
interrogante por cuanto implicaria funciones adicionales, ain no esclarecidas (Prota, 1992).
En este sentido algunos autores han sefialado que estos pigmentos, o algunos de sus
productos intermediarios, serian capaces de intervenir en procesos aun no bien establecidos
de detoxificacion o defensa (Bucket et al 1992). Al respecto, se ha propuesto que los
pigmentos melanicos podrian actuar como atrapantes de radicales libres (Sama et al,
1986). Por estudios con especies pigmentadas y albinas de sapos se establecio que
desempefian un rol protector frente a procesos de peroxidacion de lipidos (Scalia et al
1990; Corsaro et al 1995).

Por consiguiente, la melanina y/o pigmentos relacionados que estan presentes en los
organismos pigmentados estarian desempefiando un rol de proteccion y defensa frente a la
accion toxica del radical paraquat. Los organismos albinos, que carecen de los pigmentos
melanicos, resultan asi mas susceptibles a la accion del estrés oxidativo inducido por los
radicales libres de paraquat. Este hecho podria a su vez contribuir a la mayor letalidad

observada.
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Los resultados obtenidos a través del presente trabajo permiten enunciar las
siguientes conclusiones:

1. El paraquat presente en un producto formulado comercial resulté ser mas

toxico para la especie L. variegatus que la solucidon conteniendo el compuesto puro.

2. Para organismos de L. variegatus la toxicidad del paraquat formulado
comercial aumenta con el aumento de temperatura y disminuye por efecto de material

particulado presente en el medio del bioensayo.

3. Los valores de CLs (96 horas y 25 +1 °C) resultaron similares para /.
variegatus y ejemplares pigmentados de B. glabrata. En cambio, los organismos no-

pigmentados de B. glabrata resultaron considerablemente mas sensibles.

4. En este trabajo se reportan, por primera vez segun nuestro conocimiento,
valores de los niveles de las poliaminas putrescina, espermidina y espermina, en

organismos controles de las dos especies de agua dulce en estudio.

5. Los niveles de poliaminas resultaron ser modificados por accion del
paraquat producto comercial en L. variegatus expuestos en forma aguda (4 y 48 horas)
a un nivel de 0,5 mg paraquat/L. En cambio no se observaron diferencias significativas,
con respecto a los controles, en organismos pigmentados y no-pigmentados de 5.

glabrata.

6. Los organismos de L. variegatus, al igual que ejemplares pigmentados de B.
glabrata, no evidenciaron cambios en los procesos de peroxidacion lipidica por accion
del paraquat formulado comercial a un nivel de exposicion de 0,5 mg paraquat/L. En
cambio, tras 48 horas de exposicion los organismos no-pigmentados de B. glabrata

presentaron un aumento significativo en la peroxidacion de lipidos.
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7. Las modificaciones en los niveles de poliaminas podrian actuar como
mecanismo de defensa frente a procesos de estrés oxidativo en los oligoquetos L.
variegartus. Sin embargo, quedan por esclarecer los mecanismos por los cuales se
afectan diferencialmente los niveles de poliaminas en los oligoquetos. No obstante, los
resultados que se obtuvieron en el presente trabajo permiten proponer su analisis como

posibles parametros biomarcadores de contaminacion.

8. La presencia de melanina y pigmentos relacionados que caracteriza a los
gastropodos pigmentados podria dar cuenta de la mayor resistencia que se observo en
estos organismos frente a las respuestas de letalidad y peroxidacion de lipidos, en
comparacion con los ejemplares no-pigmentados. No obstante, esta hipotesis deberia

ser confirmada mediante la realizacion de estudios adicionales.
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